6. Desynchronisation im S-Zyklus

6.1 Einleitung

Durch eine Serie sittigender Lichtblitze lasst sich das PSII durch den S-Zyklus schalten.
Dadurch ist es moglich die verschiedenen Oxidationszustinde des Mangankomplexes gezielt
einzustellen. Genutzt wird dies u.a. bei Strukturuntersuchungen des Mangankomplexes
mittels XAS sowie bei optischen Absorptions- und Fluoreszenzmessungen zur Kinetik und
Energetik der Elektronentransferprozesse in Abhédngigkeit vom S-Zustand. In beiden Fillen
werden die dunkeladaptierten Photosysteme mit einem, zwei oder drei ns-Laserblitzen
belichtet und so die Zustdnde S,, S; oder Sy populiert. (Der S;-Zustand liegt bereits nach der
Dunkeladaptation vor.) Diese S-Zustandseinstellung erfolgt jedoch nur unvollstiandig, da nicht
alle Zentren nach dem Blitz einen Schritt im S-Zyklus voranschreiten, und es kommt zu einer
mit der Blitzzahl zunehmenden Durchmischung der S-Zustinde. Der miss-Parameter gibt den
Anteil der Photosysteme an, in denen durch den Blitz kein S-Ubergang ausgeldst wird, oder
die vor dem nachfolgenden Blitz durch Relaxationsprozesse im S-Zyklus wieder zuriickfallen.

Zum Erreichen einer moglichst hohen Population des jeweiligen S-Zustandes ist es
notwendig, die Abhingigkeit des miss-Parameters von den experimentellen Bedingungen wie
pH-Wert, Temperatur und Blitzabstand zu kennen, um durch deren geeignete Wahl ein
optimales Voranschreiten im S-Zyklus zu erreichen. Die wichtigsten Ursachen, die zu miss-
Ereignissen fiihren, sind:

1. Geschlossene Zentren: In Photosystemen, in denen Q, in reduzierter Form vorliegt, ist
eine stabile Ladungstrennung nicht moglich, da der Phe — Qa-Elektronentransfer
blockiert ist.

2. Rekombination: Der ladungsseparierte Zustand P6807Qa  geht durch riickgerichteten
Elektronentransfer von Qa zu P680" verloren. Die Wahrscheinlichkeit dieser
Rekombination hingt hauptsédchlich von der Menge an P680 ab, welches nach den ns-
Phasen des Yz — P680"-Elektronentransfers noch in oxidierter Form vorliegt.

3. S-Zustandsrelaxation: Zwischen zwei Blitzen kommt es zu einer Relaxation der Zustidnde
S, und S; und damit zu einem Zuriickfallen im S-Zyklus (Ss relaxiert zu S,, S, relaxiert
zu Sy).

4. Nichtsdttigende Blitzintensitdt: Bei zu geringer Intensitit des Anregungslichtes erfolgt
nicht in allen Photosysteme eine Anregung des Antennensystems.

Abgesehen von diesen Beitridgen, die, in unterschiedlichem Ausmal, bei jedem Schritt im S-
Zyklus auftreten, ist in einem Teil der Photosysteme der Elektronentransfer vom Qa zum Qg
permanent blockiert oder stark verlangsamt (non-Qp-Zentren). Diese Photosysteme kdnnen
nur einen Schritt im S-Zyklus voranschreiten, da das durch den ersten Blitz gebildete Q4
nicht durch Elektronentransfer zum Qg reoxidiert werden kann und somit eine erneute
Ladungstrennung durch den nichsten Blitz blockiert ist. Die non-Qp-Zentren verbleiben daher
nach dem ersten Blitz im S,-Zustand.

Ein wesentlicher Unterschied zwischen XAS-Untersuchungen und optischen Messungen
besteht in der Probenkonzentration. XAS-Proben haben iiblicherweise eine Chlorophyll-
Konzentration von 10-20 mg/ml, wéhrend der Chlorophyllgehalt bei optischen Messungen
wesentlich geringer ist und im Bereich von etwa 5-50 pug/ml liegt. Die optischen
Charakteristika konzentrierter Proben konnen von denen verdiinnter Suspensionen aufgrund

71



6. Desynchronisation im S-Zyklus

von  Abschattungseffekten  oder  verdnderten  Streueigenschaften  (infolge  von
Partikelaggregation) abweichen. Fiir ein moglichst vollstindiges Weiterschalten im S-Zyklus
ist es aber notwendig, alle Photosysteme durch den Blitz anzuregen, d. h. die Blitz-
Sattigungsintensitit zu kennen, oberhalb derer in jedem Antennensystem mindestens ein
Photon absorbiert wird. Im Hinblick auf die konzentrierten XAS-Proben ist es instruktiv, den
Grad der Sittigung in Abhingigkeit von der Eindringtiefe und der Blitzintensitit zu
untersuchen.

Das Ziel dieses Kapitels ist:

1. Die Untersuchung der Abhingigkeit des miss-Parameters von der Temperatur, dem pH-
Wert und vom Blitzabstand. Um, abgesehen von einer rein phidnomenologischen
Beschreibung, zu einem besseren Verstindnis der Ursachen beizutragen, die zu misses
fiihren, soll zudem versucht werden, die verschiedenen Beitrige zum miss-Parameter zu
quantifizieren.

2. Die Bestimmung des Anteils der Zentren, in denen der Qs — Qgp-Elektronentransfer
permanent blockiert ist (non-Qp-Zentren). Untersucht wird dabei die Abhingigkeit des
Anteils  blockierter =~ Photosysteme  von  der  Konzentration  kiinstlicher
Elektronenakzeptoren, die bei XAS-Messungen und optischen Experimenten verwendet
werden.

3. Die Untersuchung der Absorptionseigenschaften der PSII-Membranfragmente in Hinblick
auf das Lichtsdttigungsverhalten bei Laser-Beblitzungsexperimenten an hoch-
konzentrierten XAS-Proben.

6.2 Miss-Parameter des S-Zyklus

Einleitung

Simulation der 2 ms-Rekombinationsfluoreszenz mit dem Kok-Modell

Wie im Kapitel 5 erldutert konnen die Oszillationen des 2 ms-Wertes der
Rekombinationsfluoreszenz genutzt werden, um den miss-Parameter zu ermitteln. Die
dunkeladaptierten Photosysteme werden mit einer Serie von ns-Laserblitzen durch den S-
Zyklus geschaltet und die Intensitit der Rekombinationsfluoreszenz 2 ms nach dem
jeweiligen Blitz detektiert. Trigt man die 2 ms-Intensitéten iiber der Blitzzahl auf, ergibt sich
eine geddmpfte Oszillation mit einer Periodizitéit von vier. Der miss-Parameter ldsst sich dann
durch die Simulation der Oszillation mit dem Kok-Modell bestimmen, wie im folgenden
erldutert wird.

Zur Simulation der Oszillationsmuster wurde das konventionelle Kok-Modell verwendet
[Kok et al. 1970]. Die variierten Parameter dieses Modells sind der miss-Parameter, die
Wahrscheinlichkeit fiir double-hits (das Voranschreiten um zwei Schritte im S-Zyklus) und
die Ausgangsverteilung (Dunkelpopulation) der S-Zustinde. Wenn die Anregung der
Photosysteme, wie in dieser Arbeit, mit ns-Laserpulsen erfolgt, treten keine double-hits auf.
Durch die Dunkeladaptation der Proben vor der Messung ist sichergestellt, dass die Zustinde
S, und S3 abgebaut sind und somit in der Ausgangsverteilung nur S; und Sy beriicksichtigt
werden miissen. Die Parameter der Simulation sind damit lediglich die Wahrscheinlichkeit fiir
misses und die Besetzung des So- bzw. S;-Zustandes. Vereinfachend wurde angenommen,
dass der miss-Parameter fiir alle S-Ubergiinge gleich ist. Da das hier verwendete Verfahren
auf der Erfassung der beim S; — Sp-Ubergang emittierten Fluoreszenz beruht, lisst sich
prinzipiell nur ein iiber einen 4er-Zyklus gemittelter miss-Parameter bestimmen (Zur S-
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6. Desynchronisation im S-Zyklus

Zustandsabhéngigkeit des miss-Parameters siehe z.B. [de Wijn und van Gorkom 2002b].) Die
S-Zustandszusammensetzung nach dem n-ten Blitz einer Blitzserie ergibt sich dann durch die
folgende Rekursionsformel:

S, m 0 0 d-m] [s,

S - 0 0 S

| o (A om x| ! 6.1)
S, 0 (1-m) m 0 S,

S, 0 0 (-m) m ||S]

Hierbei bezeichnet m den miss-Parameter und S; die Besetzungswahrscheinlichkeit der
einzelnen S-Zustinde. Die Bestimmung des miss-Parameters sowie der Dunkelpopulation von
So und S; erfolgte durch Anpassung der sich aus dem Kok-Modell ergebenden S-
Zustandsbesetzungen an die (normierte) 2 ms-Rekombinationsfluoreszenz. Zur Verbesserung
des Signal-Rausch Verhiltnisses wurde fiir die 2 ms-Werte iiber die Fluoreszenzdaten von 1
bis 3 ms gemittelt (siche Kapitel 5).

Quantifizierung der Beitrige zum miss-Parameter

Im folgenden wird erldutert, wie sich die in Abschnitt 6.1 genannten Beitrige zum miss-
Parameter quantifizieren lassen.

1. Geschlossene Zentren

Wie in Kapitel 4 beschrieben, ldsst sich der Anteil der Photosysteme mit reduziertem Qg
durch Messung der prompten Fluoreszenz ermitteln:

F(t)—F,

O O R+ (F-Fp ¢

Zur Berechnung von [Qa](t) wurde der in Kapitel 7 (Abschnitt 2) bestimmte
Konnektivititsparameter p = 0,32 verwendet.

2. Rekombination

Die Rate der Rekombination wird bestimmt durch die Ratenkonstante k. fiir den
riickgerichteten Elektronentransfer vom Q,~ zum P680" und [P680",Q4], dem Anteil der
Zentren, in denen P680 in oxidierter und Q4 in reduzierter Form vorliegt. Der Anteil der pro
Zeiteinheit rekombinierenden Zentren, dN, ist dann gegeben durch

dN,, =k, [P680",0, ldt (6.3)

rec

Da [P6807,Q7] proportional zur Intensitit der Rekombinationsfluoreszenz (Fp) ist, folgt fiir
den Anteil der rekombinierten Zentren

Nrec ~ krecJ-FD dt (64)

(In diesem Fall sind die nicht-Q4 -korrigierten Fluoreszenzdaten zu verwenden.)

3. S-Zustandsrelaxation

Die Relaxation der S-Zustinde ldsst sich mit Hilfe von Literaturwerten zur Zerfallskinetik
berechnen. Der iiber einen S-Zustandszyklus gemittelte Anteil an relaxierten Zentren ergibt
sich nach
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6. Desynchronisation im S-Zyklus

S,  +S
<8, >=-—lde ddec Z Sdee (6.5)

Sadec Und S3gec bezeichnet den Anteil der zwischen zwei Blitzen von S; zu S; bzw. von S5 zu
S, relaxierten Zentren.

Der aus den Einzelbeitridgen resultierende miss-Parameter ist dann gegeben durch:

m=[0, 1+1-[9, DN, +{1-[Q, DA=N,,) <SS, > (6.6)

Im Rahmen der hier angestrebten Quantifizierung wird, wie schon erwihnt, die Abhéngigkeit
des miss-Parameters — und damit auch der Einzelbetrige — von der Blitzzahl vernachlidssigt.
Fiir die beschriebenen Berechnungen wurden daher die jeweils iiber einen S-Zyklus
gemittelten Werte von <Sgec>, Niec und [Q4'] verwendet.

Temperaturabhingigkeit

Die Temperaturabhingigkeit des miss-Parameters wurde im Bereich von 0 bis 30 °C in
Schritten von 5 °C bestimmt. Der Blitzabstand betrug 700 ms. Abbildung 6.1 zeigt die
Oszillationen der 2 ms-Rekombinationsfluoreszenz fiir vier ausgewdhlte Temperaturen
zusammen mit den Simulationen fiir die ersten 20 Blitze (Messungen und Simulation
erfolgten bis Blitz 32). Die Daten wurden so normiert, dass die mittlere Fluoreszenzamplitude
0,25 betragt.

Die Simulationen der Oszillationen erfolgte wie in der Einleitung beschrieben. Da die
Intensitidt der Rekombinationsfluoreszenz des ersten Blitzes (fiir alle Detektionszeiten) im
Vergleich mit den nachfolgenden Blitzen einer Serie ungewohnlich gering ist (siehe
Abbildung 4.15) und sich der 2 ms-Wert durch das verwendete Kok-Modell nicht
befriedigend beschreiben liel, wurde der erste Blitz nicht beriicksichtigt. (In Messungen der
P680"-Absorption und der prompten Fluoreszenz werden hiiufig ungewohnliche Kinetiken fiir
den ersten Blitz beobachtet [de Wijn und van Gorkom 2002b, Jeans et al. 2002, Lavergne
1991], siehe auch Abbildung und 5.2). Die Temperaturabhédngigkeit des miss-Parameters und
die Dunkelpopulation des So-Zustandes zeigt Abbildung 6.2. Es ergibt sich ein minimaler
miss-Parameter von etwa 9 % fiir den Temperaturbereich von etwa 5 bis 10 °C. Oberhalb von
20 °C steigt der miss-Parameter stark an und erreicht bei 30 °C einen Wert von 12,5 %.

Im folgenden wird der Beitrag der geschlossenen Zentren (1.), der Rekombination (2.) und
des S-Zustandszerfalls (3.) zum experimentell ermittelten miss-Parameter abgeschitzt.

1. Der Anteil der Zentren, die sich infolge der vorangegangenen Ladungstrennung noch
im geschlossenen Zustand befinden, [QA ], wurde, wie in der Einleitung beschrieben,
nach Gleichung 6.2 {iber die Messung der prompten Fluoreszenz ermittelt.

2. Die Rekombination kann mit Hilfe der Rekombinationsfluoreszenz abgeschitzt
werden, wenn das Verhiltnis zwischen Fluoreszenzintensitit und relativer
Konzentration des Zustandes P6807Q," sowie die Ratenkonstante der Rekombination
und deren Temperaturabhingigkeit bekannt sind. Zur Skalierung der
Rekombinationsfluoreszenz wurde die relative Konzentration von P680" aus den in
[Jeans et al. 2002] angegebenen freien Reaktionsenergien fiir den Yz — P680"-
Elektronentransfer berechnet. Die Skalierung erfolgte fiir die 40 us-Werte der P680"-
Konzentration bzw. Rekombinationsfluoreszenz (die in [Jeans et al. 2002]
angegebenen Reaktionsenergien beziehen sich auf den 40pus nach der
Ladungstrennung erreichten Zustand).
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Abbildung 6.1: Oszillation der Rekombinationsfluoreszenz detektiert 2 ms nach dem
jeweiligen Blitz fiir T=0, 10, 20 und 30 °C. Quadrate: Fluoreszenz, Linien: Simulation
(Blitzabstand 700 ms, pH 6,4)
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Abbildung 6.2: Temperaturabhingigkeit des miss-Parameters und der So-Dunkelpopulation
(Blitzabstand 700 ms, pH 6,4).
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Die berechnete Konzentration von P680" liegt dabei zwischen 7,5 % (bei 30 °C) und
12,2 % (bei 0 °C). Die Abhingigkeit der Rekombinationsfluoreszenz von der
Konzentration des QA" kann vernachlédssigt werden, da nach 40 ps in praktisch allen
Zentren Qa noch in reduzierter Form vorliegt (siehe Kapitel 4). Der Anteil der
rekombinierten Zentren N,.. ergibt sich dann wie folgt:

O L. g P C)

rec rec FD s ( T)

| Fodi 6.7)

[P680+]40Hs und Fpsous bezeichnen die relative Konzentration von P680" bzw. die
Intensitdt der Rekombinationsfluoreszenz jeweils 40 us nach der Ladungstrennung.
Integriert wird iiber das gesamte durch die Messung der Rekombinationsfluoreszenz
erfasste Zeitintervall (10 ps bis 40 ms). Die schnellen Phasen (ns-Bereich) der P680*-
Reduktion werden dabei nicht beriicksichtigt. Der dadurch entstehende Fehler ist aber
kleiner als 20 %.

Fiir die Ratenkonstante der Rekombination werden in der Literatur Werte von 2 bis10
ms”' angegeben (2,2 ms’' in [Rappaport ef al. 2002], gemessen an Synechococcus, 6
ms' in [Conjeaud und Mathis 1980], gemessen an Spinat-Chloroplasten, 7,1 ms™ in
[Reinman und Mathis 1981], gemessen an Spinat-Chloroplasten, 5-10 ms” in [de Wijn
und van Gorkom 2002a], gemessen an manganverarmten Spinat-Thylakoiden und 4,1
ms”' in manganverarmten PSII-Membranpartikeln von Synechococcus [Gerken et al.
1989)).

Die Temperaturabhingigkeit der Rekombinationsrate erhédlt man aus dem
Enthalpieunterschied zwischen den Zustinden P6807Q, und P680Phe” (enthalpischer
Anteil von AG; in Abbildung 4.2), da die Rekombination hauptsichlich iiber die
Repopulierung des Zustandes P680"Phe erfolgt ([Rappaport er al. 2002] und
Referenzen darin). In Kapitel 7 wird fiir die Enthalpiedifferenz ein Wert von -
341 meV ermittelt. Die Temperaturabhingigkeit der Rekombination wird von zwei
gegenldufigen Prozessen bestimmt: Einerseits nimmt die Ratenkonstante der
Rekombination mit steigender Temperatur zu, andererseits verschwindet der Zustand
P680°Qa,, von dem aus die Rekombination erfolgen kann, mit zunehmender
Temperatur schneller. Die hauptsdchliche Ursache hierfiir ist die erhohte
Elektronentransfer-Ratenkonstante vom Yz zum P680". (Die Reoxidation des Qa
durch Elektronentransfer zum Qg verlduft demgegeniiber vergleichsweise langsam.)
Der Anteil der Rekombination am Abbau des Zustandes P6807Q, ist gegeniiber den
obengenannten Prozessen vernachldssigbar. (Der Hauptreaktionsweg ist der
vorwirtsgerichtete  Elektronentransfer  unter ~ weiterer ~ Stabilisierung  der
Ladungstrennung.)

3. Mit steigender Temperatur kommt es zu einer schnelleren Relaxation des S,- und des
Ss-Zustandes, was zu einer Erhohung des miss-Parameters fiihrt. Der iiber den S-
Zyklus gemittelte Anteil der Photosysteme, die zwischen zwei Blitzen um einen
Schritt im S-Zyklus zuriickfillt, ergibt sich aus Gleichung 6.5. Die entsprechenden
Relaxationszeiten wurden aus [Messinger et al. 1993, Seeliger et al. 1997]
tibernommen.

Abbildung 6.3 zeigt den Anteil der einzelnen Beitridge und den daraus resultierenden Gesamt-
miss-Parameter, zusammen mit dem experimentell ermittelten Werten. Eine gute
Beschreibung der experimentellen Werte ergibt sich unter der Annahme einer
Rekombinations-Ratenkonstanten von 4,6 ms"l, in guter Ubereinstimmung mit den oben
aufgefiihrten Literaturwerten.
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Abbildung 6.3: Temperaturabhiingigkeit des Beitrags der geschlossenen Zentren, der
Rekombination und der S-Zustandsrelaxation zum resultierenden Gesamt-miss-Parameter.
Ebenfalls dargestellt sind die experimentellen Werte (Blitzabstand 700 ms, pH 6,4).

Man erkennt, dass die Hauptursache fiir misses die Rekombination des P680"Q4 -Zustandes
ist, wobei der Anteil rekombinierenden Zentren mit steigender Temperatur zunimmt. Fiir
20 °C ergibt sich eine Rekombinationswahrscheinlichkeit von etwa 8 %. Aufgrund der mit
fallender Temperatur abnehmenden Rate des Qs — Qg -Elektronentransfers nimmt der Anteil
der geschlossenen zu kleineren Temperaturen hin zu und erreicht einen maximalen Wert von
3 % bei 0 °C. Der Anteil der S-Zustandsrelaxation nimmt mit steigender Temperatur zu und
betrigt bei 30 °C etwa 2 %. Anzumerken ist, dass sowohl der Anteil der geschlossenen
Zentren wie auch die S-Zustandsrelaxation vom Blitzabstand abhédngen, wihrend der
iiberwiegende Teil der Rekombination im sub-ms-Zeitbereich stattfindet und damit
unabhingig vom Blitzabstand ist.
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pH-Abhiingigkeit

Die pH-Abhiéngigkeit des miss-Parameters wurde im Bereich von pH 4,5 bis 8,5 untersucht.
Abbildung 6.4 zeigt die normierten Oszillationen der 2 ms-Rekombinationsfluoreszenz fiir
ausgewihlte pH-Werte zusammen mit den Simulationen.
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Abbildung 6.4: Oszillationen des 2ms-Wertes der Rekombinationsfluoreszenz fiir
verschiedene pH-Werte. Die Fluoreszenzwerte wurden so normiert, dass die iiber einen S-
Zyklus gemittelte Fluoreszenzintensitit 0,25 betrdagt. Quadrate: Fluoreszenz, Linien:
Simulation. (Blitzabstand 700 ms, 20 °C)
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Unterhalb von pH 5,0 kommt es zu einer starken Dampfung der Oszillationen. Bei hohen pH-
Werten verschiebt sich das Maximum vom dritten auf den vierten Blitz. Als Ursache hierfiir
wird eine schnelle Reduktion des nach dem ersten Blitz erzeugten S,-Zustandes zum S; durch
einen Elektronentransfer vom Tyrosin-D zum Mangankomplex angenommen [Messinger und
Renger 1994]. Moglicherweise fiihrt eine Deprotonierung bei hohen pH-Werten am oder in
der Néhe des Tyrosin-D zu einer Verringerung des Tyrosin-D-Redoxpotentials, wodurch ein
»schneller Elektronentransfer zum Mangankomplex ermdglicht wird. Abbildung 6.5 zeigt
den durch Simulation ermittelten miss-Parameter in Abhingigkeit vom pH-Wert sowie die
ermittelte So-Dunkelpopulation. Der optimale pH-Wert liegt im Bereich von 6,0 bis 7,0 mit
einem miss-Parameter von etwa 9,5 %, in guter Ubereinstimmung mit der in [Messinger und
Renger 1994] ermittelten pH-Abhédngigkeit. Die Zunahme der aus der Simulation
resultierenden So-Dunkelpopulation (,,S¢*“) oberhalb von pH 6,5 ist hochstwahrscheinlich auf
den schnellen S;-Abbau zuriickzufiihren und spiegelt daher nicht die tatsdchliche S-
Zustandsverteilung im dunkeladaptierten Zustand wider.

70

Abbildung 6.5: pH-Wert-Abhidngigkeit des miss-Parameters und (scheinbare) So-
Dunkelpopulation (Blitzabstand 700 ms, 20 °C).

Analog zum vorhergehenden Abschnitt wurde versucht, das pH-Verhalten des miss-
Parameters auf die Beitrdge der geschlossenen Zentren (Q4°), der Rekombination und der S-
Zustandsrelaxation zuriickzufiihren. Es wurde angenommen, dass die Ratenkonstante der
Rekombination nicht vom pH abhingt [Conjeaud und Mathis 1980, Gerken et al. 1989]. Der
mit dem pH-Wert variierende Anteil rekombinierender Zentren beruht dann nur auf der pH-
abhiingigen (und zeitabhiingigen) Besetzungswahrscheinlichkeit des P6807Q, -Zustandes, von
dem aus die Rekombination erfolgt (siehe GIl. 6.7). Die pH-Abhéngigkeit der S-
Zustandszerfallszeiten wurden aus [Messinger und Renger 1994] entnommen. Abbildung 6.6
zeigt die FEinzelbeitrige und den resultierenden miss-Parameter zusammen mit den
experimentellen Werten. Der iiberwiegende Anteil der misses im gesamten pH-Bereich ist auf

79



6. Desynchronisation im S-Zyklus

die Rekombination des P680*Q, -Zustandes zuriickzufiihren. Die beste Ubereinstimmung mit
dem experimentell bestimmten miss-Parameter ergibt sich unter der Annahme einer
Rekombinations-Ratenkonstanten von 5,2 ms”. Der Anteil der Rekombination ist minimal
zwischen pH 6,5 und 7,3 und betrédgt dort etwa 7,5 %. Mit steigendem pH kommt es zu einer
schnelleren S-Zustandsrelaxation, was ab einem pH von etwa 7,7 zu 3 % misses fiihrt. Der
Beitrag der geschlossenen Zentren ist bei dem verwendeten Blitzabstand von 700 ms
vernachlidssigbar gering.
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Abbildung 6.6: pH-Abhingigkeit der Beitrdge der geschlossenen Zentren, der
Rekombination und der S-Zustandsrelaxation zum miss-Parameter. Ebenfalls dargestellt sind
die experimentellen Werte. (Blitzabstand 700 ms, 20 °C)

Q.1 -Reoxidation und Rate der Sauerstoffentwicklung

Unter kontinuierlicher Beleuchtung ist die Geschwindigkeit des Elektronentransfers vom Qa
zum Qg der die Rate der Sauerstoffentwicklung limitierende Faktor in intakten PSII. Erst nach
erfolgter Reoxidation von Q, ist eine erneute stabile Ladungstrennung moglich. In Abbildung
6.7 ist die mittlere Ratenkonstante fiir den Q4 — Qg-Elektronentransfer in Abhédngigkeit vom
pH-Wert sowie die pH-Abhingigkeit der Sauerstoffentwicklungsrate unter kontinuierlicher
Beleuchtung (iibernommen aus [Schiller und Dau 2000]) dargestellt. Zur Bestimmung der
mittleren Ratenkonstante des Qa — Qg-Elektronentransfers wurde aus den Verldufen der
prompten Fluoreszenz, die nach der Anregung mit einem sittigenden Laserpuls aufgezeichnet
wurden (siche z.B. Abb. 4.15), unter Beriicksichtigung der PSII-Konnektivitdt nach
Gleichung 6.2 die entsprechende Zeitabhingigkeit der Qa-Konzentration berechnet
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6. Desynchronisation im S-Zyklus

(Konnektivititsparameter 0,32). Die Zeitverldufe von [Q4’] wurden dann mit der Summe von
drei Exponentialfunktionen und einer Konstanten simuliert und die mittlere Zeitkonstante <7>
bzw. Ratenkonstante <k> fiir den Q4 — Qg-Elektronentransfer nach

1 e r o A, + A1, + A1,
<k> A + A4, + 4,

(6.8)

berechnet. Die 4; sind die Amplituden der Exponentialterme, die 7; die entsprechenden
Zeitkonstanten.

20 - 100 1 —e— Betain

—&— Saccharose
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)
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Abbildung 6.7: Vergleich zwischen der Ratenkonstante des Qa — Qg -Elektronentransfers
und der Rate der O,-Entwicklung unter kontinuierlicher Beleuchtung in Abhingigkeit vom
pH-Wert. Links: Mittlere Ratenkonstante fiir den Qa — Qg -Elektronentransfer, berechnet aus
der 3fach-exponentiellen Simulation des Zeitverlaufs der Q4 -Konzentration nach Anregung
mit einem séttigenden Laserpuls. (Zur Berechnung der Q4 -Konzentration aus den Verldufen
der prompten Fluoreszenz wurde der in Kapitel 7 bestimmte Konnektivitdts-Parameter von
0,32 verwendet.) Die mittlere Elektronentransfer-Zeit bei optimalem pH (6-7) betrdgt 40 ms.
Rechts: Rate der Sauerstoffentwicklung unter kontinuierlicher Beleuchtung mit séttigendem
Licht (aus [Schiller und Dau 2000]).

Im saueren pH-Bereich besteht eine gute Ubereinstimmung beider Verliufe. Dagegen ist im
basischen Bereich bei pH 8 die Sauerstoffrate auf unter 10 % abgefallen, wihrend die Qa -
Reoxidationsrate hier noch etwa 60 % des Maximalwertes betrdgt. Beriicksichtigt man den
miss-Parameter von 20 % bei pH8 (80 % ,nicht-misses*), wire eine Verringerung der
Sauerstoffentwicklung auf 0,8x0,6, also etwa 50 % zu erwarten. Erklidren lieBe sich dieses
unterschiedliche Verhalten bei hohen pH-Werten mit einer Schidigung der Photosysteme, die
erst unter Lichteinwirkung stattfindet. (Die Zahl der wihrend der Messung pro Photosystem
absorbierten Photonen ist bei der Sauerstoffbestimmung unter kontinuierlicher Beleuchtung
wesentlich grofler als beim Beblitzen mit ns-Laserpulsen.)
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6. Desynchronisation im S-Zyklus

S-Zustandsabhdngigkeit der Rekombination

Es ist zu erwarten, dass der Anteil der Photosysteme, in denen es zu einer Rekombination des
P6807Q4-Zustandes kommt, vom S-Zustand abhingt, da sich die Rate des Yz— P680"-
Elektronentransfers und der Anteil der ps-Phasen an der gesamten P680"-Reduktion fiir die
verschiedenen S-Zustinde unterscheidet. Der Prozentsatz der rekombinierenden Zentren
wurde in Abhédngigkeit von der Blitzzahl, und damit vom S-Zustand, nach Gl. 6.7 berechnet.
(Vorausgesetzt wurde, dass die Rate der Rekombination nicht vom S-Zustand abhingt.)
Abbildung 6.8 zeigt den Anteil der Rekombination in Abhédngigkeit von der Temperatur und
vom pH-Wert.
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Abbildung 6.8: Rekombinationswahrscheinlichkeit in Abhingigkeit vom S-Zustand. Links:
fir T =0, 15 und 30 °C bei pH 6,4; rechts: fiir pH 5,5, 6,4 und 7,7 bei T = 20 °C.

Es zeigt sich eine ausgeprigte S-Zustandsabhingigkeit, mit der hochsten
Rekombinationswahrscheinlichkeit beim S;—> So-Ubergang. In diesem Schritt erfolgt die
Reduktion von P680" durch Elektronentransfer vom Yz langsamer als in den anderen S-
Zustinden, mit einer entsprechend hoheren Wahrscheinlichkeit fiir die Ladungs-
Rekombination. Bei pH 7,7 ist das Maximum der Rekombination auf den vierten Blitz
verschoben, da hier die Photosysteme durch eine schnelle S-Zustandsrelaxation zwischen dem
ersten und zweiten Blitz einen Schritt im S-Zyklus zuriickgefallen sind (siehe Abb. 6.4). De
Wijn und van Gorkom [de Wijn und van Gorkom 2002b] leiten eine S-Zustandsabhingigkeit
des miss-Parameters aus einer Analyse der blitzzahlabhingigen maximalen prompten
Fluoreszenz ab (gemessen an Spinat-Thylakoiden), die weitgehend der hier ermittelten S-
Zustandsabhédngigkeit der Rekombination entspricht, mit einem Maximum des miss-
Parameters fiir den dritten Blitz (18 % misses). Der tiberwiegende Teil der miss-Ereignisse
wird von den Autoren dem Verlust der Ladungstrennung durch Rekombination
zugeschrieben.
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6. Desynchronisation im S-Zyklus

Blitzabstands-Abhéingigkeit

Abbildung 6.9 zeigt die blitzabhingige Oszillation der 2 ms-Rekombinationsfluoreszenz fiir
verschiedene Blitzabstédnde bei 20 °C und pH 6.,4.
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Abbildung 6.9: Oszillation des 2 ms-Wertes der Rekombinationsfluoreszenz fiir einen
Blitzabstand von 100 ms, 300 ms, 700 ms und 4 s (bei 20 °C und pH 6,4). Quadrate:
Fluoreszenz, Linien: Simulation.

Da unter identischen Messbedingungen innerhalb einer Messreihe keine signifikanten
Unterschiede in der Dunkelpopulation von Sy und S; zu erwarten sind, wurden alle
Oszillationsmuster mit derselben So-Dunkelpopulation simuliert. Verwendet wurde ein
sogenannter joint-fit-Ansatz: Die Oszillationen fiir die verschiedenen Blitzabstinde wurden
simultan, d. h. durch Minimierung einer gemeinsamen Fehlersumme simuliert, wobei die So-
Dunkelpopulation variabel, aber fiir alle Oszillationsmuster gleich war. Abbildung 6.10 zeigt
den so ermittelten miss-Parameter in Abhingigkeit vom Blitzabstand. Die Simulationen
ergeben einen minimalen Wert von 11 % fiir einen Blitzabstand zwischen 0,5 und 1 s. Dieser
Wert liegt um etwa 1,5 % iiber den bei den Temperatur- und pH-Messungen ermittelten miss-
Parametern. Mogliche Ursache hierfiir konnte unterschiedliches Probenmaterial (verschiedene

83



6. Desynchronisation im S-Zyklus

BBY-Priparationen, unterschiedliches Spinat-Ausgangsmaterial) oder Unterschiede in der
Qualitat des verwendeten Elektronenakzeptors (DCBQ) sein. Es ergibt sich eine Sy-
Dunkelpopulation von 11 %.

Die Zunahme des miss-Parameters mit kleiner werdendem Blitzabstand erklirt sich aus der
zeitabhingigen Konzentration von Qa’, der Anstieg mit zunehmendem Blitzabstand aus der
Relaxation der S-Zustinde zwischen den einzelnen Blitzen.
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Abbildung 6.10: Blitzabstands-Abhéngigkeit des miss-Parameters (bei 20 °C und pH 6,4).
Die So-Dunkelpopulation betrug 11 % fiir alle Blitzabsténde.

Abbildung 6.11 zeigt den Beitrag der geschlossenen Zentren und der S-Zustandsrelaxation
sowie den resultierenden theoretischen miss-Parameter unter Einbeziehung des bei der
Temperatur- und pH-Untersuchung ermittelten Rekombinationsanteils von ca. 8 % zusammen
mit den experimentellen Werten. Der minimale theoretische miss-Parameter betragt 9,7 % bei
einem Blitzabstand von 780 ms, in guter Ubereinstimmung mit dem experimentell
bestimmten Wert von 11 % fiir einen Blitzabstand zwischen 500 ms und 1 s.
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Abbildung 6.11: Blitzabstandsabhingigkeit der Beitridge der geschlossenen Zentren, der
Rekombination und der S-Zustandsrelaxation zum miss-Parameter. Ebenfalls dargestellt sind
die experimentell bestimmten Werte.

6.3 Blockierung der Akzeptorseite (non-Qg-Zentren)

In einem Teil der PSII-Zentren ist der Elektronentransfer vom Qa zum Qg blockiert [Melis
1985, Graan und Ort 1986] oder stark verlangsamt [Chylla und Whitmarsh 1989, Lazar 1999].
In diesen Zentren ist eine Population der Zustinde S; und Sy durch Beblitzen nicht moglich.
Die genauen Ursachen dieser Blockierung sind nicht bekannt. Moglicherweise besteht ein
Zusammenhang mit den in der lebenden Zelle stindig stattfindenden Auf- und
Abbauprozessen und einer Schidigung durch zu hohe Lichtintensitéiten (photodamage). Einen
groBen Einfluss auf die Funktion der Akzeptorseite hat auch die Art der Probenpriparation.
So beobachtet man in PSII-Membranpartikeln eine Verlangsamung des Qa— Qg-
Elektronentransfers im Vergleich mit den in Thylakioden oder Chloroplasten gemessenen
Elektronentransfer-Raten [Putrenko et al. 1999], was auf eine mogliche Modifizierung der
Akzeptorseite infolge der Triton-Behandlung hinweist. Im folgenden wird der Anteil der Qg-
inhibierten Zentren in Priparationen von PSII-Membranpartikeln sowie der Einfluss
kiinstlicher Elektronenakzeptoren auf die Inhibition untersucht.
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Messprinzip und experimentelle Durchfiihrung

Der Anteil der Qg-blockierten Zentren ldsst sich mit Hilfe des pump-probe-Verfahrens der
prompten Fluoreszenz bestimmen (sieche Kapitel 4). Im dunkeladaptierten Zustand liegt in
allen Zentren Q4 in oxidierter Form vor und die Fluoreszenz ist minimal (Fy). Direkt nach
Anregung der Photosysteme durch einen sittigenden Blitz ist in praktisch allen Zentren Qa
reduziert und die prompte Fluoreszenz maximal (Fy). Die Differenz zwischen dem direkt vor
dem nachfolgenden Blitz gemessenen Fluoreszenzpegel Fi, und Fy ist proportional zum
Anteil der Photosysteme in denen, innerhalb des Zeitintervalls zwischen den Blitzen, keine
Reoxidation des Qa  stattgefunden hat. Fiir den Anteil der blockierten Zentren [Qgp piock] gilt
dann ndherungsweise die folgende Beziehung:
Fy

F. -
[Dppoi 1= ———

F_F 6.9)

Untersucht wurde die Blockierung mit und ohne Zugabe kiinstlicher Elektronenakzeptoren
(DCBQ, PPBQ, sowie PPBQ + Kalium-Hexacyanoferrat(Ill). Die Zugabe der Akzeptoren
zum Messpuffer erfolgte in Form von Stammldsungen. Als Losungsmittel diente dabei ein
DMSO/Wasser-Gemisch, da sowohl DCBQ wie auch PPBQ in reinem Wasser schwer 16slich
sind. Beide Substanzen wurden zuerst in DMSO gel6st, und diese Losung anschlieBend mit
Wasser verdiinnt. Die Zugabe der Akzeptor-Stammlosungen zur PSII-Suspension erfolgte
eine Minute vor der Messung. Das Volumen der zugegebenen Stammldsung betrug maximal
10 % des Gesamt-Endvolumens in der Messkiivette, wobei die finale Konzentration von
DMSO im Messvolumen bei maximal 0.7 % (DCBQ) bzw. 2.5 % (PPBQ) lag. Alle
Messungen erfolgten bei 20 °C und einer Chlorophyll-Konzentration von 10 pg/ml.

Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 6.12 ist der Zeitverlauf der prompten Fluoreszenz fiir verschiedene DCBQ-
Konzentrationen dargestellt. Da DCBQ und PPBQ als Fluoreszenzloscher wirken, ist generell
eine Abnahme des Fluoreszenzsignals mit steigender Akzeptorkonzentration zu beobachten.
Die Zunahme der Fy- und Fp-Werte mit zunehmender Blitzzahl innerhalb einer Blitzserie fiir
Messungen bei geringer Akzeptor-Konzentration (€ 5 mM) ist auf eine sukzessive Reduktion
des Plastochinon-Pools  zuriickzufithren, da  nicht-reduziertes Plastochinon als
Fluoreszenzloscher wirkt (siehe Kapitel 4). Abbildung 6.13 zeigt die Abhidngigkeit der
Fluoreszenz-Intensitit von der Blitznummer fiir verschiedene Zeitintervalle zwischen
sattigendem Laserblitz und Abfragepuls.

Zu erkennen ist eine 4er-Oszillation der Periode fiir kurze Zeiten (100 us und 500 ps) mit
Minima nach dem zweiten und sechsten Blitz sowie eine 4er-Oszillation fiir lange Zeiten
(200 ms) mit Minima nach dem dritten und siebenten Blitz. Fiir Zeiten von 2 bis 8 ms
zwischen Laserblitz und Abfragepuls wird eine 2er-Oszillation mit Maxima bei ungerader
Blitzzahl beobachtet.

2er-Oszillationen reflektieren die Eigenschaft des Qg als 2-Elektronen-Akzeptor. Da der
Qa — Qg -Elektronentransfer schneller erfolgt, wenn Qp vor dem Blitz in oxidierter Form
vorliegt, was im dunkeladaptierten Zustand fiir die Mehrzahl der Photosysteme der Fall ist,
wiren allerdings Maxima fiir gerade Blitzzahlen zu erwarten (die Zeitkonstanten fiir den
Qa — Qg -Elektronentransfer betragen 200-350 us fiir Qg und 600-900 ps fiir Qg [Bowes und
Crofts 1980, Robinson und Crofts 1983]).
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Abbildung 6.12: Zeitverlauf der prompten Fluoreszenz fiir einer Serie von 5 sittigenden
Laserblitzen fiir verschiedene DCBQ-Konzentrationen (von oben nach unten: 0, 5, 10, 20, 40,
80, 140, 200, 300 uM). Blitzabstand 300 ms, Chlorophyll-Konzentration 10 ug/ml. Die
Zeitachse zwischen den sittigenden Laserblitzen ist logarithmisch geteilt. Die Zeiten der
einzelnen Datenpunkte zwischen den sittigenden Blitzen sind: 89,3 us, 133 us, 203 us, 312
us, 486 us, 759 us, 1,19 ms, 1,87 ms, 2,95 ms, 4,65 ms, 7,33 ms, 11,6 ms, 18,3 ms, 28,8 ms,
45,5 ms, 71,8 ms, 113 ms, 179 ms, 283 ms.
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Abbildung 6.13: prompte Fluoreszenz in Abhingigkeit von der Blitzzahl fiir verschiedene
Zeiten nach dem Blitz (DCBQ-Konzentration: 20 uM).
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Mogliche Ursache fiir das hier beobachtete entgegengesetzte Verhalten konnten
diffusionslimitierte Prozesse wahrend der Uberg’cinge Si — S; und S3 — Sy sein: Nach der
Dunkeladaptation liegt die Mehrzahl der Zentren im Zustand S;Qg vor, die Reaktionssequenz
fiir eine Folge sittigender Blitze ist dann S;Qp — S>Qp- — S3Qs — SpQp . Qg in oxidierter
Form ist im Gegensatz zum einfach reduzierten Qg nur locker an die Qg-Bindungsstelle
gebunden, d. h. im S; und Sj ist ein Teil der Qp-Bindungsstellen unbesetzt und der Qa — Qg -
Elektronentransfer kann erst nach Diffusion des Qg in die Bindungstasche erfolgen. Die
Austauschzeit von zweifach reduziertem Qg gegen oxidiertes Qg wird in [Crofts ef al. 1993]
und [Kanazawa et al. 1992] mit etwa 2 ms angegeben. Nach [Robinson und Crofts 1983]
betridgt der Anteil der PSII-Zentren mit nichtbesetzter Qg-Bindungsstelle in dunkeladaptierten
Chloroplasen 85 %. De Wijn et al. [de Wijn und van Gorkom 2001] schreiben eine 2-5 ms
Komponente des Qa — Qg -Elektronentransfers einer Diffusionslimitierung zu. Komponenten
in der Q4 -Oxidationskinetik mit bindrer Oszillation und Maxima bei ungeraden Blitzzahlen
mit Zeiten zwischen 10 und 17 ms werden in [Kurreck ef al. 1995] und [Putrenko ef al. 1999]
beschrieben.

Die Oszillationen zu kurzen Zeiten (100-500 ps) resultieren aus einer Uberlagerung der
akzeptorseitigen 2er-Oszillation mit einer donorseitigen 4er-Oszillation und sind schwierig zu
interpretieren: Die Uberginge zwischen den S-Zustinden liegen im selben Zeitbereich,
wodurch es zu einer S-zustandsabhingigen Fluoreszenzldschung durch P680" kommt. Zudem
ist in Zentren, die im Sp- und S;-Zustand vorliegen, die Fluoreszenz-Quantenausbeute
geringer als Zentren im S; und S; [Delosme 1971, Zankel 1973, Delosme und Joliot 2002].
(Wahrscheinlichste Ursache hierfiir ist der der primédren Ladungstrennung entgegenwirkende
elektrostatische Einfluss einer zusitzlichen positiven Ladung am Mangankomplex in den
Zustinden S, und S3.)

Die 4er-Oszillationen bei 200 ms mit Minima auf Blitz 3 und Blitz 7 (Abb. 6.13) lésst sich
ebenfalls mit der geringeren Fluoreszenz-Quantenausbeute im So- und S;-Zustand erkléren.
(Fluoreszenzloschung durch P680" ist hier auszuschlieBen. Eine Abschitzung mit Hilfe der
Rekombinationsfluoreszenz ergibt einen Anteil an P680" von maximal 0,02 % fiir eine Zeit
von 200 ms nach dem Blitz.)

Zur Ermittlung der Qg-Inhibition werden im folgenden nur die Mittelwerte von Fy, Fy und
Fmin verwendet. Die Mittelung erfolgte dabei iiber die ersten vier Blitze (mit Ausnahme der
Messungen bei einer Akzeptorkonzentration von 0 und 5 uM, hier wurde nur iiber die ersten
drei Blitze gemittelt, da sonst der Fluoreszenzanstieg aufgrund der zunehmenden Reduktion
des Plastochinon-Pools zu Verfilschungen fithren wiirde). Abbildung 6.14 zeigt den Anteil
blockierter Zentren in Abhingigkeit von der Konzentration der verschiedenen
Elektronenakzeptoren.

Die Zugabe der jeweiligen Elektronenakzeptoren bewirkt eine Reduzierung der Qg-
Blockierung um etwa 15 % (ab einer Akzeptorkonzentration von ca. 10 uM). Der generell
unterschiedliche Anteil blockierter Zentren, der sich zwischen den Messreihen ergibt (vor
allem im Fall der Messung mit Kalium-Hexacyanoferrat), ist vermutlich auf Unterschiede in
den PSII-Priparationen zuriickzufiihren (die Messungen wurden an verschiedenen Tagen mit
verschiedenem Probenmaterial durchgefiihrt). Uber einen eventuellen inhibitorischen Einfluss
von Kalium-Hexacyanoferrat ist nichts bekannt.

Da DCBQ und PPBQ als Fluoreszenzloscher wirken, kommt es bei hoheren
Akzeptorkonzentrationen zu einem Anstieg der Fluoreszenzverldufe. Durch die mit steigender
Akzeptorkonzentration zunehmende Deaktivierung der Anregungszusténde verringert sich die
Wahrscheinlichkeit des Anregungsenergietransfers von geschlossenen zu offenen Zentren.
Das fiihrt zu einer scheinbaren Erhohung des Anteils der geschlossenen Zentren.
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Abbildung 6.14: Anteil der Zentren mit blockiertem Qa— Qg-Elektronentransfer in
Abhingigkeit von der Konzentration von DCBQ, PPBQ, und PPBQ + ImM Kalium-
Hexacyanoferrat(III).

Dieser Anstieg ist demnach ein messprinzipbedingter Artefakt und spiegelt keine erhohte Qg-
Blockierung wider.

Ein moglicher Mechanismus fiir die Verringerung der Qg-Blockierung ist ein direkter
Elektronentransfer vom Qa zum artifiziellen Elektronenakzeptor. Denkbar ist auch eine
Wechselwirkung zwischen Akzeptor und dem Nicht-Ham-Eisen, die zu einer Beschleunigung
des Qa — Qg -Elektronentransfers fithren konnte [Petrouleas und Diner 1987, Bowes und
Crofts 1980]. Aufgrund der bisher nicht verstandenen Modifikationen an der Akzeptorseite,
die bei der Herstellung von PSII-Membranpartikeln (Behandlung mit Triton X-100) auftreten,
ist eine Erklidrung derzeit noch nicht méglich.

Als Ergebnis der Messungen ldsst sich festhalten, dass sich durch Zugabe von DCBQ oder
PPBQ in einer Konzentration von ca. 10-30 uM der Anteil der Qg-inhibierten PSII-Zentren
um etwa 15 % reduzieren ldsst.
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6.4 Lichtsittigung von Rontgenabsorptions-Proben

Zur Untersuchung des Lichtsittigungsverhaltens der in Beblitzungsexperimenten (S-
zustandsabhédngige Rontgenabsorptionsmessungen, optische Spektroskopie) verwendeten
Proben aus PSII-Membranpartikeln wurden Absorptionsmessungen an konzentrierten Proben
und Suspensionen geringer Chlorophyll-Konzentration durchgefiihrt. Mit Hilfe des durch
diese Messungen bestimmten Absorptionsquerschnitts (bzw. Extinktionskoeffizient) und dem
photochemischen Wirkungsquerschnitt, der durch das Sittigungsverhalten der prompten
Fluoreszenz sowie durch Messung der Fluoreszenzinduktion bestimmt wird, lassen sich
Aussagen iber das Sittigungsverhalten in Abhingigkeit von der Eindringtiefe des
Anregungsblitzes gewinnen und die Blitzintensitit angeben, oberhalb derer alle Photosysteme
in der Probe angeregt werden. Eine direkte Bestimmung des Extinktionskoeffizienten an den
in Rontgenabsorptions-Experimenten verwendeten hochkonzentrierten Proben ist aufgrund
der hohen optischen Dichte nicht moglich. Aus diesem Grund erfolgten die Messungen an
dhnlichen, aber optisch weniger dichten Proben, die durch Aufpinseln von PSII-
Membranfragmenten auf einen Glastridger und anschlieBende Trocknung hergestellt wurden.

Probenpriiparation und Messung

Die Herstellung der Suspensionen erfolgte wie in Kapitel 2 beschrieben. Zur Pridparation der
Schichten wurden die bei -80°C gelagerten PSII-Membranpartikel (Chlorophyll-
Konzentration 1-4 mg/ml) auf Eis aufgetaut, mit einem Pinsel homogenisiert und auf
Glasplittchen aufgepinselt, wobei versucht wurde, moglichst verschiedene Schichtdicken zu
erzielen. Anschlieend wurden die Schichten zur Verringerung des Wassergehaltes zwischen
4 und 24 Stunden getrocknet. Zur Bestimmung der Chlorophyll-Flichendichte wurde nach der
Messung der optischen Dichte von jeder Probe eine Fliche von 1 cm?® in einem Aceton-
Wasser-Gemisch (80 % Aceton, 20 % Wasser) aufgenommen und der Chlorophyllgehalt
bestimmt (siehe Kapitel 2).

Um den Einfluss der Lichtstreuung gering zu halten, wurde fiir die Messung an Suspensionen
eine Kiivette mit zwei sich gegeniiberliegenden rauhen Seitenflichen im Strahlengang
verwendet. Bei der Messung an den Schichten wurde ein Diffusor (Milchglas) zwischen
Probe und Detektor verwendet. Um moglichst viel von der Einfallsrichtung abgelenktes Licht
zu detektieren, wurden die Proben jeweils so nahe wie moglich vor dem Detektor platziert
(siehe Abbildung 6.15).

i Kiivette
Detektor - Lampe Detektor L
DT 1 i DS T I
Diffusor ) /// \\\
|| Objekttrager rauhe Seitenflichen

Abbildung 6.15: Messgeometrie fiir die Bestimmung der optischen Dichte an Schichten
(links) und Suspensionen (rechts) von PSII-Membranpartikeln.
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Im Falle der Schichten wurde die optische Dichte an verschiedenen Punkten der Oberfldche
gemessen und die erhaltenen Werte anschliefend gemittelt. Vor den Messungen erfolgte eine
Untergrundkorrektur ohne Probe mit Kiivette und Puffer bzw. Glasplittchen.

Bestimmung der Extinktionskoeffizienten — Streukorrektur

Es wurde versucht, den Anteil des Streuuntergrundes an der gemessenen Absorption iiber den
Verlauf der Absorptionskurve oberhalb von 780 nm abzuschitzen. Ab dieser Wellenlidnge
sollte keine Absorption durch PSII-Pigmente stattfinden. Infolge ihrer GroBe von einigen
100 nm liefert weder die Rayleigh-Streuung (fiir Teilchen wesentlich kleiner als die
Lichtwellenldnge) noch die Mie-Streuung (fiir Teilchen grofler als die Lichtwellenlidnge) eine
gute Beschreibung der Streuung. Die Rayleigh-Streuung wiirde zu einem starken Anstieg des
Absorptionssignals zu kleinen Wellenldngen hin fithren (die Rayleigh-Streuung ist
proportional zu &%), die Mie-Streuung zu einem wellenlingenunabhingigen Untergrund. Es
wurde versucht, den Kurvenverlauf im Wellenldngenbereich von 780 bis 900 nm durch die
Summe beider Streuprozesse zu beschreiben, was jedoch zu keinen sinnvollen Resultaten
fiihrte.

Da der Kurvenverlauf oberhalb von etwa 780 nm nahezu linear ist, wurde dieser Bereich mit
einer linearen Funktion simuliert und die so erhaltene Streugerade zu kurzen Wellenldngen
hin extrapoliert. Die tatsidchliche optische Dichte wurde dann aus der Differenz zwischen dem
gemessenen Signal und der extrapolierten Streugeraden bei der jeweiligen Wellenlinge
ermittelt. Abbildung 6.16 (links) zeigt exemplarisch die an einer Schicht bzw. Suspension
gemessenen Spektren zusammen mit der jeweiligen Streugeraden. Die Suspensionen weisen
einen groferen Streuuntergrund als die Schichten auf. Ursache hierfiir ist vermutlich die
unterschiedliche Geometrie des Strahlenganges (siehe Abb. 6.15).
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Abbildung 6.16: Absorptionsspektren der Schichten und Suspensionen von PSII-
Membranpartikeln. (Chlorophyll-Flichendichte bzw. -Konzentration: 22,2 pg/cm? bzw.
ug/ml) Links: gemessene optische Dichte und Streuuntergrund (ermittelt aus dem Anstieg der
optischen Dichte im Bereich von 900 bis 780 nm). Rechts: berechneter Extinktionskoeffizient
(nach Subtraktion des Streuuntergrundes). Ebenfalls dargestellt ist die Extinktion des Aceton-
Extraktes.
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Abbildung 6.16 (rechts) zeigt die Spektren der Suspension und der Schicht nach Subtraktion
des Streuuntergrundes und Umrechnung auf den Extinktionskoeffizienten (nach GIl. 6.10)
zusammen mit dem Spektrum des Aceton-Extraktes. Das Maximum der Qy-Bande (bei
~680 nm) der nativen Proben ist im Vergleich zum Aceton-Extrakt um etwa 25 % verringert,
das des Maximums im kurzwelligen Spektralbereich um 45 % (Soret-Bande bei ~440 nm).
Eine globale Verringerung der Bandenmaxima im PSII-Spektrum ist zu erwarten, da im
Photosystem Chlorophyll in verschiedenen spektralen Formen vorliegt (Ursache ist die
Verschiebung der Absorptionsbanden infolge von Wechselwirkungen mit der
Proteinumgebung), was im resultierenden Gesamtspektrum zu einer Bandenverbreiterung (ca.
30 %) mit einer entsprechenden Verringerung der Absorptionsmaxima fiihrt. Des weiteren ist
eine Verschiebung aller Banden zu lingeren Wellenldngen hin zu erkennen (fiir die Qy-Bande
um 14 nm, fiir die Soretbande um 2 nm).

Die nach dem oben beschriecben Verfahren ermittelten optischen Dichten sind in
Abbildung 6.17 fiir verschiedene Wellenldngen in Abhéngigkeit von der Konzentration bzw.
Flichendichte dargestellt. Den Extinktionskoeffizienten €(A) (Einheit mg'lcm'l) erhilt man
aus dem linearen Zusammenhang zwischen der optischen Dichte (OD) und der Chlorophyll-
Konzentration bzw. Chlorophyll-Flachendichte, d.h. aus dem Anstieg der jeweiligen
Ausgleichsgeraden:

Ji :]Oe—EdC 2106_8/)'4
1
OD =1g 7 =lge-&dc=1ge-gp, (6.10)

o oD  OD
lge-dc lge-p,

Hier ist I die Intensitit vor der Probe, I die Intensitit hinter der Probe, d die Schichtdicke in

cm, ¢ die Chlorophyll-Konzentration in mg/cm’ und pa die Chlorophyll-Fldachendichte in
2

mg/cm”.
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Abbildung 6.17: Optische Dichte der PSII-Membranfragmente in Abhéngigkeit von der
Konzentration bzw. Flachendichte fiir verschiedene Wellenldngen. Links: Schichten, Rechts:
Suspensionen.
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Ergebnisse und Diskussion

Die ermittelten Extinktionskoeffizienten sind in Tabelle 6.1 zusammengefasst. Es zeigen sich
keine signifikanten Unterschiede in den Absorptionseigenschaften zwischen Schichten und
Suspension. Korrigiert man fiir das Chlorophyll-a/b-Verhiltnis der PSII-Proben (gemessener
Wert 2,55, d.h. 72 % Chl-a und 28 % Chl-b) ergibt sich eine Extinktion der Qy-Bande von
82366 M 'em™. (Fiir die Qy-Bande des Aceton-Extraktes ergibt sich der Korrekturfaktor aus
dem Anteil von Chl-a zur gesamten Chlorophyllmenge, da in organischen Losungsmitteln
Chlorophyll-b bei der Maximumwellenlinge der Qy-Bande des Chlorophyll-a kaum
absorbiert.) Es zeigt sich eine gute Ubereinstimmung mit den in der Literatur angegebenen
Werten (70000-90000 M'cm™ in Diethylether und Methanol [Lichtenthaler 1987, Eijckelhoff
und Dekker 1995, Porra et al. 1989]). Fiir ein Aceton-Wasser-Gemisch wird in [Porra 2002]
ein Wert von 77355 M'cm™ angegeben.

dekadischer Extinktionskoeffizient [M'lcm'l]
Wellenldnge Schichten Suspensionen | Wellenlidnge | Aceton-Extrakt
436 nm 52841 61048 434 nm 109680
469 nm 41232 45823 459 nm 81472
532 nm 5916 6147 532 nm 4618
557 nm 4907 4805 522 nm 4161
652 nm 22500 20927 - -
678 nm 38142 46199 664 nm 59139

Tabelle 6.1: Extinktionskoeffizient der PSII-Membranfragmente bei verschiedenen
Wellenldangen, ermittelt an Schichten und Suspensionen, sowie die Extinktion des Aceton-
Extraktes.

Aus den Messungen an Schichten und an Suspension ergibt sich fiir eine Wellenldnge von
532 nm ein mittlerer Extinktionskoeffizient von 5993 400 M 'cm™! bzw. 6,659 10,5 cm?/mg.
Den entsprechenden Absorptionsquerschnitt Gaps €ines Photosystems mit 200 Chlorophyllen
erhilt man mit der Avogadrokonstante Ny liber die Beziehung
o _ L 200 gL (6.11)
Abs lge NA .

Fiir den Absorptionsquerschnitt eines Photosystems ergibt sich dann ein Wert von
Oabs = (4,61 0,35)x10™"° m”.

Photochemischer Wirkungsquerschnitt

Um zu Aussagen iiber die Sattigung der photochemischen Ladungstrennung in Abhéngigkeit
von der FEindringtiefe zu gelangen, muss auBer dem Absorptionsquerschnitt Gaps der
Wirkungsquerschnitt fiir die photochemische Ladungstrennung Owix bekannt sein. Die
Bestimmung von oOwix erfolgt im Kapitel 7 durch die Analyse der DCMU-
Fluoreszenzinduktion. Es wird dort ein Wert von 2,23><10'19 m? ermittelt.
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Eine zweite Methode zur Bestimmung von Owix beruht auf der Zunahme der
Quantenausbeute der prompten Fluoreszenz infolge des durch Blitzanregung gebildeten Qa
(siehe Kapitel 7 Abschnitt 2). Die Messung der blitzinduzierten Zunahme der prompten
Fluoreszenz, F-Fy, in Abhéngigkeit von der Blitzintensitit ist in Kapitel 4 beschrieben. Aus
den gemessenen F-Fy-Werten ldsst sich unter Beriicksichtigung der PSII-Konnektivitit der
Anteil an gebildetem Qa berechnen. Owix erhdlt man dann aus der Simulation der
Intensitidtsabhingigkeit von [Qa ] mit der folgenden Funktion:

[0;]1= A1 —e ") 6.12)

Hier ist I die Blitzintensitit in Photonen pro m”. Abbildung 6.18 zeigt [Q4] in Abhiingigkeit
von der Blitzintensitit zusammen mit der Simulationskurve. Zur Berechnung von [Q4’] wurde
der in Kapitel 7 ermittelte Konnektivitdtsparameter von 0,32 verwendet. Es ergibt sich ein
Wirkungsquerschnitt von 2,25x10"° m?, in sehr guter Ubereinstimung mit dem Wert, der in

dem Fluoreszenzinduktion-Experiment ermittelt wurde.
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Abbildung 6.18: Sittigungsverhalten der blitzinduzierten Qs -Bildung bei einer
Anregungswellenldnge von 532 nm (Quadrate) und einfach-exponentielle Simulation mit
[Qa] = A(1-exp(-Owil). Der ermittelte Wirkungsquerschnitt G betragt 2,25><10'19 m”. Die
Qa-Konzentration wurde nach [Qa] = (F-Fo)/{(Fm-Fo)+p(F-Fm)} (Gl. 6.2) aus der in
Abschnitt 4.4 bestimmten Blitzintensitidts-Abhingigkeit der prompten Fluoreszenz ermitteltet.
Der zur Berechnung von [Qa] verwendete Konnektivitdtsparameter p betrug 0,32 (siehe
Abschnitt 7.2).

Das Verhiltnis von photochemischem Wirkungsquerschnitt zu Absorptionsquerschnitt
entspricht dem Anteil an absorbierten Photonen, die nicht zur photochemischen
Ladungstrennung beitragen (bei nichtsittigender Anregung, so dass maximal ein Photon pro
PSII und Blitz absorbiert wird). Aus den hier ermittelten Werten von Gwiy und Gaps folgt, dass
nur etwa die Hélfte der absorbierten Photonen photochemisch umgesetzt werden. Tabelle 6.2
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zeigt eine Zusammenstellung der entsprechenden Werte. Diese geringe Effizienz lésst
dadurch erkldren, dass bei einer Anregungswellenldange von 532 nm ein groBer Teil der
Lichtenergie durch Karotinoide absorbiert wird. Der zur photochemischen Nutzung dieser
Karotinoidanregung notwendige Energietransfer von Karotinoid- zu Chlorophyllmolekiilen ist
anscheinend weniger effizient als der Energietransfer zwischen Chlorophyllen [Govindjee
1999], was den hier ermittelten Unterschied zwischen Absorptions- und Wirkungsquerschnitt
erkldren wiirde.

Absorptions- Absorptions- Qa -Sattigung Fluoreszenz-
messung an messung an prompte Induktions-
Schichten Suspension Fluoreszenz messung
Gabs 4,52x10"°m* | 4,70x10"’m’
Gwirk 2,25x10m* | 2,23x10"°m’
OWirk/C Abs 0,488 0,485

Tabelle 6.2: Absorptionsquerschnitt Gaps und Wirkungsquerschnitt Gwi sowie der Anteil der
nicht zur Photochemie beitragenden Absorption Gwik/C abs.

Lichtsiittigungsverhalten von konzentrierten XAS-Proben

Den Anteil der Zentren, in denen in denen keine blitzinduzierte Ladungstrennung ausgelost
wird, [PSIIp], ergibt sich nach der Poisson-Statistik aus der Blitzintensitit 1 (Zahl der
Photonen pro m? und Laserpuls) und dem Wirkungsquerschnitt fiir die Ladungstrennung Gwirk
(in m2) Zu
—Owiy. N
[PSI]]=e ~""* (6.13)
Bei beidseitiger Belichtung der Probe erhdlt man [PSI] in Abhingigkeit von der
Eindringtiefe nach:

-1
Gy “(Z")(lo‘&f[cm] 10-€(d—)[Chl] j

[PSII,](x) = e (6.14)

Dabei ist E die Energie des Laserpulses in J, x die optische Eindringtiefe im cm, A die
beblitzte Fliche in cmz, d die Probendicke in cm, [Chl] die Chlorophyll-Konzentration in
mol/l (bzw. mg/cm3 ) und € der Extinktionskoeffizient in M'em™! (bzw. mg'lcm'l).

Abbildung 6.19 (links) veranschaulicht den Prozentsatz der nicht getroffenen Photosysteme in
Abhingigkeit von der Eindringtiefe bei beidseitiger Belichtung der Probe fiir verschiedene
Chlorophyll-Flichendichten. Als Laserpuls-Energie wurden 20 mJ/cm? je Probenseite
angenommen. In Abbildung 6.19 (rechts) ist der Prozentsatz der insgesamt nicht getroffenen
Zentren, der sich durch Integration von [PSIIo] iiber die Schichtdicke ergibt, in Abhingigkeit
von der Chlorophyll-Flachendichte fiir drei verschiedene Laserpuls-Intensititen dargestellt.
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Abbildung 6.19: Sittigungsverhalten der XAS-Proben. Links: Anteil nicht getroffener PSII-
Zentren in Abhiéngigkeit von der Eindringtiefe beim beidseitigen Laserbeblitzen fiir
verschiedene Chlorophyll-Flichendichten bei einer Blitzintensitit von 20 ml/cm’ je
Probenseite. Rechts: Gesamtanteil nicht getroffener Zentren in Abhédngigkeit von der
Chlorophyll-Flichendichte fiir verschiedene Blitzintensitéten.

Lichtsdittigung in Abhdingigkeit von der Anregungswellenlinge

Die Analyse der Sittigung in Abhédngigkeit von der Anregungswellenlidnge zeigt, dass es
vorteilhaft ist, in der Absorptionsliicke des Chlorophylls anzuregen. In Abbildung 6.20 ist die
berechnete Abhingigkeit der Siéttigung von der Wellenldnge fiir eine Chlorophyll-
Flachendichte von 500 pg/cm2 und eine Blitzintensitit von 20 mJ/cm® je Probenseite
dargestellt. Angenommen wurde vereinfachend, dass das fiir 532 nm gefundene Verhiltnis
von Absorptions- zu Wirkungsquerschnitt von etwa 0,5 fiir alle Wellenldngen gilt. Man
erkennt, dass sich bei einer Anregung im Bereich geringer Absorption zwischen etwa 520 und
600 nm am leichtesten Sittigung erreichen ldsst. Hier ist zwar die Absorption der
Photosysteme gering, dafiir ist die Eindringtiefe des Lichtes in diesem Bereich am groften,
weswegen auch in der Probenmitte noch Sittigungsintensitit erreicht wird.

Die bei XAS-Experimenten verwendeten Proben haben eine Chlorophyll-Flichendichte von
maximal 500 pg/cm2. Bei einer Pulsintensitit von nur 10 mJ/cm? ergibt sich ein
Sittigungsgrad von iiber 98 %, ab 20 mJ/cm” Pulsintensitit ist vollstindige Sittigung der
gesamten Probe gewihrleistet. In Abbildung 6.21 ist das Sattigungsverhalten fiir die in dieser
Arbeit in optischen Experimenten verwendeten Suspensionen (einseitige Belichtung) sowie
fir die in XAS-Experimenten untersuchten hochkonzentrierten Proben (beidseitige
Belichtung) dargestellt.
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Abbildung 6.20: Anteil der getroffenen Photosysteme in der Probenmitte bei beidseitigem
Laser-Beblitzen in Abhiéngigkeit von der Anregungswellenlinge (schwarze Linie, rechte
GroBenachse). Zur Veranschaulichung ist gleichzeitig das Extinktionsspektrum der PSII-
Membranpartikel dargestellt (graue Linie, linke Groenachse). Angenommen wurde: Gaps(532
nm) :24.61><10'19m2, Owirk = 0,56 aps, 20 mJ/cm® pro Seite, Chlorophyll-Flichendichte: 500
pg/em®.

= 100 100

=] :

£ 10 4 10 4

3 3 :

o 14 14

o 3 :

T 017 0.1 ]

c 3 3

2 0.01 E 0.01 3

0.001 . . . 0.001 - . .

0O 05 1 15 2 0 10 20 30
Pulse Intensity [mJ/cm?] Pulse Intensity [mJ/cm?]

Abbildung 6.21: Zahl der nicht getroffenen Photosysteme in Abhingigkeit von der
Pulsintensitdt (A = 532 nm). Links: Suspension mit einer Chlorophyll-Konzentration von
10 pg/ml bei einseitiger Belichtung und einer Schichtdicke von 1 cm. Rechts: Schicht mit
einer Chlorophyll-Flichendichte von 500 pg/cm? bei beidseitiger Belichtung.
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