V. Zeitaufgel Oste Fluor eszenz- und Absor ptionsmessungen an
PS Il Kernkomplexen

V.1 Mel3bedingungen der zeitaufgel 6sten Fluor eszenzmessungen

Alle zeitaufgel 6sten Fluoreszenzuntersuchungen wurden mit der Technik der zeitkorrelierten
Einzelphotonenzahlung durchgefiihrt. Die Laseranregungsfrequenz betrug 800 kHz. Die An-
regungsintensitét wurde so gewahlt, dal3 unabhangig von der Anregungswellenlange immer
die gleiche Anzahl von PS Il Kernkomplexen pro Puls angeregt wird. Fir die Anregung bel
670 nm waren es sowohl fur offene as auch fir geschlossene RZ ~3 nJ/(cm2* Puls). Dies ent-

spricht einer Anregung alle 10 ms pro PS 1.

Die Fluoreszenzwellenlénge wurde mit eéinem Doppel monochromator mit einer Auflésung
von 4 nm fir geschlossene Reaktionszentren und 8 nm fir offene RZ selektiert. Der Grund fir
die geringe spektrale Auflosung fir Messungen von Kernkomplexen mit offenen RZ ist die
geringe Fluoreszenzquantenausbeute und die Beschrankung in der Anregungsenergie. Da die
Probe relativ schnell desaktiviert, kann dies auch nicht mit langeren Akkumulationszeiten
kompensiert werden. FUr Fluoreszenzzerfallskurven und Apparatefunktionen (Instrument Re-
sponse Function, IRF) wurden jeweils 30000 Ereignisse im Maximumkanal akkumuliert. Da
das Aufnehmen von Fluoreszenzzerfallskurven je nach Detektionswellenlange bis zu einer
Stunde dauert, wurden hintereinander zwei Messungen mit jeweils nur 15000 Ereignissen im
Maximum durchgefihrt. Vor und nach jeder Messung wurde eine IRF aufgenommen. So er-
halt man fir jede Wellenldnge zwei Zerfallskurven, die addiert werden, und drel IRF, deren
Mittelwert gebildet wird. Dadurch konnten Probendegradationen besser beobachtet und La-
ser- sowie Elektronikinstabilitéten besser korrigiert werden. Die typische Halbwertsbreite der
IRF betrug 40 ps. Das Zeitintervall pro Detektionskana wurde auf 5 ps festgesetzt.

Fur die zeitaufgel 6sten Fluoreszenzmessungen wurden die Proben auf 5 uM Chlorophyll
mit im Abschnitt 1V.1 beschriebenen Puffern flr Synechococcus €l.- und Spinat Kernkom-
plexe verdunnt. Ein Probenansatz von 20 ml pro Messung wurde verwendet. Messungen an
PS II Kernkomplexen aus Synechococcus €. wurden bei Raumtemperatur (~293 K) und aus
Spinat bel 4 °C (277 K) durchgefiihrt.

V.2 Charakterisierung von PS |1 Kernkomplexen mit offenen RZ mittels
zeitaufgel6ster Fluor eszenz

Um an PS Il Kernkomplexen mit offenen Reaktionszentren zu messen, wurden die Probe mit
einer Peristaltikpumpe mit einer Durchfluf3geschwindigkeit von 30 mI/min durch eine Kivette
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mit 4 mm? Grundfléche (v=12 cm/s) unter der Zugabe von 1 mM KzFe(CN)g (Kaiumferri-
cyanid, FeCy) als Elektronenakzeptor gepumpt.

Es wurde in Anwesenheit von FeCy das Fra/Fo Verhdtnis bei unterschiedlichen Anre-
gungsintensitdten gemessen. Fo, d.h. offene RZ, sollten durch schnelles Pumpen und Frax (ge-
schlossene RZ) durch eine stationére Probe erreicht werden. Wird die Anregungsintensitét fr
Messungen von offenen RZ zu hoch gewahlt, ist die Probenaustauschgeschwindigkeit nicht
mehr grof3 genug und es liegt ein Gemisch an offenen und geschlossenen Zentren vor, so dai3
das Fma/Fo Verhdltnis sinkt. Uber diese Methode wurde die maximale Anregungsintensitét
bestimmt, bei denen die RZ sich im offenen Zustand befinden.
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AbbildungV-1 Fuoreszenzzerfall von PS |1 Kernkomplexen aus Synechococcus €l. mit offenen RZ
a) Zerfallskurve 670 nm Anregung, 702 nm Detektion (—) und zeitliche Systemantwortfunk-
tion ();
b) gewichtete Residuen fir einen Fit mit einer Summe von 5 Exponentialfunktionen, globales
€2=0.99;
¢) gewichtete Residuen fur einen Fit mit einer Summe von 4 Exponentia funktionen, globales
¢2=1.18 mit folgenden Ergebnissen: 9 ps, 53 ps (74 %), 340 ps (15 %), 1.9 ns (11 %)

Mit dem Verhdtnis der stationdren Fluoreszenzintensitdt verfligt man somit tber einen guten
Monitor des Redoxzustandes der Probe. Uber diese Methode wurde die Anzahl der Kernkom-
plexe mit offenen RZ mit 97 % bei der verwendeten Anregungsintensitét abgeschétzt. Desak-
tivierte Proben zeichnen sich u. a. durch das nicht wieder Offnen der Zentren oder durch Ab-

|6sung von Antennenfragmenten aus, das sich in einer Erhdhung der Fluoreszenzquantenaus-
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beute der offenen Zentren auswirkt und demzufolge sich das Fna/Fo Verhdtnis verringert.
Diese Probendegradationen wurden nach jeder Messung eines Fluoreszenzzerfalls durch Mes-
sung der Fmax/Fo Verhéltnisses bei 683 nm kontrolliert.

V.2.1 PS 11 Kernkomplexe mit offenen RZ aus Synechococcus €l.

Fluoreszenzzerfélle fur PS 11 Kernkomplexe mit offenen RZ aus Synechococcus €. wurden
bei jewells drel bis vier Detektionswellenldngen pro Anregungswellenldnge aufgenommen.
Zur Anregung wurden 3 Wellenlangen ausgewahlt: 670 nm, 690 nm und 700 nm. FUr eine
gute Beschreibung der Daten durch eine Summe von Exponentialfunktionen in einem 4.5 ns
Fenster werden 5 Komponenten gebraucht'®. Tabelle V-1 zeigt die Ergebnisse der globalen
L ebensdaueranalyse der Datensétze fr die jeweilige Anregungswel lenlange.
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Abbildung V-2 DAS von PS Il Kernkomplexen aus Synechococcus el. mit offenen Reaktionszentren, angeregt
bei 670 nm, 690 nm und 700 nm (von links nach rechts)

195 Siehe Abbildung V-1 fiir einen typischen Zerfall und die Anpassung mit 4 bzw. 5 Komponenten.



CHARAKTERISIERUNG VON PS || KERNKOMPLEXEN MIT OFFENEN RZ 87

Der spektrale Verlauf der Amplituden (DAS) ist in Abbildung V-2 dargestellt. Die gefunde-
nen Lebensdauern sind 10 ps, 44 ps (75 %), 230 ps (15 %), 1.2 ns (6.7 %) und 3.0 ns (3.3 %).
Die Lebensdauern und deren Amplituden — auf3er die der 10 ps Komponente — sind offen-
sichtlich unabhangig von der Anregungswellenlange, wie die DAS und Tabelle V-1 zeigen.
Dies legt eine doppelt globale Lebensdaueranayse fur ale Anregungs- und Detektionswel-
lenlangen nahe.

Die 10 ps Komponente ist die einzige Komponente mit einer negativen Amplitude. Wah-
rend die Amplituden aller anderen zeitlichen Komponenten in einem festen Verhdtnis zuein-
ander unabhangig von Anregungs- und Detektionswellenlange stehen, ist hier eine Abhangig-

keit der Amplituden vorhanden.

SAit; gibt die mittlere Lebensdauer der Fluoreszenz an und ist proportional zur Fluores-
zenzquantenausbeute. Die mittlere Lebensdauer betragt 250 ps und sollte mit der mittleren
Fluoreszenzlebensdauer fir geschlossene RZ im gleichen Verhdtnis wie die stationdren Fluo-
reszenzintensitéten von offenen und geschlossenen RZ stehen. Sie stellt damit eine Kontrol |-

grofe der Datenqualitét dar.

670 nm 690 nm 700 nm alle Anregungen
ty 10 ps 11 ps 10 ps 10 ps
(8—14ps) (9-15ps9) (8—13ps) (9-12ps)
t 45 ps 42 ps 44 ps 44 ps
(42 -50 ps) (36-47 ps) (40— 48 ps) (40— 49 ps)
Az 74% (£ 3 %) 75% (£2.5%) 76 % (+ 2.8 %) 75% (x2.9%)
ts 250 ps 220 ps 220 ps 230 ps
(220 - 280 ps) (170 — 240 ps) (180 — 250 ps) (190 — 250 ps)
As 15% (+ 1.6 %) 16 % (x 1.4 %) 15% (+2.0%) 15% (£1.9%)
ty 1.3ns 11lns 12ns 12ns
(0.91-1.72ns) (0.67 — 1.41 ns) (0.80-1.62ng) (711 -1620 ps)
Aq 7.8% (x1.3%) 6.2% (£ 0.5%) 6.3% (+1.1%) 6.7% (x1.3%)
ts 30ns 30ns 29ns 3.0ns
(2.3-38n9g) (26-3.7n9) (2.6 -3.5%) (24-38n9)
As 3.2% (£0.5%) 3.1% (£0.5%) 32% (£ 0.5%) 33% (x0.4%)
SAit; 260 ps 230 ps 230 ps 250 ps
Global redu-
Ziertesc? 0.99 1.09 1.13 111

Tabelle V-1 Lebensdauer und relative Amplituden (10 ps Komponente nicht mit einbezogen) der globalen Ana-
lyse der PS |1 Fluoreszenzkinetik von Kernkomplexen aus Synechococcus el. mit offenen RZ fir
670 nm, 690 nm und 700 nm Anregungswellenlénge.
Die letzte Spalte zeigt die Ergebnisse einer doppelt globalen Analyse tber alle Anregungs- und Emissi-
onswellenlangen.
Die in Klammern angegebenen Fehler der Zeiten sind Uber eine exhaustive search Analyse ermittelt

worden.

Der Fehler in der Amplitude stellt die Standardabweichung der Amplituden der einzelnen Zerfélle dar.
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V.2.2 PS 11 Kernkomplexe mit offenen RZ aus Spinat

Zeitaufgel 6ste Fluoreszenzmessungen wurden an PS I Kernkomplexen aus Spinat mit offe-
nen RZ wie bei Synechococcus €. mit verschiedenen Anregungswellenldngen durchgefihrt,
um eventuelle Anregungswellenlangenabhéngigkeiten detektieren zu kdnnen. Bei der Anre-
gung in der Qy-Bande der Chlorophylle bei 670 nm und 700 nm wurden an jeweils 5 Detekti-
onswellenldngen die Fluoreszenzkinetiken aufgenommen. Abbildung V-3 zeigt einen typi-
schen Zerfall und die Residuen von globalen Fits mit 4 bzw. 5 Komponenten, wobei deutlich
die Notwendigkeit von mindestens 5 Zerfallszeiten im gemessenen 4.2 ns Fenster erkennbar
ist.
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Abbildung V-3 Fluoreszenzzerfall von PS || Kernkomplexen aus Spinat mit offenen RZ
a) Zerfallskurve 670 nm Anregung, 683 nm Detektion (—) und zeitliche Systemantwortfunktion

);

b) gewichtete Residuen fir einen Fit mit einer Summe von 5 Exponentialfunktionen, globales
c2=1.08;

¢) gewichtete Residuen fur einen Fit mit einer Summe von 4 Exponentia funktionen, globales
€2=1.38 mit folgendem Ergebnis: 2 ps, 56 ps (81 %), 330 ps (12 %) und 2.8 ns (7%).

Die DAS der Komponenten sind in Abbildung V-4 dargestellt. Aul3er der schnellen 6 —9 ps
Komponente ist keine Amplitudenabhangigkeit von der Anregungswellenlange erkennbar.

Alle Zeiten stimmen innerhalb ihres Fehlerbereiches tberein.’® Dies legt eine doppelt globale

106 gjghe Tabelle V-2.
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Analyse Uber samtliche Anregungs- und Detektionswellenldngen nahe. Sie hat folgende Er-
gebnisse: 9 ps, 46 ps (77 %), 190 ps (15 %), 760 ps (4 %) und 3.4 ns (4 %). Dabel ist die Am-
plitude der 9 ps Komponente wegen ihrer starken Wellenl&ngenabhangigkeit nicht in die Be-

rechnung der relativen Amplituden einbezogen worden.
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Abbildung V-4 DAS der Globalanalyse der Fluoreszenzzerfallskurven von PS |1 Kernkomplexen aus Spinat mit
offenen RZ, angeregt bei 670 nm (links) und 700 nm (rechts)
links: Die Amplituden fur 770 ps und 3.4 ns sind um den Faktor 5 vergréfRert und die fur 9 ps
um den Faktor 2 verkleinert dargestellt;
rechts: Die Amplituden fir 710 ps und 3.4 ns sind um den Faktor 5 vergrof3ert dargestellt. Der
Datenpunkt bei 676 nm bei 670 nm Anregung wurde mit einer Auflésung von 4 nm
aufgenommen.

Fur die 3.4 ns Komponente 183 sich eine leichte Blauverschiebung des Spektrums im Ver-
gleich zu den Amplituden der anderen Zerfallszeiten'” erkennen. Auf Grund von nur 5 ge-
messenen Detektionswellenldngen ist dies zwar nicht sehr signifikant, kann aber durch die
Fluoreszenzanteile entkoppelter Antennenfragmente wie LHC |1 erklért werden, die ein blau-
verschobenes Fluoreszenzspektrum aufweisen'®. Auch die Lebensdauer von 3.4 ns ist ver-
gleichbar mit den veroffentlichten 3.3 ns fur LHC |1l Komplexe [Ide et.al. (1987)]. Das Vor-

197 AuRer der schnellen 6-9 ps Komponente.
108 7. B. Nakayama und Mimuro (1994).
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handensein dieser entkoppelten Antennenfragmente ist auch ersichtlich aus den stationéaren

Fluoreszenzspektren von Spinat-K ernkomplexen mit offenen und geschlossenen RZ'®.

670 nm Anregung 700 nm Anregung beide Anregungen
ty 9ps (6-18 ps) 6 ps (2-24 ps) 9ps(3-20ps)
ts 45ps  (40-52 ps) 46 ps (31-59 ps) 46 ps (40 - 52 ps)
A, 77% (+1.6%) 76% (+1.3 %) 77% (+1.5%)
ts 185ps (130-230 ps) 180 ps (120-220ps) 185 ps (140 - 230 ps)
As 15% (+0.8%) 15% (£0.7%) 15% (£0.8%)
ts 770 ps (510 ps-1.4 ns) 710 ps (500 ps-1.2 ns) 760 ps (520 ps- 1.4 ns)
A 4% (= 0.3 %) 45% (x05%) 4% (= 0.5 %)
ts 34ns (3.1-4.5ns) 34ns (3.0-4.0ns) 34ns(3.1-43ng)
As 4% (x 0.5%) 45% (£ 0.4%) 4% (= 0.4 %)
SAt; 230 ps 250 ps 230 ps
global reduzier-
tesc® 1.04 1.02 1.03

Tabelle V-2 Lebensdauer und relative Amplituden (6 — 9 ps Komponente nicht mit einbezogen) der globalen

Analyse der PS Il Fluoreszenzkinetik von Spinat Kernkomplexen mit offenen RZ fur 670 nm und
700 nm Anregungswellenlénge.

Die letzte Spalte zeigt die Ergebnisse einer doppelt globalen Analyse Uber ale Anregungs- und Emis-
sionswellenlngen.

Die in Klammern angegebenen Fehler der Zeiten sind Uiber eine exhaustive search Analyse ermittelt
worden.

Der Fehler in der Amplitude stellt die Standardabweichung der Amplituden der einzelnen Zerfélle dar.

SAit; betragt fur offene RZ der Spinatprgparationen 230 ps und ist damit vergleichbar mit der

mittleren Lebensdauer der Synechococcus €l. Préaparationen™™.

V.2.3Vergleich der Fluoreszenzzerfélle von offenen PSI1 Kernkomplexen

Die Fluoreszenzzerfdle der offenen PSIlI Kernkomplexe aus Spinat und Synechococcus €.
zeigen starke Ahnlichkeiten. Bei beiden Préparationen zeigt sich eine deutliche schnelle
Komponente mit 6-9 ps bzw. 10 ps mit fast durchweg negativer Zerfallsamplitude. Diese
Amplitude hat als einzige eine starke Abhangigkeit von der Anregungswellenlange | & und
der Detektionswellenlange | ¢« und wird, wenn nicht immer positiv, so doch kleiner in der
N&he der Anregungswellenlange. Dies deutet auf einen Energietransfer der Anregung zwi-
schen den spektral unterschiedlichen Pigmenten der Antenne und des Reaktionszentrums hin.
Um genauere Informationen tiber die Aquilibrierung zu erhalten, ist eine bedeutend bessere
Zeitaufl6sung notwendig. Eine Beschreibung dieses Vorgangs mit einer einzigen Zeitkompo-
nente ist nur eine sehr grobe Naherung, aber fir die hier erhaltene zeitliche Auflésung eine
addguate Beschreibung. Weiterhin mufd gesagt werden, dal3 bis heute noch keine Fluores-

109 5iehe Abschnitt 1V.2.
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zenzdaten von PS 1l Kernkomplexen im Gegensatz zu Messungen an PS 11 Membranfrag-
menten und Thylakoidmembranen mit einer Zeit von 10-20 ps™* verdffentlicht wurden, die
diese Komponente aufldsen. Eigentlich ist fur solche Energietransferkomponenten eine posi-
tive Amplitude in der Nahe der Anregungswellenlange und eine negative bei der Detektion
bei Wellenlangen mit grofRerem spektralen Abstand zur Anregungswellenlénge | c zu er-
warten, da ein Transfer der Anregungsenergie ausgehend vom angeregten Pigment zu den
anderen Pigmenten erfolgt. Dal3 dies bei den hier gezeigten Messungen nicht immer der Fall
ist, liegt zum einen an der geringen spektralen Auflosung (8 nm) und der daraus folgenden
Uberlagerung der Fluoreszenz verschiedener Wellenlangen und zum anderen am Min-
destabstand von 10 nm zwischen Anregungs- und Detektionswellenldnge, der bei dieser
spektralen Auflosung eingehalten werden muf3, um keine Beitrége vom Streulicht zu erhalten.
Bel | =670 nm bei den Spinatpraparationen wurde eine Messung mit einer spektralen Auf-
|6sung von 4 nm bei 676 nm durchgeftihrt. Dort ist die schnelle 9 ps Komponente in der Tat
positiv.

Die Spektren der drei mittleren Komponenten sind sowohl untereinander als auch dem sta-
tiondren Emissionsspektrum ahnlich. Die Schlul3folgerung daraus ist, dal3 die Fluoreszenz nur
noch aus einer gleichbleibenden Anregungsverteilung der Antenne stattfindet. Die beobach-
tete Energietransferkomponente spiegelt somit die Energiedquilibrierung in der Antenne wie-
der. Die dominierende Komponente des Fluoreszenzzerfalls von ca. 45 ps hat bei beiden Pro-
benpréparationen eine sehr grof3e Amplitude von 74 — 77 %. Die néchstlangere Komponente
von 230 ps (Synechococcus €l.) bzw. 185 ps (Spinat) mit jeweils 15 % ist auch noch ver-
gleichbar. Stérker unterscheiden sich die beiden Préparationen in den beiden langen Zeitkom-
ponenten, die allerdings mit einer Gesamtamplitude von £ 10 % einen relativ geringen Beitrag
haben. Ihre Ursache kdnnten Probenverunreinigungen wie ungekoppelte Antennenfragmente
oder Kernkomplexe ohne Qa sein. Ein Hinweis bel Spinat-Kernkomplexen darauf ist die
leichte Blauverschiebung der langlebigen 3.4 ns Komponente™?. Allgemein 183t sich fir die
Ergebnisse an Kernkomplexen mit offenen RZ sagen, daf? auRer in der Aquilibrierungskom-
ponente keine Anregungswellenlangenabhéngigkeit detektierbar ist. Daraus a3t sich schlul3-
folgern, dal3 die primdre Ladungstrennung in PSIl Kernkomplexen fir offene RZ nicht
transfer-limitiert ist, das heif3t, dal3 die Energiedquilibrierung schnell gegentiber alen nach-
folgenden Zerfallskomponenten — die im Kapitel VI den Ladungstransferreaktionen zugeord-

net werden —ist.

110 Giehe Tabelle V-2.
117 B. Roelofs et al. (1992), Dau et al.(1996), McCauley et al. (1989).
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Ein Vergleich dieser Daten mit bisher verdffentlichten ausfuhrlichen zeitaufgel 6sten Fluores-
zenzmessungen an PSII Kernkomplexen von Hodges und Moya (1988) (Spinat,
C. reinhardtii, Erbsen), Van Mieghem et al. (1992) (Spinat) und Schatz et al. (1987) (Sy-
nechococcus €l.) zeigt zuerst, daid keiner von ihnen auflésungsbedingt eine schnelle Aquili-
brierungskomponente detektierte. Schatz z. B. berichtete nur von 3 Komponenten mit 80 ps
(72 %), 520 ps (20 %) und 1.8 ns (8 %). Die Unterschiede sind im Wesentlichen durch eine
bessere Zeitauflosung und ein besseres Signal/Rausch Verhdtnis in den hier prasentierten
Ergebnissen zu erkléren. Weiterhin benutzten Schatz et al. Praparationen mit grof3eren Anten-
nen**, was auch zu langeren Zerfallszeiten fuhrt. Die publizierten DAS stimmen im Wesentli-

chen mit den hier gezeigten Ergebnissen Uberein.

Die Daten von Hodges und Moya wurden mit einem 4-Komponenten Fit ausgewertet, des-
sen Zeiten fur ale drei Préparationen sehr ghnlich den hier prasentierten sind, aul3er der nicht
aufgel 6sten Aquilibrierungskomponente. Gleiches |43t sich auch fiir die Messungen von Van
Mieghem et al. sagen. Damit stehen diese Messungen nicht im Widerspruch zu bisher publi-
zierten, stellen vielmehr eine Erwelterung dieser Ergebnisse wegen der besseren Zeitauflo-

sung und der Verwendung von mehr als nur einer Anregungswellenlange dar.

V.3 Charakterisierung von PSI1 Kernkomplexen mit geschlossenen RZ mittels zeitauf-
geloster Fluoreszenz

Geschlossene Kernkomplexe wurden mittels Zugabe von 10 uM DCMU™ zur Verhinderung
der Reoxidation von Qa" und unter quasi statischen Mef3bedingungen — d. h. Pumpgeschwin-
digkeit <1 ml/min — erzielt. Die Proben wurden somit durch das Mefdlicht geschlossen. Durch
den sehr langsamen Austausch wurde gleichzeitig die Doppelreduktion von Qa verhindert.
Versuche, die Reduktion der Probe mit schnellem Pumpen und schwachem aktinischen Licht
vor dem Eintreten der Probe in die Fluoreszenzklvette zu erreichen, fihrten zu identischen
Ergebnissen. Allerdings verringerte sich die Probenstabilitét drastisch. Traten bel der Me-
thode der quasistatischen Messungen erst nach 90 min merkliche Anderungen in der Fluores-
zenzintensitét und in der Kinetik auf, so war dies be Anwendung aktinischen Lichts schon
nach ca. 30 min der Fall. Stabilitétsuntersuchungen wurden sowohl fir die Préparationen von
Synechococcus €. as auch fir Spinat durch das wiederholte Aufnehmen von Fluoreszenzzer-
fallen bei einer Wellenlange durchgefuhrt. Wahrend der Aufnahme der Fluoreszenzzerfdlle

bei verschiedenen Wellenlangen wurde die Anderung der Halbwertsbreite des Zerfalls und
zwischen den Messungen die stationdre Fluoreszenzintensitét bei 683 nm als Monitor fir Pro-

112 Siehe oben.
113 60-80 Chlorophylle im Gegensatz zu 50-55 Chlorophyllen in den hier verwendeten Proben.
114 3.(3,4-dichlorphenyl)methylurea.
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bendegradation benutzt. Bei Veranderung einer der beiden Parameter um mehr als 10 % ist

en neuer Probenansatz verwendet worden.

Unter der Annahme, dal3 bei stationédrer Probe bel Anwesenheit von DCMU alle RZ ge-
schlossen sind und unter Kenntnis der Fluoreszenzintensitéten von offenen und geschlossenen
Kernkomplexen, liefd sich der Anteil an PS 11 Kernkomplexen mit geschlossenem RZ fir die
Messung mit > 96 % abschétzen.

V.3.1 PSII Kernkomplexe mit geschlossenen RZ aus Synechococcus €.
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10000

1000

—— Fluoreszenzzerfall
IRF
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1+ T T T T T T T T T T —— T T T
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. —— 77—
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Abbildung V-5 Typischer Fluoreszenzzerfall von PS Il Kernkomplexen aus Synechococcus el. mit geschlosse-

nen RZ

a) Zerfallskurve 670 nm Anregung, 695 nm Detektion (—) und zeitliche Systemantwortfunktion
)

b) gewichtete Residuen fir einen Fit mit einer Summe von 5 Exponentialfunktionen, globales
c2=1.04;

¢) gewichtete Residuen fur einen Fit mit einer Summe von 4 Exponentia funktionen, globales
€2=1.22 mit folgendem Ergebnis: 4 ps, 89 ps (40 %), 540 ps (25 %) und 2.2 ns (35 %)

Die Fluoreszenzzerfélle von PS 1l Kernkomplexen aus Synechococcus €. mit geschlossenen
RZ wurden &quivalent zu den Kinetiken an offenen RZ bei verschiedenen Anregungs-
wellenlangen in der Q,-Bande von Chl a (670 nm und 700 nm) bei jeweils 5 Detektions-
wellenlangen aufgenommen. Wie Abbildung V-5 zeigt, ist in einem 3.7 ns Fenster eine Sum-
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me von 5 Exponentialfunktionen notwendig, um die Kinetik in einem globalen Fit zu be-
schreiben. Die Ergebnisse sind in Tabelle V-3 und der spektrale Verlauf der Amplituden in
Abbildung V-6 dargestellt. Alle Zerfallszeiten sind innerhalb ihres Fehlerbereiches unabhan-
gig von der Anregungswellenlange. Das gleiche gilt fur die Amplituden, mit Ausnahme die
der 6 ps Komponente. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde eine doppelt globale Analyse
Uber alle Anregungs- und Detektionswellenlangen durchgefiihrt. Folgende Ergebnisse konn-
ten ermittelt werden: 6 ps, 45 ps (30 %), 190 ps (21 %), 760 ps (22 %) und 2.5 ns (27 %).

670 nm Anregung 700 nm Anregung
0.4 ‘ \ ‘ \ ‘ \ ‘ \ ‘ \ ‘ \ 0.4
—m—6ps —m—5ps
--®-45ps - | @
ps e ®--- 46 ps °
| 190 ps 1 180 ps :
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2.5ns L4 2.5ns EE SN
0.2 - - R + oo oL 402
v ¥ [ Ji @
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g N4 i y
o X =
1S v 1
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“C_E v
U]
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Abbildung V-6 DAS von PS 11 Kernkomplexen aus Synechococcus el. mit geschlossenen RZ, an-
geregt bei 670 nm (links) und bei 700 nm (rechts).
Das DAS der 5 bzw. 6 ps Komponente wurde um den Faktor 5 verkleinert.

Die 6 ps Komponente ist die einzige Komponente mit einer negativen Amplitude. Wéhrend
die Amplituden aller anderen zeitlichen Komponenten in einem relativ festen Verhdtnis zu-
einander unabhangig von Anregungs- und Detektionswellenldnge stehen, ist hier eine Abhan-
gigkeit vorhanden™®, wie die DAS zeigen.

Zur Verdeutlichung der in Tabelle V-3 angegebenen Fehlergrenzen fir die Zerfallszeiten
sind die Schnitte in der c2-Oberflache fir die jeweiligen Zeiten fir die Globalanalyse der Zer-
fallskurven bei 670 nm Anregung in Abbildung V-7 dargestellt. Sie wurden mit Hilfe einer
exhaustive search Analyse ermittelt, indem die jewelligen Parameter schrittweise von dem

Wert entfernt wurden, bei dem das c? as Parameter fUr die Gite des Fits das globale Mini-

115 Siehe Abbildung V-6.
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mum hat, und die anderen Parameter dies kompensieren lief3. Die durchgezogene Linie stellt
den Vertrauensbereich dar, innerhalb der die Werte mit 67 % Wahrscheinlichkeit liegen, siehe
Kap. 111.4.4. Deutlich zu sehen ist die Asymmetrie in den angegebenen Fehlergrenzen der
Zerfallszeiten. Weiterhin ist erkennbar, dal3 bel Veranderung eines Parameters auf Grund der
Kompensation durch die anderen Zeiten und Amplituden die Fehlerbereiche recht grof sind.
Fur die Fehlergrenzen der 5 ps (> 2 ps) und der 46 ps Komponente (< 67 ps) bei 700 nm An-
regung konnte nur eine untere bzw. eine obere Grenze angegeben werden, da bel der ex-
haustive search Analyse beim Ubergang der einen Zeit in die andere die Grenzen fiir den

V ertrauensbereich von 67 % (c2 = 1.09) nicht tberschritten werden.

670 nm Anregung 700 nm Anregung beide Anregungen
ty 6 ps(2-11ps) 5ps  (>2ps9) 6ps(2—12ps)
ty 45ps (30—-64ps) 46ps (<67ps) 45 ps (29 — 67 ps)
A, RN2% (£3.2%) 28% (x2.1%) 0% (x24%)
ts 190 ps (150 — 265 ps) 180 ps (110- 270 ps) 190 ps (150 — 270 ps)
As 21% (+1.2%) 21% (+0.7%) 21% (+1.0%)
ts 810ps (0.66—1.03ns)21 | 720ps (0.57—-1.21ns) 23 760 ps (0.62 — 1.19 ng)
Ay % (£1.2%) % (£1%) 2% (x1.3%)
ts 25ns (1.8-3.8ng) 24ns (1.7-39ny 2.5ns(1.8—-3.9n9)
As 25% (£21%) 28% (x2%) 271% (x2.3%)
SAit; 860 ps 900 ps 890 ps
global c? 1.044 1.07 1.06

Tabelle V-3 Lebensdauer und relative Amplituden (5 — 6 ps Komponente nicht mit einbezogen) der globalen
Analyse der PS Il Fluoreszenzkinetik von Kernkomplexen aus Synechenococcus el. mit geschlos-
senen RZ fur 670 nm und 700 nm Anregungswellenldnge. Die letzte Spalte zeigt die Ergebnisse
einer doppelt globalen Analyse Uber ale Anregungs- und Emissionswellenléngen.

Diein Klammern angegebenen Fehler der Zeiten sind Uber eine exhaustive search Analyse ermit-
telt worden. Der Fehler in der Amplitude stellt die Standardabweichung der Amplituden der ein-
zelnen Zerfélle dar.

Die mittlere Fluoreszenzlebensdauer SA;t; von 890 ps fir geschlossene RZ ergibt mit den
250 ps fiir offene RZ ein Fnex / Fo Verhdtnis von 3.6. Dies steht in guter Ubereinstimmung

mit dem aus der stationdren Fluoreszenzintensitét gewonnenen Verhdtnis von 3.5-4.5.
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Abbildung V-7 Schnitt durch die c2-Oberfléche berechnet bel der exhaustive search Analyse, der Fehleranalyse
des 5-Komponenten Fits des Fluoreszenzzerfalls von PS 11 Kernkomplexen aus Synechococcus
el. mit geschlossenen RC (I = 670 nm), Ergebnisse siehe Tabelle V-3; (—) — ¢2=1.058 it die
Grenze des Vertrauensbereiches von 67 % fir ¢2,,;,=1.044.

V.3.2 PSI1 Kernkomplexe mit geschlossenen RZ aus Spinat

PS Il Fluoreszenzzerfdlle fur PS 11 Kernkomplexe mit geschlossenen RZ aus Spinat wurden
aquivaent zu den Messungen an Synechococcus €. bei finf bzw. 6 Detektionswellenl&ngen
pro Anregungswellenlange aufgenommen. Es wurden zwei Mef3reithen mit Anregung bei
670 nm und 700 nm durchgeftihrt, um mogliche Anregungswellenabhangigkeiten in der Fluo-
reszenzkinetik detektieren zu konnen. FUr eine gute Beschreibung der Daten mit einer Summe
von Exponentialfunktionen in einem 4 ns Fenster werden wie fur offene RZ 5 Komponenten
gebraucht, siehe Abbildung V-8 fir einen typischen Zerfall mit Anpassung mit 4 bzw. 5
Komponenten. Tabelle V-4 zeigt die Ergebnisse der globaen Lebensdaueranalyse der Daten-
sétze fur die jeweilige Anregungswellenléange. Der spektrale Verlauf der Amplituden ist in
Abbildung V-9 dargestellt. Die gerundeten Lebensdauern sind 8 ps, 39 ps (28 %), 230 ps
(18 %), 1.7 ns (40 %) und 4.7 ns (14 %) fur die Anregung bel 670 nm. Die Lebensdauern sind
wie bei Synechococcus €. unabhangig von der Anregungswellenlange, was eine doppelt glo-
bale Lebensdaueranalyse fur alle Anregungs- und Detektionswellenldngen rechtfertigt. Im
Gegensatz dazu bestehen grof3ere Unterschiede in den Amplituden der einzelnen Zerfalls-
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komponenten bel der Anregung bei 670 nm und 700 nm, was weder bei offenen RZ von Sy-
nechococcus € .- und Spinatpraparationen noch bel geschlossenen RZ von Synechococcus €.
auftritt. Soist fir 700 nm Anregung die Amplitude der 230 ps Komponente grof3er als die der
42 ps Zerfallszeit, im Gegensatz zur Anregung bei 670 nm. Weiterhin éndert sich die Form
der 42 ps Amplitude und dnelt nicht mehr dem spektralen Verlauf der 230 ps und 1.7 ns
Komponente. Fir diesen Effekt ist bisher keine Erkléarung gefunden worden. Um in Konsi-
stenz mit den anderen Zerfallskinetiken zu bleiben, werden in der Auswertung nur die Am-
plituden bei 670 nm Anregung berticksichtigt. Wiederum ist die 8 ps Zerfallszeit die einzige

Komponente mit einer negativen Amplitude und starker Anregungswellenléangenabhangigkeit.

670 nm Anregung 700 nm Anregung beide Anregungen

ty 8 ps (5-20 ps) 8ps (>3 p9) 8 ps (4-20 ps)

to 39ps (24-55 ps) A2ps (<49ps) 41 ps (22-54 ps)
A, 28% (x4.4%) 19% (£3.1%)

ts 230 ps (200-260 ps) 230 ps (200-270 ps) 230 ps (200-260 ps)
Az 18% (£1.3%) 2% (x1.2%)

t, 17ns (1.3-2.1ns) 17ns (1.4-2.1n9) 1.7 ns(1.4-2.0 ng)
Ay 0% (x3.8%) 41% (x3.1%)

ts 4.7ns (3.7-5.2n9) 44ns (3.8-5.1n9) 4.5ns(3.8-5.1 ns)
As 14% (+1.3%) 18% (+1.1%)

SAit; 1.34ns 154 ns
global redu-
Ziertes ¢ 1.09 1.04 1.07

Tabelle V-4 Lebensdauer und relative Amplituden (8 ps Komponente nicht mit einbezogen) der globalen

Analyse der PS Il Fluoreszenzkinetik von Kernkomplexen aus Spinat mit geschlossenen RZ bel

670 nm und 700 nm Anregungswellenlange.

Die letzte Spalte zeigt die Ergebnisse einer doppelt globalen Analyse tber alle Anregungs- und
Emissionswellenléngen.

Die in Klammern angegebenen Fehler der Zeiten sind Uber eine exhaustive search Analyse
ermittelt worden.

Der Fehler in der Amplitude stellt den Vertrauensbereich von 67 % der Amplituden der einzelnen
Zerfdle dar.

Die DAS der drei mittleren Zeiten sind sich und dem stationaren Emissionsspektrum bei einer
Anregung von 670 nm ahnlich, wahrend das DAS der langen 4.5 ns Komponente wie bei of-
fenen Zentren eine leichte Blauverschiebung zu den anderen Spektren aufweist. Letzteres gilt
auch fur 700 nm Anregung. Eine Erkl&rung fur diesen Effekt ist hier wie fir offene Zentren
ein Beitrag von ungekoppelten LHC II Antennenkomplexen. Ihr Beitrag in offenen Zentren
betrug 4 % der Fluoreszenzamplitude mit einer Zerfallszeit von 3.4 ns. Da diese Zeit der lan-
gen Zerfallszeit von 4.5 ns ahnlich und die Amplitude relativ klein ist, kann sie in eéinem solch
kurzen Fitfenster nicht explizit aufgel 6st werden, sondern vermischt sich mit der langen Zer-

fallskomponente.
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Abbildung V-8 Fluoreszenzzerfall von PS 11 Kernkomplexen aus Spinat mit geschlossenem RC
a) Zerfalskurve 670 nm Anregung, 685 nm Detektion (—) und zeitliche System
antwortfunktion ();
b) gewichtete Residuen fir einen Fit mit einer Summe von 5 Exponential funktionen, globales
c2=1.11;
¢) gewichtete Residuen fir einen Fit mit einer Summe von 4 Exponentialfunktionen, globales
€2=1.35 mit 3 ps, 145 ps (34 %), 1.3 ns (33 %) und 3.4 ns (33 %) bei 670 nm Anregung.

Die mittlere Fluoreszenzlebensdauer von 1.3 bzw. 1.5 ns fir geschlossene RZ ergibt im Ver-
gleich zu 230 ps fur offene RZ ein Verhdltnis der Fluoreszenzquantenausbeute von 5.8 bzw.
6.7, was sehr gut mit dem Faktor 6-7 aus stationdren Fluoreszenzmessungen Ubereinstimmt.*®

Wie fur die Fehleranalyse der Zerfallszeiten bei geschlossenen PS |1 Kernkomplexen aus
Synechococcus €. sind in Abb. V-10 Schnitte der c2 Oberflache entlang der einzelnen Zer-
fallskomponenten gezeigt, wie sie bel der exhaustive search Analyse berechnet werden. Auch

hier sind die Fehlerbereiche deutlich asymmetrisch um das reduzierte c2-Minimum verteilt.

118 gjehe Abschnitt 1V-2.2.
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Abbildung V-9 Zerfall sassoziiertes Spektrum (DAS) der Fluoreszenzzerfélle von PS |1 Kernkomplexen aus
Spinat mit geschlossenen RZ bei 670 nm Anregung (links) und 700 nm Anregung (rechts). Die
8 ps Komponente fiir beide Anregungswellenléngen wurde um den Faktor zwei verkleinert darge-
stellt.

V.3.3Vergleich der Fluoreszenzzerfalle von geschlossenen PS 11 Kernkomplexen unter -
schiedlicher Spezies

Ahnlich wie fir offene Reaktionszentren sind die Zerfallszeiten offensichtlich unabhéngig
von der Anregungswellenlange. Die Formen der DAS — mit Ausnahme der schnellen 6-8 ps
Komponente und der langen Zerfallskomponente in Spinatpraparationen — sind unabhangig
von der Anregungswellenlange und &hneln dem stationdren Fluoreszenzspektrum. Fiur die
Messungen an Synechococcus €. gilt auch die Unabhangigkeit der relativen Zerfalls
amplituden von der Anregungswellenlénge. Die Ursache fir die gemessenen Unterschiede in
der Amplitude der Zerfallskomponenten bei den Spinatpréparationen fir 670 nm und 700 nm
konnte nicht geklart werden. Da auch Probleme mit der spektralen Form der 42 ps Kompo-
nente bei 700 nm Anregung aufgetreten sind, werden fur die Auswertung der Spinatdaten nur
die der 670 nm Anregung verwendet. Im Gegensatz zu den Ergebnissen an Kernkomplexen
mit offenen RZ haben ale bendtigten 5 Zerfallskomponenten eine nicht vernachléssigbare
Amplitude. Demzufolge sind vier Zerfallskomponenten nach der Aquilibrierung bei der Aus-

wertung zu berilicksichtigen.
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Abbildung V-10 Schnitt durch die c2-Oberflache
berechnet bei der exhaustive search Fehleranalyse des 5-K omponenten Fits des Fluoreszenz-
zerfallsvon PS 11 Kernkomplexen mit geschlossenen RZ (I . = 670 nm); Ergebnisse siehe Ta-
belle V-4; (—) — c2=1.107 ist die Grenze des V ertrauensbereiches von 67 % fir ¢2,;,=1.09.

Die 6-8 ps Komponente in beiden Préparationen zeigt wiederum eine fast Uberall negative
Amplitude, was auf einen schnellen Energietransfer zwischen den urspringlich angeregten
und spektral unterschiedlichen Pigmenten hinweist. Diese Energietransferkomponente konnte
auch bei offenen RZ detektiert werden. Sie ist Uber den Anstieg der Akzeptorfluoreszenz und
den Abfall der Fluoreszenz des Donators zur gleichen Zeit identifizierbar. Alle DAS lang-
samerer Komponenten haben eine spektral gleiche Form unabhéngig von der Anregungs-
wellenldnge und dem Redoxzustand der Probe. Daraus |&%t sich schlief3en, dal? die Fluores-
zenz aus einer Antenne ausgeht, deren Anregungsenergieverteilung tber die Pigmente aquili-
briert ist. Somit stellt die detektierte Energietransferkomponente eine der langsamsten Anre-
gungsenergie-Aquilibrierungskomponenten dar.

Da die Gleichgewichtseinstellung viel schneller als alle Zerfalsprozesse ablauft, ist die
Ladungstrennungskinetik nicht transfer-limitiert*’. Eine weitere mdégliche Limitierung stellt
die transfer-to-the-trap Limitierung dar, die besagt, dal3 Anregung innerhalb der Antenne
schnell aquilibriert, aber der limitierende Schritt nicht die Ladungstrennung des priméren Do-
nators sondern der Energietransfer zum priméren Donator darstellt. Allerdings ist dieses Mo-
dell nicht vereinbar mit dem starken Anstieg der Fluoreszenz bei Schlief3en der RZ. Durch die

U7 gjehe Abschnitt 1.1.3.
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Limitierung des Energietransfers zum und vom priméren Donator wére die Populationsdyna-
mik der Antennenchlorophylle durch den Redoxzustand des RZ und der daraus folgenden
Ladungstransferdynamik kaum beeinflut. Daher mu3 P680 an dem schnellen Aquilibrie-
rungsprozefd der Antenne betelligt und kann der Energietransfer zum und vom priméaren Do-
nator nicht limitierend sein. Somit kann fir PS |1 Kernkomplexe eine trap Limitierung ange-

nommen werden.

Vergleiche mit Fluoreszenzmel3daten von anderen Arbeitsgruppen zeigen wieder, dald die
schnelle Aquilibrierungskomponente bisher noch nicht erwahnt wurde. Weiterhin ist in den
meisten Publikationen die schnellste berichtete Zerfallszeit bedeutend langer as die hier ge-
messene 39 ps (28 %) bzw. 45 ps (30 %) Komponente. Sie reichen von 100 ps[Van Mieghem
et al. (1992) und Hillmann et al. (1995b)] bis 220 ps[Schatz et al. (1987)] und 300 ps[Liu et
al. (1993)]. Nur Hodges und Moya (1988) berichten eine ahnlich schnelle Komponente fir C.
reinhardtii (38 ps, 52 %) und fur Erbsen (30 ps, 61 %), die mit so grofRer Amplitude typisch
fur die Kinetik von PS Il Kernkomplexen mit doppelreduziertem Qa sind [Van Mieghem et
al. (1992)]. Eine weitere Erklérung wére die Mischung der hier gemessenen 39 bzw. 45 ps

K omponente mit der Aquilibrierungskomponente, die nicht aufgel 6st wurde.

Da die schnelle 39 bzw. 45 ps Komponente in dieser Art bei geschlossenen RZ erstmalig
detektiert wurde, muf3 eine ausfuhrliche Untersuchung der Zuordnung dieser Komponente
stattfinden. Wegen des gleichen spektralen Verlaufs dieser Komponente und der anderen Zer-
fallskomponenten wird darauf geschlossen, dal3 diese Fluoreszenzkomponente dem PS1I zu-
zuordnen und nicht auf Verunreinigungen zurtickzufiihren ist. Folgende PS I Modifikationen
konnen zu dem beobachteten schnellen Zerfall fuhren:

PS Il Kernkomplexe mit offenen RZ

PS 1l Kernkomplexe mit doppelt reduziertem und nachfolgend protoniertem Qa

PS 1l Kernkomplexe ohne funktionsféahiges Qa.
Wirde man diese Komponente offenen PS Il Reaktionszentren zuschreiben, kdme man auf
eine Konzentration von tber 1/3 der Kernkomplexe im offenen Zustand. Wie in Abschnitt
V.3 beschrieben, wird der geschlossene Zustand der Reaktionszentren durch ein quas stati-
sches Mefdregime unter der Zugabe von 10 uM DCMU erreicht und die Anzahl an offenen
Zentren mit £ 4 % durch den Vergleich mit der stationdren Fluoreszenzintensitét einer stehen-
den Probe — d. h. bel ausgeschalteter Pumpe — abgeschétzt. Daher knnen offene RZ als Ursa-
che fur die schnelle Komponente ausgeschl ossen werden.

In der Literatur ist der Effekt der Doppelreduktion von Qp diskutiert, was speziell fur PS I
Kernkomplexe aus hoheren Pflanzen erreicht wurde [Van Mieghem et al. (1992), Vass et al.
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(1993)]. In der Gegenwart von Dithionit bildete sich der doppelreduzierte Zustand im dunklen
mit einer Effizienz von 30 %. Eine verstérkte lichtinduzierte Doppelreduktion von Qa ist
maoglich [Van Mieghem et al. (1989)]. Die Doppelreduktion von Qa in Synechococcus €.
Kernkomplexen ist schwieriger zu erreichen als bel vergleichbaren Spinatpraparationen [Van
Mieghem et al. (1995)].

Vermutlich folgt der Doppelreduktion von Qa eine Protonierung, die zu dem ungeladenen
Zustand QaH> fuhrt. Dieser Zustand ist allerdings nicht in der Lage, Elektronen von Pheo
aufzunehmen. Die Fluoreszenzkinetik von PS 1l Kernkomplexen mit QaH> zeigt sowohl eine
schnelle Zerfallskomponente von 75 ps ( ~50 %) [Van Mieghem et al. (1992)] bzw. 80 ps
(67 %) [Hillmann (1997)], die der Bildung von P'Pheo” zugeschrieben wird, als auch eine
langsame 7-10 ns Komponente (2-7 %), die die Rekombination des priméren Radikalpaaresin
den Zustand (AP)” widerspiegeln soll. In der Literatur gibt es Angaben tiber die Fluoreszenz-
quantenausbeute dieses Zustandes, die 50 bis 70 % der Quantenausbeute in PS 11 Praparatio-
nen mit geschlossenen RZ betragen [Van Mieghem et al. (1992), Vass et al. (1993)]. Es ist
bekannt, dal3 auch geschlossenes PS |1 langere ns Fluoreszenzkomponenten aufweist [Hill-
mann et al. (1995b)], die aber bedeutend geringere Amplituden a's die der ns Komponenten
von doppelt reduziertem PS I haben.

Um zu testen, ob Doppelreduktion eine Erklarung fir die 41 ps bzw. 45 ps in geschlos-
senem PSII sein konnte, d. h. ob in den hier présentierten Messungen Doppelreduktionen
aufgetreten sind, wurden die Daten komprimiert und damit das Fitfenster von 4 ns auf 15 ns
erweitert®, welches die Identifizierung einer moglichen 7-10 ns Komponente mit einer Am-
plitude > 0.5 %" mdglich machen sollte. Bel den Spinatpréparationen wurden weiterhin ver-
schiedene Methoden fir das Schlief3en der Reaktionszentren getestet. Nur bel einer Methode,
mit DCMU als Inhibitor und intensivem aktinischen Licht (2x150 W Kaltlichtlampen), konnte
eine 9 ns Komponente (Amplitude 2 %) detektiert werden. FUr die anderen Messungen ist nur
eine algemeine Verlangerung aler Zerfallszeiten im 15 ns Fitfenster zu beobachten. Eine
langere Komponente als 5.7 ns wurde nicht detektiert und damit kein Hinweis auf eine Dop-
pel reduktion gefunden.

Die Untersuchung des Fluoreszenzzerfalls von geschlossenen Kernkomplexen in einem
15 ns Fenster ergab fur Synechococcus €l. eine Aufspaltung der langen, 2.5 ns (100 %) Kom-
ponentein 2.0 ns (87 %) und 5.4 ns (13 %) sowohl fir 670 nm as auch fir 700 nm Anregung.
Auch hier ist kein Hinweis auf Doppelreduktion von Qa zu detektieren.

18 Das Zeitintervall pro Kanal betrug danach 15 ps statt 5 ps.
W v/gl. z.B. Roelofs et al. (1992).
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DOD(750 nm) t; =131 s t, = 1.0 ms (fix) t3=¥
anaerob 44x10" 2.1x 10" -
aerob 1.x 10° 2.2x10* 1.75x 10"

Tabelle V-5 Optische Dichte des Probenansatzes; Kinetik und Amplitude der

Absorptionstransienten bei 750 nm unter aeroben und anaeroben

Bedingungen.
Die dritte Ursache fur die schnelle Zerfallskomponente in geschlossenen PS 1l kénnten Zen-
tren ohne funktionsfahiges Qa' sein. Um dieser Moglichkeit nachzugehen, wurde die Tri-
plettausbeute von P680 in diesen PS 11 Kernkomplexen aus Spinat mit offenen RZ'* durchge-
fuhrt. Die Triplettausbeute wurde mit Hilfe der Blitzphotolyse im NIR mit séttigenden Anre-
gungsblitzen gemessen.”? Fir D1/D2/cyt b559 Komplexe (kein Qa) wurden 32 % Quanten-
ausbeute bei Raumtemperatur berichtet [Takahashi et al. (1987)]. Unter anaeroben
Bedingungen lebt der Triplettzustand ~1 ms [Den Blanken et al. (1983)], bei Vorhandensein
von Sauerstoff nur ca. 30 pus [Durrant et al. (1990)]. Um zusitzliche Einfliisse des P/P*-
Spektrums diskriminieren zu kdnnen, das in diesem Wellenldngenbereich auch einen Beitrag
hat [Hillmann und Schlodder (1995a), Mathis und Setif (1981)], wurden die Messungen unter
anaeroben und aeroben Bedingungen durchgefiihrt und die Differenz der Absorptions-

transienten ausgewertet.

Die Daten wurden mit einem zweifach exponentiellen Fit ausgewertet, bei dem die lange
1.0 ms Zeit festgehalten wurde, siehe Tabelle V-5. Fir die Messung an der anaeroben Probe
konnte eine 1.0 ms Komponente detektiert werden. Da aber auch die aerobe Messung die
gleiche Amplitude der 1 ms Komponente zeigt, ist die Zuordnung der Komponente zu *P680
nicht gerechtfertigt. Sie ist wahrscheinlich auf P680" zuriickzufuihren. Es konnte somit kein
Triplett detektiert werden. Da die Detektionsgrenze bel einer Konzentration von ca. 1-2 %
3P6830 liegt, kann die maximale Zentrenzahl mit inaktiven Qa mit <9 % abgeschétzt werden.
Dies stimmt Uberein mit berichteten 6.3 % inaktivem Qa aus unabhangigen Methoden [Catuc-
ci et al. (1998)] an vergleichbaren Préparationen. Die obere Grenze von 9 % wirde zu einer
maximal 5 %en relativen Amplitude der schnellen Fluoreszenzkomponente fihren und kann

damit auch als Ursache der schnellen Fluoreszenzkomponente ausgeschl ossen werden.
Zusammengefaldt ergibt dies, dal3 die 40-45 ps Komponente zum Fluoreszenzzerfall ge-

schlossener PS Il Kernkomplexe gehort. Diese Komponente wird in der Diskussion und Mo-

dellierung der Daten'® dem Einstellen des Gleichgewichts zwischen angeregtem Zustand und

120 Entweder Qa nicht vorhanden oder beschadigter Qa Bindungsplatz.
121 1n Anwesenheit von 1mM FeCy und 100pM DCBQ.

122 De = 8000 M*cm™ bei 750 nm fiir *P680 [Mathis und Sétif (1981)].
123 K apitel VI.
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primarem Radikal paar zugeordnet. Sie ist damit vergleichbar mit der in offenen RZ. Da bisher
in der Literatur fUr geschlossene Reaktionszentren bedeutend langsamere Zeiten als fur offene
RZ diskutiert werden [Schatz et al. (1988)], hat diese schnelle Einstellzeit des Gleichgewichts
weitreichende Folgen auf Ratenkonstanten der Ladungstrennung und -rekombination und da-
mit auf die Beschreibung der Energetik der Radikalpaarbildung. Um diese These zu unter-
mauern, wurden Zwei-Farben transiente Absorptionsmessungen in der Qy-Bande durchge-
fuhrt, die im néchsten Abschnitt beschrieben werden.

V. 4 Mel3bedingungen der zeitaufgel Gsten transienten Absor ption

Die transienten Absorptionsmessungen wurden mit der im Abschnitt I11.2 ausfihrlich vorge-
stellten, hochsensitiven und hochrepetitiven transienten Absorptionsanlage durchgeftihrt. Auf
Grund von Beschrankungen in der Probenverfiigbarkeit konnten bisher nur Messungen an den
PS Il Kernkomplexen aus Spinat erfolgen. Da diese Préparationen in dem verwendeten Puffer
selbst bei Zugabe von 1 mM FeCy eine sehr lange Zeit von mehreren Sekunden zur vollstan-
digen Reoxidation von Qa benétigen™, ist das Messen an offenen Zentren bei Benutzung der
Rotationskiivette mit einer Wiedereintrittszeit von ~0.2 s nicht méglich. Der Einsatz von
Pumpsystemen zum Probenaustausch, die eine langere Zeit bis zum Wiedereintritt in das
Mellvolumen ermdglichen, erfordert eine so grol3e Probenmenge'®, deren préparativer Auf-
wand nicht vertretbar ist'?. Eine Messung offener Zentren an den Praparationen von Synecho-
coccus €. ware mit dem Einsatz der Rotationskiivette moglich, da diese in Bezug auf die
Reoxidation von Qa intakter als die Spinatpaparationen sind.

Die Anregung der Probe fand fur alle Messungen bei 670 nm statt, wahrend die Detekti-
onswellenldnge von 660 nm bis 700 nm durchgestimmt wurde. Wie fir die Fluoreszenzmes-
sungen wurde die Probe durch das Licht der Pumppul se geschlossen und eine zwischenzeitli-
che Reoxidation von Qa durch die Zugabe von 10 uM DCMU verhindert. Die Laserwieder-
holrate betrug 400kHz und die Rotationsfrequenz 42Hz, das einer Proben-
austauschgeschwindigkeit von 12 m/s entspricht. Bei einem Strahldurchmesser von 160 um
ergibt dies einen vollstandigen Probenaustausch alle 5.3 Pulse. Die Rotationskiivette wurde
nur gedreht und der Hub der Kivette nicht eingesetzt, so dal3 ein Wiedereintritt der Probe in
den Strahlengang nach 24 ms stettfand. Diese Zeit ist klein gegen die Reoxidationszeit von
Qa bel Vorhandensein von 10 uM DCMU, die 2.8 s betrégt, wobel Qa” im Wesentlichen mit
dem S, Zustand des wasserspaltenden Komplexes rekombiniert [Vermaas et al. (1984)], aber

124 Sighe Abschnitt IV.1.
125 probenmenge: 100 ml bei 70 uM Chl entspricht ca. 7 mg Chl
126 Der Aufwand fiir PS 11 Kernkomplexe aus Spinat mit 1 mg Chl betragt ca. 2-3 Manntage
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groRR gegen die Rekombinationszeit von P*Pheo’, die innerhalb weniger 10 ns abgeschlossen
ist [Schlodder und Brettel (1988)]. Die Triplettlebensdauer von *P680 betragt fir PS11 mit
geschlossenen RZ bei 20K 1.5 us und 15 ps (1:1) fur Synechococcus €. bzw. 2.5 ps und
20 ps (3:2) fur Spinat Membranfragmente [Hillmann et al. (1995b)]. Sowohl Rekombination
as auch Triplettzerfal sind bedeutend schneller als die Wiedereintrittszeit der Probe. Somit
konnte ein nicht vollstandiges Schlief3en der Reaktionszentren ausgeschlossen und die Wie-
derherstellung des Ausgangszustandes garantiert werden. Tests mit zusétzlichem schwachen
aktinischen Licht zum Schlief3en der RZ wurden durchgefthrt, die die gemessene Absorpti-
onsdifferenzkinetik nicht beeinflufdt haben, dafir aber die Probenstabilitét stark heruntersetz-
ten. Deshalb wurde auf die Anwendung zusétzlichen aktinischen Lichtes verzichtet. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit den aus den zeitaufgel0sten Fluoreszenzmessungen er-

worbenen Erkenntnissen.*?

Die transienten Absorptionsmessungen wurden mit einer Probenkonzentration von
70 uM Chl in einer Rotationskiivette der Schichtdicke von 2 mm durchgefihrt. Dies ergibt
eine optische Dichte von 0.92 bel der Anregungswellenlénge von 670 nm. Alle Messungen
wurden mit einer Polarisation der Pumppulse relativ zu den Testpulsen von 54.7° (magischer
Winkel) durchgefihrt, um Anisotropieeffekte zu unterdriicken.

Die Messungen wurden im Gegensatz zur Fluoreszenz bel Raumtemperatur (~20 °C) aufge-
nommen, da keine Moglichkeit zur Kihlung der Rotationskiivette vorhanden war. Die Pro-
benstabilitét erlaubte es nur, die Probe maximal 45 min zu vermessen. Damit reicht die Zeit
fur die Aufnahme des Zeitverlaufs der Absorptionsdnderung bel einer Wellenlange, woflr
zwei bis drei Scans Uiber den gesamten Zeitbereich mit je 8 Messungen pro Verzogerungszeit
notwendig sind, und einer anschlieffenden Kontrollmessung bei 680 nm Detektion. Die Kon-
trollmessung bei 680 nm erflillt zwei Aufgaben. Erstensist sie ein Indikator der Probenstabi-
litét, d. h. eine Kontrolle, ob die Kinetik der Absorptionsanderung mit einer Referenzmessung
bei 680 nm Ubereinstimmt, da die Kinetik bei dieser Detektionswellenldnge ausfihrlich cha
rakterisiert wurde. Zum zweiten dient die Kontrollmessung als Intensitétsskalierung des
DOD-Signals bel der jeweiligen vorher gemessenen Wellenlénge. Dies ist notwendig, da sich

Anregungsintensitét und Probenkonzentration nicht fehlerfrei reproduzieren lassen.

Das Hauptinteresse der Absorptionsdifferenzmessungen an geschlossenen PS 11 Kernkom-
plexen in dieser Arbeit war die Aufklarung des Ursprungs der 41-45 ps Komponente, die in
der Fluoreszenzkinetik gefunden wurde. Durch die geringe Probenstabilitét und der daraus

folgenden geringen Mel3dauer wurde daher besondere Beachtung auf den Zeitbereich bis

127\/gl. Abschnitt V.3.
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300 ps (Schrittweite Dt = 2 ps) gelegt. Fir 300 —500 ps betrug Dt = 10 ps und fur 500 ps—
3 nsDt =50 ps. Mit diesen Schrittweiten wurden alle Messungen durchgefihrt.

V.4.1 Anregungsintensitat und Annihilation

Wiein Abschnitt 11.1.3 beschrieben, treten bei gekoppelten Chromophorsystemen bei hoheren
Anregungsintensitaten Annihilationseffekte auf, hier insbesondere die Singulett-Singulett
Annihilation. Eine weitere Form des Ldschung der Anregungsenergie bel Mehrfachanregung
der Antenne kann nach erfolgter Ladungstrennung durch P680" erfolgen, das eine langwellige
Absorptionsbande aufweist. Da die Annihilation ein Prozef3 zweiter Ordnung in Bezug auf die
Konzentration von Chl” ist, 143t deren Kinetik sich nicht mit einer Summe von Exponential-
funktionen beschreiben und verfélscht dadurch die Kinetik der zu untersuchenden Prozesse.
Demzufolge ist eine annihilationsfreie Messung unabdingbar. Um die maximale Anregungs-
intensitét dafir zu ermitteln, wurden intensitétsabhangige Absorptionsdifferenzmessungen bei
| & =670 nm und | 4= 680 nm durchgeflhrt. Die Untersuchungen zeigen wie erwartet, dal3
Annihilationseffekte die transienten Absorptionskinetiken schneller abklingen lassen. Deshalb
wurden die Halbwertsbreiten der Absorptionstransienten in Abhangigkeit von der Anre-
gungsintensitat bestimmt.’”® Bis zu einer Anregungsintensitét von 2 pJ/(Puls*cm?) ist ty, =
1330 ps und keine Abhangigkeit zu erkennen. FUr hdhere Anregungsintensitéten hingegen
verkiirzt sich die Halbwertsbreite wesentlich. Zur Uberprifung der Annihilationsgrenze wur-
den alle Kinetiken mit einer Anregungsintensitét | £ 2 pJ/(Puls*cm?) global mit 4 Kompo-
nenten gefittet und deren relative Amplituden miteinander verglichen'®. Dabei zeigte sich fir
diese Transienten keine Anregungsintensitétsabhangigkeit der Amplituden, d. h. die Messun-
gen mit | £ 2 pJ/(Puls*cm?) sind annihilationsfrel.

Schatz et al. (1987) ermittelten eine obere Grenze von 3 pJ/(Puls*cm?) fur annihilationsfreie
Messungen an Synechococcus sp. Kernkomplexen mit offenen RZ und einer Antennengrof3e
von 60 — 80 Chl pro RZ im Gegensatz zu den 50 — 55 Chl/RZ in den hier verwendeten Spi-
natpréparationen. Die verwendeten PS Il Kernkomplexe von Schatz et al. waren nicht as
Monomere bzw. Dimere charakterisiert. So ist anzunehmen, dal3 in den Probenpraparationen
ein Gemisch von Monomeren und Dimeren vorlag. Die hier verwendeten PS 11 Kernkomple-
xe aus Spinat sind Dimere, Uber deren Konnektivitét der Antennen bisher keine detailierten
Informationen vorhanden sind. Die niedrigere Obergrenze fur annihilationsfreie Messungen
trotz kleinerer Antenne bei den Spinatprdparationen konnte als Hinwels auf die Konnektivitét

der Antennen der beiden Dimerhélften gedeutet werden.

128 Siehe Abbildung V-11a.
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Abbildung V-11 a) Intensitétsabhangigkeit der Halbwertsbreite der transienten Absorptionskinetik
(I exc=670 nm, | 4o =680 nm)
b) rel. Amplitude der Zerfallskomponenten von geschlossenen PS |1 Kernkomplexen aus Spi-
nat aus der Globalanalyse flr einen 4-fach exponentiellen Zerfall (3 ps Komponente nicht ge-
zeigt) bei Anregungsenergien zwischen 0.65 und 2 pJ/(Puls* cm?), Erlauterung siehe Text.

Als Schluf¥folgerung aus der intensitétsabhangigen Studie der Absorptionsdifferenzkinetik
wurde eine Anregungsintensitét | = 1.6 pJ(Pulstcm?) bel 670 nm Anregung, entspricht
5.4* 10* Photonen/(Puls*cm?), fiir alle Messungen gewahlt, um Annihilation ausschlieen zu
konnen. Nach Gleichung (111-9) ergibt sich fir die Anregungswahrscheinlichkeit P = s*1 , mit
einem Absorptionsquerschnitt von 1.4* 10 cm? eines PS 11 Kernkomplexes bei 670 nm'® ein
Wert von 7.5 %, bei der Berticksichtigung des Dimercharakters als Obergrenze 15 % Anre-

gung pro Pumppuls unter Annahme vollstéandiger Konnektivitéat.

V.5 Ergebnisse der transienten Absor ptionsmessungen an geschlossen PS |1
K ernkomplexen aus Spinat

Annihilationsfreie Zwei-Farben-Absorptionsdifferenzmessungen an PS |1 Kernkomplexen aus
Spinat mit geschlossenen RZ wurden mit einer Anregungswellenlange von 670 nm
(1.6 pJ/(Puls*cm?)) und Detektionswellenlangen von 661 nm bis 700 nm durchgefihrt. Ab-
bildung V-12 zeigt die Absorptionsdifferenztransienten fir 661 nm, 673 nm und 680 nm. Zu
sehen ist, dal3 alle Transienten ein rein negatives DOD aufweisen. Aus der Gleichung (11-4) ist

129 Abbildung V-11b.
130v/gl. Abschnitt 111.2.1.
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demzufolge zu schluf¥folgern, dal3 Anteile der Grundzustandsabsorptionsbleichung und der
stimulierten Emission tberwiegen. Dies stimmt mit den Daten von Schatz et al. (1987) Uber-
ein.

1 mOD

DOD

680 nm

-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
t/ns

Abbildung V-12 Absorptionsdifferenzkinetiken von PS 1l Kernkomplexen bei 670 nm Anregung, detektiert bei
661 nm (oben), 673 nm (mitte) und 680 nm (unten).

Weiterhin ist zu erkennen®®, dal3 im Gegensatz zur Fluoreszenz eine deutliche Abhangigkeit
der Kinetik der normierten DOD-Signale von der Detektionswellenlénge besteht, da die betei-
ligten Spezies unterschiedliche DOD-Spektren aufwei sen.

Wie in Abschnitt 11.2 erlautert und in Abbildung V-12 ersichtlich, sind die transienten Ab-
sorptionsdifferenzspektren den zeitaufgel dsten Fluoreszenzspektren im Signal/Rausch Ver-
héltnis unterlegen. Da die Identifizierung einer ~45 ps Komponente im Vordergrund steht,
konzentriert sich die Auswertung zuerst auf die ersten 300 ps nach der Anregung. Ein drei-
fach exponentieller globaler Fit der Daten'® mit einer Aquilibrierungskomponente von 3 ps,
einer intermedidren 86 ps Komponente und einer 1.8 ns Komponente, die in dem Fitfenster

bis 300 ps die langen Komponenten zusammenfaldt, ergibt eine befriedigende Beschreibung

131 Abbildung V-13.
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der gemessenen Kinetik.**® Vergleiche mit den zeitaufgelosten Fluoreszenzdaten wirden
4 Komponenten erwarten lassen: eine Aquilibrierungskomponente, eine schnelle sub 100 ps
Komponente, eine Zerfallszeit um 200 ps und eine lange Zeit, die die ns Komponenten be-
schreibt. Diese Zeiten mussen auch intrinsisch in den Absorptionsdaten vorhanden sein, zu-
mindest in der Kinetik der stimulierten Emission, die proportional zur Besetzungsdichte der

Anregung in der Antenneist. Daher wurde auch ein Fit mit 4 Komponenten versucht.
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Abbildung V-13 Vergleich der Kinetik der normierten Absorptionstransienten, auf-
genommen bei 661 und 680 nm.

Abbildung V-14 zeigt das Ergebnis der globalen Analyse mit 4 Exponentiafunktionen im
Vergleich zu der mit 3 Komponenten am Beispiel eines Transienten bel 673 nm. Es ergibt
keine signifikante Verbesserung des c? als Beurteilungsgrundlage der Fitqualitét. Die Verbes-
serung von c? ist geringer als die Obergrenzen des durch c2 bestimmten V ertrauensbereichs.
Die Globalanalyse fuhrt anderersaits zu stabilen Fitergebnissen. Auch die Differenz der Resi-
duen in Abbildung V-14 zeigt eine systematische Verbesserung der Fitqualitét, beginnend mit
der Anregung™. Fir den Zeitbereich vor der Anregung sind keine systematischen Unter-
schiede zwischen den beiden Fits zu erwarten, wie auch in Abbildung V-14 zu sehen ist. So-
mit kann festgestellt werden, dal3 durch die Einflihrung einer vierten Komponente eine konsi-

stente Beschreibung der DOD- und Fluoreszenzdaten maoglich ist.

132 14 Transienten bei 12 Detektionswellenlangen.

133 vgl. Abbildung V-14.

34 Die Stufigkeit der Differenz der Residuen ist eine Folge des Datenformats der Ausgabe aus dem Fitpro-
gramm. Intern findet die Berechnung mit grélRerer Genauigkeit statt.
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Abbildung V-14 Absorptionsdifferenzkinetik (I =670 hm, | 4¢=673 nm) von PS 11 Kernkomplexen aus Spi-
nat mit geschlossenen RZ mit einem Fit von —100 — 300 ps mit 4 (3 ps, 57 ps, 190 ps, 2.1 ns)
bzw. 3 Komponenten (3 ps, 86 ps, 1.8 ns)

a) Mel3punkte, Kreuzkorrelation und Fit mit 4 Komponenten;
b) Residuen der Fits mit 4 und 3 Komponenten;
c) Differenz der Residuen aus b).

Die Ergebnisse der 4-Komponenten Analyse sind as Zerfallsassoziiertes Absorptions-
differenzspektrum (DADS) in Abbildung V-15 dargestellt. Es wurden folgende Zerfallszeiten
gefunden: 3 ps, 57 ps, 191 ps und 2.13 ns. Diese Werte sind vergleichbar mit denen ermittelt
aus der zeitaufgel Osten Fluoreszenz mit 8 ps, 41 ps, 230 ps und zwei ns Komponenten mit 1.7
und 4.5 ns, die sich in der 2.1 ns Komponente widerspiegeln. Auf Grund der geringen Ver-
besserung der Fitqualitét durch die Anwendung von vier Zerfallszeiten ist keine exhaustive

search Analyse der Fehlerbereiche moglich.
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Abbildung V-15 Zerfall sassoziiertes Absorptionsspektrum (DADS) aus der Globalanalyse der Absorptions-
differenzkinetiken (-100 — 300ps) mit einem 4-Komponenten Zerfall (die 3 ps Komponente wur-
de um den Faktor 2 verkleinert).

Das DADS der 3 ps Komponente, obwohl relativ stark fehlerbehaftet'®, da an der unteren
Grenze der moglichen Zeitauflosung, zeigt den qualitativ typischen Verlauf einer Aquilibrie-
rungskomponente mit einem schnellen Zerfal (neg. Vorzeichen) in der Néhe der Anregungs-
wellenldnge von 670 nm und eln verzogertes Anwachsen der Gesamtamplitude (pos. Vorzei-
chen der 3 ps Komponente) weiter entfernt von der Anregungswellenlange. Ein anaoges
Verhalten ist auch bel den Fluoreszenzdaten mit einer Zeitkonstante von 8 ps sichtbar. Diese
Komponenten stellen nur einen Mittelwert der langsamen Energiegquilibrierungsprozesse im
ps Zeitbereich innerhalb der Antenne dar, da auf Grund der ZeitauflGsung schnellere Schritte
nicht detektierbar sind und die Zeitaufldsung auch nicht ausreicht, um die langsameren Pro-
zesse zu trennen. Die Prozesse werden durch die beiden Mel3methoden unterschiedlich ge-
wichtet, so dald ein direkter Vergleich der beiden Zeitkonstanten der Energiedquilibrierung
nicht maglich ist. Durch den spektralen Verlauf der Komponenten lassen sich aber beide dem

gleichen Prozel3, der der Energiedguilibrierung, zuordnen.

135 v/gl. 690 nm in Abbildung V-15 als Extremfall.
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Weiterhin ist festzustellen, dal3 der spektrale Verlauf der 57 ps Komponente wesentlich von
denen der 190 ps und der der 2.1 ns Amplitude abweicht, wahrend diese beiden einen im
Rahmen der Fehlergrenzen dhnlichen spektralen Verlauf aufweisen.

0.0
-05 =
ER i
—
o -10r =
8 ---O--- 58 ps |
190 ps
--v--1.7ns
15 o 5.4ns VV
20 L v o |
| I | I | I | I |
660 670 680 690 700
I /nm

Abbildung V-16 Zerfall sassoziiertes Absorptionsspektrum (DADS) aus der Globalanalyse der
Absorptionsdifferenzkinetiken (bis 2 ns) mit einem 5-Komponenten Zerfall (3 ps
Komponente hier nicht gezeigt).

Wiediskutiert, wird ein Aufspalten der 2.1 ns Komponente erwartet, wenn der Fitbereich tber
die 300 ps ausgedehnt wird. Dabel missen zwel Punkte beriicksichtigt werden: Die Schritt-
weite der Mef3punkte verringert sich auf Dt = 10 ps (300 — 500 ps) und Dt =50 ps (500 ps —
3 ns) und es kann bedingt durch die eingesetzte Auswertesoftware nur eine Analyse der Daten
mit Vorwértsfaltung von —0.1 bis 1.9 ns erfolgen. Trotzdem ist eindeutig die Auflésung zwei-
er ns Komponenten von 1.7 nsund 5.4 ns bel einem 5 Komponenten Fit moglich. Die DADS
der Globalanalyse sind in Abbildung V-16 gezeigt. Die 1.7 ns aus den Absorptionsmessungen
stimmt sehr gut mit den 1.7 ns ermittelt aus der Fluoreszenz Uberein. Die Bestimmung der
5.4 ns Komponente ist in Anbetracht eines Fitfensters bis 1.9 ns immer noch gut mit den

4.5 ns aus den Fluoreszenzdaten vertréglich. Eine Analyse des Zeitbereiches bis 3 ns ohne
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Entfaltung ergibt fiir die beiden langen Komponenten 1.8 ns und 3.8 ns.**® Die relative Ahn-
lichkeit des spektralen Verlaufs der drei langsameren Komponenten, von denen sich die
DADS der 57 ps Komponente stark unterscheidet, lassen dhnliche, diesen Komponenten zu-

grunde liegende Prozesse vermuten.

Die diskutierte Kompatibilitdt der Zerfallszeiten ermittelt aus zeitaufgel 6ster Fluoreszenz-
und Absorptionsdifferenzspektroskopie fur geschlossenen PSII Kernkomplexe aus Spinat
rechtfertigt einen gemeinsamen globalen Fit aller Kinetiken aus Fluoreszenz und Absorption.
Als Ergebnis erhdlt man folgende gemeinsame Zerfallszeiten: 6 ps, 50 ps, 240 ps, 1.8 ns und
4.5ns.

V.5.1 Untersuchung des langen ns Zeitber eiches

Wie in Abschnitt 111.2.1 beschrieben, ist es mit der hier aufgebauten transienten Absorptions-
anlage maglich, Verzogerungszeiten zwischen Pump- und Testpuls von bis zu 4 ns optisch,
aber darliber hinaus langere Verzogerungszeiten im 12 ns Abstand elektronisch einzustellen.
Diese Moglichkeit wurde genutzt, um das Abklingen der Absorptionsdifferenzspektren im
langen Zeitbereich bei | pump= 670 Nm und | ¢ = 680 Nm zu messen. Abbildung V-17 stellt
die Messungen bis 100 ns dar, die mit einem einfach exponentiellen Fit mit einer Lebensdauer
von 16 + 2 ns (rel. Amplitude 18 %) und einem konstanten Untergrund von 4.5 % der Maxi-
malamplitude bestimmt wurde. Nach 2.4 us, aso kurz vor dem néchsten Anregungspuls ist
noch eine Amplitude von 1.0 % der Maximalamplitude zu detektieren.

Aus Absorptionsdifferenzmessungen an geschlossenen Synechococcus €. Kernkomplexen
[Schlodder und Brettel (1988)] im ns Zeitbereich ist eine langsame Zerfalskinetik von
P'Pheo’ mit 16 ns bekannt, mit zeitaufgel dster Fluoreszenz [Hillmann et al. (1995b)] wurden
an ahnliche Prgparationen 12 ns (1.5 %) und sogar eine 36 ns Komponente mit sehr schwa-
cher Amplitude (0.1 %) detektiert. An PS1lI Kernkomplexen aus Spinat wurden mittels zeit-
aufgelOster Fluoreszenz u. a. 15ns (0.7 %) [Liu et al. (1993)] gemessen. Die hier ermittelten
16 ns stehen in guter Ubereinstimmung mit den aus der Literatur ermittelten Daten fiir einen
langsamen Radikapaarzerfall. Die as konstanter Hintergrund gemessene Amplitude von
4.5 % , die nach 2.4 us noch 1.0 % betragt, konnte der Bildung des *P680 Zustandes entspre-
chen, der in PS 11 mit geschlossenen RZ in wenigen us zerfélt [Vermaas et al. (1984)].

3¢ DADS nicht gezeigt.
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Abbildung V-17 Transient der ns Amplitude (rel. zur Maximalamplitude) von PS Il Kernkomplexen, an-
geregt bei 670 nm, detektiert bei 700 nm und einfach exponentieller Fit.

V.5.2 Vergleich der Messung mit bisher ver offentlichten Daten

Bisher wurden nur zwei Arbeiten mit annihilationsfreien Absorptionsdifferenzmessungen an
PS Il Kernkomplexen publiziert. Schatz et al. (1987)*" untersuchten PS 11 Kernkomplexe aus
Synechococcus €. mit offenen und geschlossenen RZ mit Zwel -Farben-Absorptionsdifferenz-
spektroskopie mit der Polarisation von Anregungs- und Detektionspuls im magischen Winkel,
wahrend Schelvis et al. (1995) Ein-Farben-Absorptionsdifferenzspektroskopie an Systemen
aus Spinat mit geschlossenen RZ mit Polarisation von Anregungs- und Detektionspul s sowohl
waagerecht als auch senkrecht durchftihrte. Beide Apparaturen sind in der Zeitauflésung und
dem Rauschniveau vergleichbar mit der hier eingesetzten. Schatz et al. berichten von nur zwel
aufgel 0sten Zerfallszeiten fur geschlossene RZ von 170 — 260 ps und 1.6 — 1.75 ns bei einer
verringerten Anregungsenergie von 0.7 uJ/ (Puls*cm?) im Vergleich zu offenen RZ (2 pJ/
(Puls*cm?)) und einem Zeitbereich bis 1.5 ns. Die starke Reduzierung der Anregungsenergie
um den Faktor 3 fur geschlossene RZ wird mit einer um den Faktor 3 — 4 langeren Anre-
gungslebensdauer und daraus folgender um diesen Faktor hoheren Annihilations-
wahrscheinlichkeit begriindet. Dies erscheint jedoch aus mehreren Grinden fraglich. Die
mittlere Anregungslebensdauer fir die dort verwendeten Systeme mit offenen RZ betrug
175 ps, war aso grol3 gegenuber der Pulslange des Anregungspulses von 10 ps. Innerhalb der
Anregung findet somit kein merklicher Anregungszerfall statt und unterscheidet sich damit

37 Siehe auch [Brock (1988)].
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nicht von Systemen mit geschlossenen RZ. Somit ist die Wahrscheinlichkeit von mehreren
Anregungen in einem Kernkomplex durch die Anregung mit einem Puls fir offene und ge-
schlossene RZ gleich grof3. Selbst wenn es nicht zu einer Singulett-Singulett Annihilation
kommt, wenn die dazu konkurrierende primére Ladungstrennung schneller stattfindet, fihrt
die zweite Anregung auf der Antenne des Kernkomplexes zu einer Verfalschung der gemes-
senen Kinetik. In diesem Fall befindet sich die Anregung auf einem Komplex mit P'Pheo’Qa’,

auf dem eine Ladungstrennung ausgeschlossen ist.

Bel einer verwendeten Pulswiederholfrequenz von 400 kHz, aso nach einem Pulsabstand
von 2.5 psist, unabhéngig vom Zustand des Reaktionszentrums, die Anregung auf der Anten-
ne vollsténdig abgeklungen und P680" wieder reduziert, so daf keine Annihilationseffekte im
Zusammenhang mit einer Anregung aus dem vorhergehenden Puls auftreten konnen. Daraus
folgt, dald die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Annihilationseffekten nur von der Anre-
gungsintensitdt und nicht vom Redoxzustand des Reaktionszentrums abhéangt.

Messungen von Schatz et al. mit 2 pJ/(Puls*cm?) ergaben as kleinste Zerfallszeit 110 ps,
was wiederum kompatibel mit den hier ermittelten 86 ps fir einen Drei-Komponenten-Fit ist.
Diese Werte wurden jedoch von ihnen wegen Inkompatibilitét mit ihren Fluoreszenzdaten
verworfen. Durch die starke Reduzierung der Anregungsenergie auf 0.7 pJ/(Puls*cm?) ist
auch das Signal/Rausch-Verhaltnis gesunken. Weiterhin wurde mit einer optischen Dichte bel
der Anregungswellenldnge von nur 0.3 OD im Vergleich zu 0.92 OD in dieser Arbeit gemes-
sen. Damit ist ein maximales DOD von 0.4 mOD bei 682 nm im Vergleich zu 3.6 mOD der
hier présentierten Messungen ereicht worden. Bel gleichem Rauschniveau entspricht dies
einem um eine Grolkenordnung schlechteren Signal/Rausch-Verhdtnis der Messungen von
Schatz et al., womit im Wesentlichen die Unterschiede zwischen den Ergebnissen erklart
werden kénnen. Die spektrale Form der ns Komponente ist der hier ermittelten vergleichbar,
wahrend die 250 ps Komponente der Summe aus den hier gemessenen 57 ps und 190 ps

Komponenten &hnelt.

Schelvis et al. ermittelten in ihrem Ein-Farben-Absorptionsdifferenzexperiment an Kern-
komplexdimeren aus Spinat mit geschlossenen RZ bis 1 ns (668-706 nm) und einer Anre-
gungsenergie von 2.5 pJ/(Puls*cm?) Zeiten von 21 ps, 80-200 ps und 1.5 ns. Dabei zeigte die
80-200 ps Komponente eine Anregungswellenléangenabhéngigkeit derart, dal? die Zerfallszeit
far | > 690 nm von 200 ps auf 80 ps abfiel. Diese Zeit wird von ihnen mit der Ladungstren-
nung assoziiert. Die gemessene Abhéngigkeit der Kinetik von der Anregungswellenlénge war
die Motivation der Untersuchung der Fluoreszenzkinetik bel unterschiedlichen Anregungs-
wellenldngen in dieser Arbeit. Dabei konnte keine Abhangigkeit festgestellt werden, siehe
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oben. Eine Erkl&rung fur einen Artefakt schlagen die Autoren mit einer moglichen PS | Kon-
tamination selbst vor. Denkbar wére auch ein nicht vollstandiges Schlief3en der RZ bel
| >690 nm, da PS Il Kernkomplexe dort nur noch ein sehr schwache Absorption aufweisen

und die Anregungsenergie fur alle Wellenlangen konstant gehalten wurde.

Betrachtet man die 21 ps Komponente als Mischung aus der Aquilibrierungs- und der hier
gemessenen 57 ps Komponente, besteht eine gute Ubereinstimmung der Zerfallszeiten fiir
Anregungswellenlangen < 690 nm. Da es sich um ein Ein-Farben-Experiment handelt, sind
die DADS nicht vergleichbar.

Als Schluf¥folgerung aus dem Vergleich kann festgestellt werden, dal3 die hier prasentier-
ten Absorptionsdifferenzmessungen an geschlossenen PS I Kernkomplexen die bisher detail-
lierteste annihilationsfreie Untersuchung dieser Art darstellt. Es konnte in Ubereinstimmung
mit den Fluoreszenzmessungen eine schnelle 57 ps Komponente detektiert werden, die in der
Modellierung der Absorptionsdifferenzkinetiken eindeutig der priméren Ladungstrennung

P"Pheo” zugeordnet wird™®,

138 gjehe Abschnitt V1.2.



