4 Spektrale Gliederung der roten
Chlorophyll-Verbadnde

4.1 Einleitung

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

4.2 Stationdre Fluoreszenzspektren individueller
PS I-Trimere

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4.3 Spektrale Dynamik in der Fluoreszenz

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

4.3.1 Zeitabhdngigkeit der Linienbreite

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

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

Die Spektren aus Abbildung 4.5 wurden aus solchen Spektrensequenzen ausgewéhlt. Fiir
die unteren wurden mehrere zusammenhéngende Spektren aufaddiert. Aufgrund der va-
rilerenden Langen des Auftretens der Linien wurden dabei die unterschiedlich langen
Zeiten ausgesucht. Allgemein besitzen verbreiterte Emissionslinien aus Spektren, die oh-
ne Selektion iiber ldngere Zeit ermittelt wurden, in Abhéngigkeit ihrer spektralen Lage
unterschiedliche Intensitédten. Linien im spektralen Bereich zwischen ca. A < 700 nm und
A < 713 nm tragen meistens einen grofferen Anteil an der Gesamtintensitét als die Linien
in der Region A > 720 nm. Hierin liegt einer der Griinde dafiir, dass im stark rotver-
schobenen Spektralbereich A > 720 nm in stationdren Emissionsspektren weniger héufig
scharfe Linien beobachtet werden als in der Region A < 713 nm. Eine weitere Ursache
besteht darin, dass die scharfen Linien im roten Bereich A > 720 nm innerhalb einer
Messzeit von ¢ > 100 s héaufig kiirzer auftreten als die scharfen Linien im Spektralbereich
A < 713 nm. Dieses Verhalten kann jedoch nur aufgedeckt werden, wenn die zeitliche Ent-
wicklung eines Spektrums durch Aufnahme einer Spektrensequenz registriert wird, wie sie
in Abbildung 4.6 gezeigt wird. Die Emissionen stammen von einem einzelnen PS I-Kom-
plex vom Cyanobakterium 7. elongatus. Man erkennt deutlich eine scharfe Emissionslinie,
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4.3 Spektrale Dynamik in der Fluoreszenz

Abbildung 4.7: Fluoreszenz eines einzelnen PS I-
Komplexes von T. elongatus. Oben: Selektierte
Sequenz iiber 150 Spektren mit einer jeweiligen
Akkumulationszeit von ¢ = 1s. Unten: Zeitliche
Projektion der Sequenz dariiber. Durch das Auf-
summieren der 150 Spektren erhilt man ein statio-
néres Spektrum, in dem die Informationen {iber die
spektrale Dynamik verloren gegangen sind. Daher
kann anhand des 2D-Spektrums z.B. nicht festge-
stellt werden, ob die beiden mit den blauen Pfei-
len gekennzeichneten Emissionslinien simultan auf-
treten oder zeitversetzt. Hingegen zeigt die 3D-
Darstellung deutlich die Antikorrelation der beiden
unterschiedlichen Linienpositionen.
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die sich innerhalb der dargestellten knapp 200 s um eine mittlere spektrale Position von
A = 713 nm bewegt. Ihre Intensitét lasst iiber die Zeit nach. Dieses Verhalten konnte im
Spektralbereich A < 716 nm relativ haufig beobachtet werden. Eine ausfiihrliche Unter-
suchung der spektralen Diffusion in der Fluoreszenz einzelner PS I-Komplexe findet im
Kapitel 5 statt.

4.3.2 Emissionslinien mit mehreren diskreten Realisierungen

Die Abbildung 4.7 zeigt oben in einer Abfolge von 150 Spektren die Fluoreszenz eines ein-
zelnen PS I-Komplexes von T. elongatus. Die Akkumulationszeit pro Spektrum betréigt
t = 1s. Darunter ist die zeitliche Projektion dargestellt. Das Augenmerk liegt auf den
beiden durch die blauen Pfeile markierten scharfen Emissionslinien bei ca. A = 730 nm
und A = 7325 nm. Anhand des unteren stationédren Spektrums kann nicht festgestellt
werden, ob die Emissionslinien gleichzeitig emittiert werden oder zeitlich versetzt auftre-
ten. Die dariiber dargestellte Sequenz hingegen enthélt diese Information. Man erkennt
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70

)

Abbildung 4.8: Bestimmung der spektralen
Aufenthaltsbereiche von scharfen Emissionslini-
en. Die Darstellung illustriert an einem Beispiel,
wie die Balken aus Abb. 4.9 ermittelt wurden.
Die Spektrensequenz stammt von einem indi-
viduellen PS I-Komplex von T. elongatus, der
in Abb. 4.9 oben links unter der Nummer 14
verzeichnet ist. Die Fluoreszenzintensitét ist als
20 dritte Dimension in Falschfarben dargestellt.
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deutlich, dass die Emissionen auf den beiden Linienpositionen antikorrelieren. Demnach
handelt es sich also um eine Emissionslinie, die zwei Realisierungen besitzt. Zwischen
diesen beiden Realisierungen wird auf einer iiber mehrere Sekunden dauernden Zeitskala
hin- und hergewechselt, so dass dieser Prozess direkt zugénglich ist. Durch einen zwei-
ten schnelleren Prozess wird die scharfe Emissionslinie in beiden Positionen verbreitert.
Auch dieser Prozess kann bei dem hier untersuchten Komplex bis nahe der spektralen
Auflésungsgrenze des Spektrometers nachvollzogen werden, wie aus dem Abschnitt 4.3.1
hervorging. Die Abbildung 4.5 zeigt rechts die Fluoreszenz desselben Komplexes. Héufig
sind jedoch sowohl die kleinen als auch die grolen spektralen Spriinge schneller als die
kiirzest mogliche Akkumulationszeit, so dass nur noch eine breite Bande oder zwei oder
mehrere Emissionslinien festgestellt werden kénnen. In solchen Féllen kann iiber einen
gemeinsamen Ursprung der Emissionslinien oder entsprechend einer Emissionsbande nur
spekuliert werden.

4.3.3 Energiebereiche der Emissionslinien

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

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

4.3.4 Spektrale Diffusion von breiten Emissionsbanden

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

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

4.4 Separation von Fluoreszenzbanden

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

4.4.1 PS I-Monomere von T. elongatus

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

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

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

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

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

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

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

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

Bei den 81 auf die Polarisationseigenschaften ihrer Fluoreszenz untersuchten PS I-Mo-
nomeren ergibt sich héufig ein dhnlich eindeutiges Bild wie in Abbildung 4.12. Bei iiber
einem Drittel der Monomere setzen sich rote Fluoreszenzbanden aus Beitrigen mit mehr
als einer Polarisationsrichtung zusammen. In Abbildung 4.13 wird ein anderes Beispiel
dafiir gezeigt. Im oberen Teil ist ein Emissionsspektrum eingezeichnet, das ohne Pola-
risator aufgenommen wurde. Aus der am weitesten rotverschobenen Bande ragt bei ca.
A >~ 726 nm eine scharfe Linie heraus. Im Bild darunter wird die polarisations-selektierte
Spektrenfolge gezeigt. Aus dieser geht hervor, dass die Linie bei A ~ 726 nm interessan-
terweise anders polarisiert ist als die breite Bande. Im Bereich A < 720 nm zeigt sich
eine weitere Bande mit schwécherer Intensitéit, die sich ebenfalls in der Polarisationsrich-
tung unterscheidet. Am oberen Rand sind zwei spektrale Bereiche in den Farben rot und
blau markiert. Der rot markierte Bereich erfasst insbesondere die scharfe Linie, wihrend
der blau markierte die Linie ausschlieBt. Die iiber diese Bereiche integrierte Intensitét
ist im rechten Bild iiber dem Polarisatorwinkel aufgetragen. Die einzelnen Datenpunkte
sind durch Ringe der entsprechenden Farbe gekennzeichnet. Die durchgezogenen Linien
reprasentieren die Anpassungen der Funktion Gl. 4.1. Der Phasenunterschied im Polari-
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4.4 Separation von Fluoreszenzbanden

Abbildung 4.14: Fluoreszenz eines ein-
zelnen PS I-Trimers von T. elongatus in
Falschfarbendarstellung. Oben: Anhand
der Abfolge von Spektren lisst sich die
spektrale Entwicklung in der Zeit ver-
folgen. Die Akkumulationszeit per Spek-
trum betriagt t = 1s. Zusétzlich zur star-
ken spektralen Diffusion zeigen sich starke
lokale Intensitdtsschwankungen. Unten:
Aus der polarisations-selektierten Spek-
trenfolge wird klar ersichtlich, dass in
der Hauptintensitdt mindestens zwei ver-
schiedene Polarisationsrichtungen enthal-
ten sind. Die beiden spektral aneinan-
dergrenzenden bis sich iiberschneidenden
Beitrédge zeigen linear polarisiertes Licht
mit einem Winkelversatz der beiden Rich-
tungen von ca. ~~ 90° zueinander. Die
Winkelauflosung der Messung betrégt 10°
und die Akkumulationszeit unter jeder Po-
larisatorstellung 3 s. Zur Steigerung des
.- s Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses wurde bei
700 720 740 760 780 den Messungen mit Polarisator die spek-
Wellenlinge (nm) trale Auflésung verringert.

—
=

o
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satorwinkel zwischen den beiden Spektralbereichen betrdagt ca. 38°, d.h. die Polarisati-
onsrichtung des vorderen Bereichs, der die scharfe Emissionslinie beinhaltet, weicht klar
von der Polarisationsrichtung der restlichen Bande ab.

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

4.4.2 PS | in trimerer Form

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

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

Zeit (=)

700 710 720 730 T4
Wellenliinge (nm)

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

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

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

4.5 Vergleich der Fluoreszenz einzelner Komplexe mit
der eines Ensembles

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

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

rekten Vergleich Ensemble-Spektren prasentiert, die mit unserer Apparatur aufgenommen
wurden. Die Konzentration der Probe lag bei ca. 20 nM PS I. Das Rasterbild einer sol-
chen Probe zeigt gut voneinander separierte Punkte hoher Intensitéit (bis zu 107 cps). Bei
dieser Konzentration haben die PS I-Komplexe scheinbar teilweise groflere Aggregate ge-
bildet. Die Anzahl der sich im konfokalen Volumen befindlichen PS I-Komplexe wird auf
> 130 abgeschétzt. Dieser Wert liegt erfahrungsgemafl viele Gréflenordnungen unterhalb
der Teilchenzahlen von den in der Literatur gezeigten Spektren. Bei Beriicksichtigung
eines Messfehlers der absoluten spektralen Position von max. 1 nm werden nichtsdesto-
trotz keine groferen Abweichungen beobachtet. Beim PS T von T. elongatus ist einzig
die absolute spektrale Lage um ca. 2 — 3 nm verschoben, und beim PS 1 von Synecho-
cystis wurde von uns eine um ca. 4 nm erhohte Linienbreite gemessen. Im Gegensatz zu
diesen geringfiigigen Abweichungen féllt beim Betrachten der beiden jeweiligen Summen
von Einzelmolekiil-Spektren, in roter Linienfarbe eingezeichnet, unmittelbar eine signifi-
kante Diskrepanz zu den Ensemble-Spektren auf. Diese besteht in einer deutlich gréfleren
Intensitéat auf der vom Maximum ausgegangen energetisch hoher gelegenen Seite. Um zu
Verstehen, woher diese zusétzliche Intensitiat stammt, benotigt man einen Einblick in alle
Einzelspektren iiber die jeweils aufsummiert wurde. Die Summenspektren beider Spezies
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sind entstanden, indem jeweils bei 13 bzw. 14 einzelnen, isolierten PS [-Komplexen im
Mittel mehr als 100 Spektren iiber je 1 s aufgenommen wurden. Bei jedem individuellen
Einzelmolekiil-Spektrum werden ZPLs beobachtet, die eine starke spektrale Diffusion zei-
gen. Erfahrungsgeméfl nehmen die einzelnen Linien wihrend eines Zeitraums von mehr
als 100 s in der Regel alle Positionen ein, die von der jeweiligen Linie unter den gegebe-
nen Messbedingungen eingenommen werden kénnen, bevor die Fluoreszenz aufgrund von
Photobleich-Prozessen nicht mehr zugénglich ist. Bei dem Aufsummieren der Spektren
iiber mehrere PS I-Komplexe iiberlagern und erweitern sich die spektralen Bereiche, in
denen sich ZPLs aufhalten. Da die Intensitédt der scharfen Linien bei jedem einzelnen
Spektrum im Vergleich zur restlichen beobachteten Intensitét ins Gewicht fallen, d&ndert
sich auch bei Hinzunahme der Einzelmolekiil-Spektren von weiteren PS I-Komplexen an
der spektralen Form des jeweiligen Summenspektrums nichts grundlegend, d.h. die spek-
trale Verteilung der Intensitéit konvergiert bereits nach der Beriicksichtigung weniger
Komplexe. Daher stellt sich die Frage, warum beim PS I-Ensemble keine ZPLs auftreten,
die energetisch zwischen P700 und dem am weitesten rotverschobenen Zustand liegen. Der
einzige Unterschied zwischen dem Ensemble und der Summe mehrerer isolierter Partikel
besteht in der rdumlichen Néhe. Da bereits bei der Isolation der PS I-Komplexe aus der
Membran und der weiteren Praparation der PS I-Stammlosung mit Hilfe eines Detergenz
gearbeitet wird, das sich wie eine Schutzhiille um jeden einzelnen PS I-Komplex anordnet,
erscheint eine Aggregation sehr unwahrscheinlich. Gegen die Ausbildung von Aggregaten
spricht auch, dass durch starke Verdiinnung eine L&sung mit gut verteilten voneinan-
der isolierten Molekiilen entsteht (s. Abschnitt 3.3.2). Dies ist nicht selbstverstidndlich,
da auch einige wenige PS I-Stammlosungen einer anderen Spezies vorhanden waren, bei
denen die kritische Loslichkeits-Konzentration (CSC) [Muh05] unterschritten war. Die
Verdiinnung dieser Proben fiihrte zu einigen wenigen Molekiil-Clustern, so dass beim Ab-
rastern der Probe mit dem konfokalen Mikroskop iiber groie Bereiche (>100x 100 ym?)
kein Fluoreszenzsignal gefunden wurde. Jedoch konnte bei einer solchen Probe mit ge-
ringer Wahrscheinlichkeit ein einzelner Punkt mit einer durch die Auflésung begrenzten
lateralen Ausdehnung entdeckt werden, von dem eine um einige Grofenordnungen héhere
Intensitédt ausging als von einem einzelnen PS I-Komplex. Dieses Verhalten tritt jedoch
bei einer akkurat praparierten Probe nicht auf. Daher erscheint insgesamt ein direkter in-
termolekularer Austauschmechanismus sehr unwahrscheinlich und kann somit auch nicht
die Ursache fiir die effiziente Ausloschung der Emission von ZPLs im diskutierten spek-
tralen Bereich sein.

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

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

4.6 Diskussion

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

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

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

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

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

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

Die Untersuchung der Fluoreszenz von PS I-Monomeren hilft, die spektrale Vielfalt zu re-
duzieren. Das spektrale Grundmuster unterscheidet sich nicht von dem der PS I-Trimere,
was auf eine Intaktheit der Monomerprobe hinweist. Der mittlere spektrale Schwerpunkt
liegt um ~ 1 nm blauverschoben bei ca. Ayy = (726 £1) nm. Da im Monomer nur ein
Satz roter Chlorophyll-Verbénde vorliegt, kann das Durchmischen von jeweils drei glei-
chen Beitrdgen eines Verbandes zum Fluoreszenzspektrum, wie beim Trimer erwartet,
ausgeschlossen werden. Diese Eigenschaft ist ausschlaggebend, um einzelne Beitrige zur
Fluoreszenz anhand ihrer Polarisation zu isolieren. Nur Monomere bieten die Md&glich-
keit, die Anzahl der Emissionsbeitrége sinnvoll zu bestimmen und Merkmale zu ordnen,
d.h. welche Charakteristika wie hédufig in welchem Spektralbereich vorkommen. In Tabel-
le 4.1 sind Ergebnisse aus einer systematischen Polarisationsanalyse zusammengestellt.
Die grofite gefundene Anzahl von Polarisationsbeitrigen in der gegeniiber P700 rotver-
schobenen Region ist drei und die kleinste eins. Letztere Beobachtung kénnte dadurch
erklart werden, dass nicht bei jedem PS I-Komplex in seinem individuell eingefrorenen
iibergeordneten Konformationszustand alle enthaltenen roten Chlorophyll-Verbénde ab-
fluoreszieren, da entweder bestimmte Energietransferkanile bevorzugt bzw. andere ge-
stort werden oder die gesamte Anregungsenergie ungehindert bis zum energetisch tiefs-
ten Zustand laufen kann. Dies wére auch ein Hinweis darauf, dass zwischen den roten
Pigment-Verbédnden ein effektiver Energietransfer stattfinden kann. Das Ergebnis von
maximal drei Beitrdgen lasst darauf schlieBen, dass pro PS I-Monomer von 7. elongatus
genau drei Emitter zur roten Fluoreszenz beisteuern. Dieses Resultat stimmt dem Ergeb-
nis aus Ref. [Zaz02b] zu, in der ebenfalls von drei roten Zustédnden ausgegangen wird,
die sich aus zwei exzitonisch gekoppelten Dimeren und einem exzitonisch gekoppelten
Trimer von Chl a-Molekiilen zusammensetzen. Die Anzahl von sieben Chl a wurde mit-
tels Dekonvolution von Ensemble-Absorptionsspektren mit Gauflkomponenten bestimmt.
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Die Autoren gingen von insgesamt 96 Chl a pro Monomer aus [Jor01], wihrend in der
Studie [Pal96] noch von 110 Chl a ausgegangen wurde. Die dort gefundene untere Grenze
von neun roten Pigmenten ist somit mit dem Ergebnis in [Zaz02b] vertriaglich. Mit dem
Einzelmolekiil-Experiment ist iiber die Berechnungen aus den Ensemble-Experimenten
hinaus der direkte Nachweis von drei roten Zustédnden gelungen. Zusatzlich konnen di-
rekt Informationen iiber die Eigenschaften der Emitter gewonnen werden. Dabei spielt die
spektrale Dynamik eine entscheidende Rolle. Die einzelnen Emissionen eines Komplexes
lassen sich anhand ihrer spektralen Form in die beiden Kategorien ,,scharfe ZPL“ und
,breite Bande® einteilen. Beide Typen sind in ihrer spektralen Dynamik zwischen den
individuellen Komplexen heterogen und kommen sowohl im Spektralbereich A < 716 nm
als auch in der Region A > 716 nm vor. Moégliche Kombinationen werden aus Tabelle 4.1
ersichtlich. Im stark rotverschobenen Bereich wurden bei knapp 35 % der Monomere zwei
breite Banden gefunden. In ca. 14 % der Fille wurde eine breite rote Bande von einer
ZPL gleicher Polarisationsrichtung begleitet. In einem Fall von 81, der in Abbildung 4.13
gezeigt wurde, besitzt die ZPL eine andere Polarisationsrichtung als die breite Bande.
Dieses Ergebnis zeigt direkt, dass in der Region des C719-Verbands mindestens zwei der
drei zur Verfiigung stehenden Zustdnde emittieren konnen. Daher erscheint eine pau-
schale Zuordnung eines in Ref. [Jor01] vorgeschlagenen Kandidaten zum C719 eventuell
nicht sinnvoll. Der mit 65 % grofite Teil der Komplexe zeigt in dem Bereich nur einen
oder keinen Beitrag. Dies kénnte darauf hindeuten, dass zumindest ein roter Kandidat
existiert, der bevorzugt den energetisch tiefsten Zustand bildet. Jedoch gibt es an dieser
Stelle keinen Hinweis darauf, dass ein wesentlicher Teil der 65 % von ein und demselben
Pigment innerhalb PS I herriihrt.

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

4.7 Zusammenfassung

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

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

Mit Hilfe einer spektral aufgelosten Polarisationsanalyse der Fluoreszenz einzelner Mo-
nomere ist am PS I von 7. elongatus die Bestimmung der Anzahl von roten Emittern
gelungen. Pro Monomer sind drei rote Chlorophyll-Verbénde enthalten. Dieses Resultat
stimmt dem Ergebnis aus der Ensemble-Studie [Zaz02b] zu, in der aus einer Abschit-
zung der Anzahl der beitragenden Pigmente und der Oligomerisierung der ausgewéhlten
Kandidaten (aus Ref. [Jor01]) von drei roten Zusténden ausgegangen wird. Die Wellen-
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langenbereiche der Emissionen variieren stark und iiberschneiden sich héufig. Mindestens
einer dieser roten Zustdnde kann je nach selektiertem Komplex im Spektralbereich des
C708- oder des C719-Verbands emittieren. Somit erscheint eine pauschale Zuordnung der
aus der Studie [Jor01] bekannten Kandidaten eventuell nicht sinnvoll. Eine Zuordnung
konnte eher anhand spektraler Charakteristika, wie z.B. dem individuellen Diffusionsver-
halten, erfolgen.

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