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1 Einleitung

Der Anstieg der Weltbevolkerung und die Entwicklung der Industrie und Weltwirtschaft
wird begleitet von einem erhohten Bedarf an Energie. Im Jahre 2010 betrug der Weltener-
giebedarf 505 EJ (1 EJ = 10'8]) [1]. Mehr als 400 E] wurden dazu aus fossilen Brennstoffen,
wie beispielsweise Kohle, Ol oder Erdgas gewonnen [1]. Es wird ein massiver Anstieg des
Energiebedarfs von 41 % innerhalb einer Zeitspanne von 2012 bis 2035 als Konsequenz des
Angleichs des Lebensstandards von Entwicklungs- und Schwellenldndern an Industriestaaten
erwartet [2]. Eine Prognose der International Energy Agency (IEA) besagt eine Ausschopfung
der Kohlevorréte innerhalb der niachsten 170 Jahre. Der Vorrat an Mineral6l und Erdgas
versiegt nach der gleichen Prognose deutlich eher, ndmlich innerhalb der ndchsten 43 bzw. 66
Jahre [3]. Derzeit werden rund 10 % der benotigten Energie aus alternativen Energietragern
bzw. Biokraftstoffen und ungefiahr 1 % durch Photovoltaik, Wind- oder Wasserkraft gewon-
nen [4]. Taglich erreicht eine Energie von 10700 E] durch Solarstrahlung die Erdoberfldche,
was dem fast zwanzigfachen jahrlichen Weltenergiebedarf entspricht [5] oder anders ausge-
driickt: der Weltenergiebedarf kommt der Solarstrahlung einer guten Stunde gleich. Um den
ansteigenden Weltenergiebedarf ausreichend zu decken ist es daher sinnvoll erneuerbare
Energiequellen zu erforschen und verbessern.

Die Photosynthese ist ein Prozess bei dem mittels Sonnenenergie und verschiedenster,
lebensraumabhéngiger, meist anorganischer Stoffe biochemische Energie erzeugt wird. Un-
ter der Berticksichtigung, dass sich lebende Organismen seit iiber 3 Milliarden Jahren der

Photosynthese bedienen, um ihren Metabolismus anzutreiben und der Endlichkeit fossiler
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Brennstoffvorrite, wére es der logische Schritt von der Natur vorgegebene Mechanismen
zu etablieren unter welchen die Photosynthese das Musterbeispiel darstellt. Die ersten Or-
ganismen, deren Metabolismus durch Photosynthese angetrieben wurde waren Bakterien.
Diese (bis auf Cyanobakterien) betreiben anoxygene Photosynthese, bei der anstatt Sauerstoff
beispielsweise Schwefel oder Sulfate produziert werden [6, 7]. Ihre wichtigsten, lichtabsor-
bierenden Pigmente sind sogenannte Bakteriochlorophyllmolekiile (BChl Molekiile), die
abhingig von der Bakterienspezies in supramolekularen Aggregaten angeordnet sind [8-
10]. Bei der bakteriellen Photosynthese wird Licht von Antennenkomplexen der Bakterien
absorbiert und iiber weitere Komplexe (meist Pigment-Protein Komplexe) wird die Ener-
gie bis hin zum Reaktionszentrum transferiert, in dem schlieSlich eine Ladungstrennung
stattfindet und freie Energie in Form von ATP bereit gestellt wird [11-13]. Die Verwendung
organischer Materie fiir jegliche solar betriebene Energieerzeugung setzt hochst effiziente
Lichtsammelkomplexe voraus, um die Zahl absorbierter Photonen maximieren zu kénnen.
Die entscheidenden Aspekte, die fiir die Solarenergiekonversion relevant sind, ist erstens
wie Quenching der angeregten Energieniveaus der Antennenkomplexe vermieden wird,
damit die vorhandene Energie fiir einen Transfer zur Verfiigung steht und zweitens wie ein
derart effizienter Energietransfer bis hin zum photosynthetischen Reaktionszentrum erreicht
werden kann [14].

Eines der effizientesten Antennensysteme, die in der Natur gefunden werden sind soge-
nannte Chlorosome griiner Schwefel- und Nichtschwefelbakterien, die aus verschiedenen
Komponenten bestehen (vgl. Abschnitt 2.3.1). Ihre wichtigste Komponente sind BChl Mole-
kiile, die innerhalb eines Monolipidumschlags zu supramolekularen Strukturen aggregieren
und fiir die Absorption von Photonen verantwortlich sind, damit das Bakterium Photosyn-
these betreiben kann. Sie erlauben ihm des weiteren das Wachstum in extrem lichtarmen
Umgebungen [15-17].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Einzelmolekiiltechniken und numerische Computer-
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simulationen verwendet um photophysikalische und strukturelle Eingenschaften der in
Chlorosomen des griinen Schwefelbakteriums Chlorobaculum tepidum enthaltenen BChl ¢
Molekiilaggregate zu ergriinden. Erste erlauben die Untersuchung einzelner Komplexe und
konnen Eigenschaften offen legen, die unter Ensembleexperimenten durch Mittelung iiber
eine Vielzahl von Komplexen verborgen bleiben. Simulationen verschiedener Aggregat-
strukturen erlauben durch Vergleich mit experimentellen Ergebnissen Riickschliisse auf die
strukturelle Anordnung in Chlorosomen enthaltener Pigmentaggregate. Die Struktur der in
Chlorosomen enthaltenen BChl Aggregate ist bis dato nicht gekladrt und konnte auch durch
Rontgenbeugung nicht vollstandig aufgeschliisselt werden [18, 19].

Der Leitfaden der vorliegenden Arbeit ist wie folgt: Im zweiten Kapitel wird genauer
auf den Prozess der Photosynthese eingegangen und in diesem Rahmen werden einzelne
Komponenten des Photosyntheseapparates griiner Schwefelbakterien besprochen. Schlus-
sendlich stellt ein chronologischer Uberblick die Historie der Forschung an griinen Bakterien
und Chlorosomen dar. Der erste Teil des dritten Kapitels fasst die Grundlagen der Spek-
troskopie kurz zusammen und wird gefolgt von theoretischen Studien an J-Aggregaten,
die verwendet werden um supramolekulare BChl Molekiilaggregate, wie sie im Inneren
von Chlorosomen vorliegen, zu beschreiben. In Kapitel vier wird der verwendete Aufbau
beschrieben mit dem grofitenteils polarisationsaufgeldste Fluoreszenz-Anregungsspektren
individueller Chlorosome aufgenommen wurden. AufSerdem wird die Probenprédparation
beschrieben. Die experimentellen Ergebnisse der Ensemblemessungen und der Messungen
an einzelnen Chlorosomen werden in Kapitel fiinf besprochen, welches von numerischen
Computersimulationen diverser supramolekularer Strukturen, die in Chlorosomen enthalte-
ne BChl Molekiilaggragate beschreiben sollen, gefolgt wird. Die grundlegende Anordnung
der BChl Molekiile innerhalb der Aggregate basiert dabei auf einer durch NMR Experimente
gefundenen Einheitszelle. Die experimentellen und simulierten Ergebnisse werden in Kapitel

sieben im Zusammenhang diskutiert. Eine Zusammenfassung und der Abschluss finden sich
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im letzten Kapitel dieser Arbeit.



2 Bakterielle Photosynthese

2.1 Photosynthese

Der Prozess, bei dem die Energie des Lichtes in chemische Energie transformiert wird, nennt
sich Photosynthese. Pflanze, Algen und einige Bakterienarten bedienen sich der Photosynthe-
se, um in sehr unterschiedlichen Umgebungen zu gedeihen [9, 20]. Jeder dieser Organismen
fiihrt den Photosyntheseprozess dabei unterschiedlich aus. In jedem Fall, wird das Licht
durch Pigmente, wie z.B. Chlorophyll, Bakteriochlorophyll, Karotinoide etc. absorbiert, die
dadurch in elektronisch angeregte Zustidnde versetzt werden [21-24]. Die dadurch aufgenom-
mene Energie wird dann durch den Photosyntheseapparat des Organismus transferiert, um
die biochemische Energie, Adenosintriphosphat (ATP, auch als molekulare Energieeinheit
bezeichnet [11, 13]), herzustellen, die notwendig ist, um den Zellmetabolismus zu betreiben
[12]. Eine Gesamtreaktion der Photosynthese mit Kohlenstoffdioxid als Ausgangsstoff und
H, A als Reduktans, wobei A stellvertretend fiir Sauerstoff (O) oder Schwefel (S) steht, wird
beschrieben durch Gleichung (2.1).

2C0, +2H,A s 2CH,0 +2A + H,O 2.1)

Hierbei reprasentiert hv die Energie des Lichtes. Im Fall von H,O als Reduktans, wird bei
der Photosynthese elementarer Sauerstoff freigesetzt und man spricht dabei von oxygener

Photosynthese, im Fall von H;S, wird elementarer Schwefel freigesetzt und man bezeichnet
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den ablaufenden Prozess als anoxygene Photosynthese. Weitere Details zur Photosynthese
werden in den Referenzen [9, 12, 20, 25] beschrieben.

Lebewesen, die Licht als Energiequelle verwenden, werden als phototrophe Organismen
bezeichnet und kdnnen in zwei Gruppen unterteilt werden: photoautotrophe und photohete-
rotrophe Organismen. Im Gegensatz zu den Phototautorophen, die CO, als Kohlenstoffquelle
verwenden, nutzen die Photoheterophen Kohlenhydrate, Fettsduren und Alkohole [6]. Die
meisten Pflanzen, Algen, griine Schwefelbakterien usw. sind photoautotrophe Organismen,
wohingegen griine nicht-Schwefel Bakterien und nicht-Schwefelpurpurbakterien, Heliobak-
terien Vertreter der Photoheterophen sind [26]. Einige Vertreter der photoheterotrophen
Organismen, wie z.B. Pflanzen, Algen oder Cyanobakterien, betreiben oxygene Photosyn-
these. Im Gegensatz dazu betreiben z.B. griine Schwefelbakterien anoxygene Photosynthese
[20, 27-29].

Der Vollstandigkeit halber miissen noch die chemotrophen Organismen erwdhnt werden.
Sie ziehen die benotigte Energie durch Oxidation von Elektronendonatoren ihrer Umgebung.
Die Chemotrophen verwenden dazu entweder organische oder anorganische Stoffe und

werden deshalb als chemoorganotroph bzw. als chemolitotroph bezeichnet [23, 30-33].

2.2 Grune Bakterien

Bakterien werden unterscheiden durch die Art ihres Metabolismus: phototroph, litotroph
oder organotroph. Das bedeutet, dass ihre Energiequelle Sonnenlicht, anorganische und
organische Stoffe sind. Sowohl griine Schwefel- als auch nicht Schwefelbakterien gehoren
zur Klasse der phototrophen Organismen, genauso wie Cyano- oder Purpurbakterien. Um
genauer zu sein sind griine Schwefelbakterien phototroph [34], wohingegen griine nicht
Schwefelbakterien auf zwei verschiedenen Arten gedeihen konnen: autotroph und hetero-

troph [35].
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Generell sind griine Schwefel- und Nichtschwefelbakterien unterschiedlich und gehoren
zu unterschiedlichen Phyla: chlorobi bzw. chloroflexi. Allerdings haben die Bakterien beider
Stamme ihre einzigartigen Lichtsammelkomplexe, die so genannten Chlorosome (vgl. Kapi-
tel 2.3.1), gemein. Ein weiteres Bakterium, Candidatus Chloracidobacterium thermophilum des
Stammes acidobacteria, wurde unldngst entdeckt [7].

Bakterien des Stammes chloroflexi prosperieren in relativ hellem Licht, wie z.B. unter
mikrobiellen Matten, nah unter Wasseroberflache oder zwischen Lagen von Cyanobakterien
[35]. Ihr Reaktionszentrum ist vom Pheophytin-Chinon Typ, welches von weiteren, in der
zytoplasmatischen Membran eingebetteten Antennenkomplexen umgeben ist [8, 10, 35].
Das beste Beispiel fiir ein photoautotrophes griines nicht-Schwefelbakterium ist Chloroflexus
aurantiacus [36-39]. Spezies griiner Schwefelbakterien leben, im Gegensatz dazu in sehr
licht armer, anoxygener, Sulfid reicher Umgebung. Man findet sie unter anderem in einer
Tiefe von ca. 110 m bis 120 m im Matano See oder in 80 m Tiefe im schwarzen Meer [35,
40]. Eine weitere Spezies wurde in einer Meerestiefe von 2500 m, in direkter Umgebung
einer hydrothermalen Quelle im pazifischen Ozean entdeckt [41]. Griine Schwefelbakterien
besitzen ein Reaktionszentrum vom Fe-S Typ, das durch einen weiteren Antennenkomplex,
den FMO Protein-Komplex (benannt nach Fenna, Matthews und Olsen) mit den Chlorosomen
verbunden ist [35]. Um in derart lichtarmen Umgebungen zu Uberleben zu kénnen benétigen
sie deshalb einen Photosyntheseapparat von einmaliger Effizienz.

In dieser Arbeit werden die in Chlorosomen enthaltenen Bakteriochlorophyllaggregate des
griinen Schwefelbakteriums Chlorobaculum tepidum auf ihre elektronische Struktur untersucht,
weshalb im Folgenden der photosynthetische Apparat dieses Stammes genauer erldutert

wird.
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2.3 Der photosynthetische Apparat griner Schwefelbakterien

Der photosynthetische Apparat griiner Schwefelbakterien besteht aus Chlorosomen, in de-
ren Monolipidumschlag ein weiterer CsmA-Bchl a Protein-Komplex eingebunden ist, dem
FMO Pigment-Protein Komplex und einem Reaktionszentrum vom Fe-S Typ. Eine genaue
Beschreibung der einzelnen Bestandteile wird im Folgenden gegeben und ein Schema dieses

Photosyntheseapparates ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

20
@‘{&'i{z&‘ 0 gouble
o "‘&‘r’ﬁ Yauat* 0 electron
\ IP;A l donor
I

. NAD(P)
Ferredoxin  reqyctase

TR
IgaiaRs AL

Poriplem Reaction center Rieske ISP

core complex cytochrome b
Cytochrome ¢ complex

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des photosynthetischen Apparates des griinen Schwefel-
bakterium Chlorobaculum tepidum. Aus [42]

2.3.1 Chlorosome

Chlorosome sind die dufleren Lichtsammelkomplexe der photosynthetischen griinen Bakte-
rien. Sie liegen auf der Innenseite der zytoplasmatischen Membran und haben eine durch-
schnittliche Lange von 100 nm bis 200 nm, Breite von 50 nm bis 100 nm und Hoéhe von 20nm

bis 40 nm. Thre Grofien hangen aufierdem stark von der jeweiligen Spezies ab [10, 35, 43-46].
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Chlorosome griiner Schwefelbakterien umfassen verschiedene Komponenten: 200000 to
250000 Bakteriochlorophyll (BChl) Molekiile (BChl ¢, d oder ¢, abhédngig von der Spezies),
2500 BChl a Molekiile, 20 000 Karotinoide, 15000 Chlorobiumquinone, 3000 Menaquinon-7
Molekiile, 20 000 Lipide und 5000 Proteine [47, 48].

Das Chlorosom ist ummantelt von einem Monolipidumschlag (MDGD: Monogalactosyl
Diglycerid), welcher von Proteinen durchsetzt ist. Eines dieser Proteine ist CsmA, das BChl a

bindet und somit einen Protein-Komplex, die sogenannte Baseplate, formt [34, 45, 49, 50].

Bakteriochlorophyll

Bakteriochlorophyll (BChl) Molekiile sind die wichtigsten Pigmente der Chlorosome. Abbil-
dung 2.2(a) zeigt die grundlegende Struktur eines BChl Molekiils, in der sieben Positionen
markiert sind (R3, Ry, Rg, Rq», Ry3, R1i7 und Ry), deren Substituenten modifiziert werden
konnen. Bei der Bindung zwischen den Kohlenstoffmolekiilen der Positionen 7 und 8 handelt

es sich entweder um eine Einzel- oder eine Doppelbindung.

(a) (b) 1 \‘ — BChla
---BChlb

0.8} —BChl ¢

BChl d

0.6 ——BChle

©
NS
T

Intensitit [w.E.]

o
N
T

0 ! ! — ! !
12000 15000 18000 21000 24000 27000

Photonen Energie [cm ']

Abbildung 2.2: (a) Strukturelle Basis eines Bakteriochlorophyllmolekiils. Positionen an denen die
Seitengruppen variieren sind in rot markiert. Aus [22]. (b) Absorptionsspektren von monomer vor-
liegenden Bakteriochlorophyllmolekiilen. BChl a (schwarz, durchgehend), b (schwarz, gestrichelt), c
(blau), 4 (griin) und e (rot). Aus [51].

Die strukturelle Basis fiir BChl 2, b und ¢ Molekiile bildet ein Bakteriochlorin Makrozyklus
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mit einem zentralen Magnesiumion und zwei reduzierten Pyrrolringen (II, IV) und einer
einfachen Bindung zwischen den Kohlenstoffatomen an den Positionen 7 und 8. Im Fall
von BChl ¢, d, e und f handelt es sich um einen Chlorin Makrozyklus (mit zentralem Mg
Atom) mit einem reduzierten Pyrrolring (IV) und einer Doppelbindung zwischen den bereits
erwahnten Kohlenstoffatomen. Fiir die verschiedenen Arten von Bakteriochlorophyll sind in

Tabelle 2.1 die unterschiedlichen Seitengruppen der jeweiligen Positionen aufgelistet.

Position

3 7 8 7,8-Bindung | 12 132 20 | 178
BChl a -CO-CHj M E einfach M | _co-0o- CH; H | P(GG)
BChl b -CO-CH;,4 M =CH-CH,4 einfach M -CO-0-CH;, H P
BChlc! | _cHOH-CcH; | M E, Pr, 1 doppelt | M,E H M| F°
BChlc? | _cHOH-CH; | M E doppelt M M| s°
BChld | _cHOH-CH, | M E,Pr, N doppelt | M,E H H| F°
BChle | -cHOH-CH;  |-cHO | EPLLN doppelt E H M| F°
BChlf® | _CHOH-CH 5 | -CHO Alkyl doppelt alkyl H H | Alkyl
BChl g -CH=CH, M =CH-CH;,3 einfach M -CO-0-CH;, H F

Tabelle 2.1: Substituenten in Chlorophyll Molekiilen. Aus [22, 52].

1) Griine Schwefelbakterien.

2 ) Griine Nichtschwefelbakterien.

3 ) Vorgeschlagener Name fiir ein BChl e Molekiil, dem das C-20 Methyl fehlt. Kein natiirliches
Vorkommen (Risch 1988 LAC 343).

4) Sowohl die R und S Konfiguration der C-3! Position sind in beiden Typen griiner Bakterien
vorhanden, wobei die R Konfiguration die haufigere ist.

5 ) Unter nattirlichen Bedingungen liegen ebenfalls andere Alkohole vor.

6 ) Ausserdem in geringeren Mengen GG, P, Cetyl and Oleyl.

Abkiirzungen: BChl - Bakteriochlorophyll, E - Ethyl, F - Farnesyl, GG - Geranylgeranyl, H - Wasserstoff,
I - Isobutyl (2-Methylpropyl), M - Methyl, N - Neopentyl (2,2-Dimethylpropyl), P - Phytyl, Pr - Propyl,
S - Stearyl.

Die Absorptionsspektren von monomer vorliegenden BChl g, b, ¢, d und e sind in Abbil-

10
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dung 2.2(b) dargestellt. Es ist klar zu erkennen, dass jedes der Spektren drei Hauptabsorpti-
onsbanden besitzt, welche nach dem gleichen Leitmotiv aufgebaut sind: eine herausragende
Absorptionsbande befindet sich bei niedriger Energie, eine schwache Bande ist im Vergleich
dazu zu leicht hoheren Energien Energien und eine weitere starke Absorptionsbande befin-
det sich bei hoher Energie. Die starke Absorptionsbande bei niedriger Energie wird als Qy
Bande bezeichnet, die dem Ubergangsdipolmoment zugrunde liegt, das iiber die Pyrrole I
und III gerichtet ist (vgl. Abbildung 2.2(a)). Die zweite, schwache Bande ist die Qyx Bande
und resultiert aus dem Ubergang, der senkrecht zum Qy Ubergang orientiert ist. Die starke
Absorption bei hohen Energien wird als Soret Bande bezeichnet und befindet sich zwischen
Energien von ca. 22500 cm ™! bis 25000 cm ! fiir BChl ¢ und BChl d und hoheren Energien
tiir BChl 2 und BChl b. Die zu BChl 2 und BChl b gehdrenden Absorptionsspektren weisen
eine schwache Bande bei ungefdhr 17000 cm ™! (Qx) und eine heraus stechende Bande bei
12500 cm~! (Qy) auf. Dieser Umstand verhilt sich dhnlich bei den Spektren von BChl ¢ und
BChl d, allerdings ist hier die heraus stechende Qy Bande zu hoheren Energien von unge-
fahr 15000 cm ™! verschoben, sodass die schwichere Qy Bande als Schulter auf der hoheren
Energien zugewandten Seite erscheint.

Die BChl Molekiile befinden sich im inneren des Chlorosoms, in dem sie sich selbstdandig
zu Pigmentaggregaten zusammenfiigen, deren Struktur ohne Proteingeriist zusammenbhalt.
Griine Schwefelbakterien enthalten, wie bereits erwahnt, BChl ¢, d oder e [34, 47, 53], aber
auch BChl f wurde vor kurzem in Chlorosomen von mutierten Bakterien gefunden [50, 54].
BChl f enthaltende Chlorosome kommen unter natiirlichen Umstdnden nicht vor, bzw. ist bis
dato nichts gegenteiliges bekannt. Die Absorptionsmaxima der selbst anordnenden BChl Mo-
lekiilaggregate sind im Gegensatz zum monomerisch vorliegenden BChl stark rot verschoben.
Beispielsweise ist das Absorptionsmaximum von BChl Aggregaten der Chlorobaculum tepidum
Chlorosome gegeniiber dem monomerischen BChl ¢ um ca 1500 cm ™! von 14993 cm ™! nach

13514 cm ™! verschoben [34]. Die Frage nach der Struktur dieser Aggregate ist umstritten und

11



2 Bakterielle Photosynthese

verschiedene Modelle dafiir wurden bisher fiir unterschiedliche Spezies aufgestellt [49, 50].

Karotinoide

Karotinoide bilden eine weitere wichtige Gruppe an Pigmenten in Chlorosomen. Sie machen
ungefdhr einen Anteil von 10 % der im Chlorosom enthaltenen Pigmente aus [50]. Karotinoide
bestehen aus Ketten von Isopren-Einheiten. Entweder an einem oder an beiden Enden
dieser Kette befindet sich eine aromatische Verbindung. Die wichtigsten Karotinoide in
Chlorosomen griiner Schwefelbakterien sind Chlorobacten, y — Caroten und Isorenieraten.

Ihre chemische Struktur ist in Abbildung 2.3 dargestellt.

S W B T T T W =
0-Gle-R
S N S YVl Vil W Nl T O GeR

xxx\\.‘\‘x\.\.‘

Abbildung 2.3: Chemische Strukturen von Carotinoiden, die in Chlorosomen griiner Schwefelbakteri-
en enthalten sind. (a) Chlorobacten, (b) v — Caroten, (c) Isorenieraten. Nach [10].

(a)

(b)

(c)
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Karotinoide absorbieren Licht im sichtbaren Bereich von 350 nm bis 550 nm (~ 18 180 cm ™!
bis 28 570 cm~!) und erweitern somit die Absorptionsbandbreite der Chlorosome [55, 56].
Aufierdem haben sie die Photoprotektion zur Aufgabe, wobei verhindert wird, dass hoch-
reaktiver Singulett Sauerstoff, der aus der Umgebung der Bakterien stammt, gebildet wird.
Durch sogenanntes inter-system crossing (vgl. Kapitel 3) ist es moglich, dass ein angeregtes
BChl Molekiil in einen Triplett Zustand tibergeht. Von diesem Zustand ist ein Energietransfer
auf den Sauerstoff moglich, was zu angeregtem Singulett Sauerstoff fithrt (BChl* +3 O, —!
BChl +! 03). Karotinoide sind in der Lage den Triplett Zustand eines Bakteriochlorophyllmo-
lekiils abzuregen (®BChl* +! Car — 'BChl +3 Car*) [57, 58].

Auflerdem wird vermutet, dass Karotinoide eine wichtige Rolle in der Anordnung der BChl
Molekiile iibernehmen. Sie befinden sich in den Zwischenrdumen, die durch die Farnesylreste
der BChl Molekiile entstehen. Durch Variation der Karotinoidmenge in Chlorosomen wird

somit die Entfernung zwischen den selbst angeordneten BChl Aggregaten verdandert [59-61].

Chinone

Chinone regulieren den Energietransfer von den BChl Molekiilen zur Baseplate. Sie quenchen
Anregungen unter Anwesenheit von Sauerstoff, um die Photosyntheserate zu verlangsa-
men [62]. AufSerdem schiitzen sie den Organismus vor hochreaktivem O, , das in den Fe-S
Clustern des Reaktionszentrums gebildet wird [34, 63]. Griine Schwefelbakterien enthalten
Menaquinon-7 (MK-7) und Chlorobiumquinon. Die Menge an Chinonen in Chlorosomen
betrédgt 0,1 mol pro 1 mol Bakteriochlorophyll [45, 62]. Ihre chemische Struktur ist in Abbil-
dung 2.4 dargestellt.
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Abbildung 2.4: Chemische Struktur der in Chlorosomen griiner Schwefelbakterien enthaltenen Qui-
none. (a) Chlorobiumquinon (CK), (b) Menaquinon-7 (MK-7). Nach [10].

Proteine

Chlorosomale Proteine sind nicht im Inneren des Chlorosoms enthalten sonder befinden
sich im umgebenden Monolipidumschlag. Zehn Proteine der griinen Schwefelbakterien
Chlorobaculum tepidum und Chlorobium vibrioforme konnten identifiziert werden: CsmA, CsmB,
CsmC, CsmD, CsmE, CsmF, CsmH, Csml, Csm] und CsmX [42, 53, 64—66]. Die individuelle
Deaktivierung von neun der zehn Gene, die zur Codierung der Proteine notig sind, hat
keinen bzw. nur einen geringen Einfluss auf die Funktionalitdt der Chlorosome, ihre Ab-
sorptionseigenschaften, Pigmentgehalt oder die Wachstumsraten der Bakterien im Vergleich
zu den nicht mutierten Organismen. CsmA ist das einzige Protein, das unabdingbar fiir
die uneingeschrankte Funktionalitdt des Chlorosoms ist. CsmA bindet BChl 2 und ist somit
notwendig fiir die Bildung der Baseplate [47]. Grofie, Form und die spektralen Position
der Absorptionsmaxima von Chlorosomen werden durch CsmB/CsmF und CsmC/CsmD
Protein-Leitmotive beeinflusst [67]. Csml, Csm] und CsmX enthalten Eisensulfid-Cluster und

sind verantwortlich fiir die Reduktion der Quencher, wie z.B. Chinone [68].

2.3.2 Baseplate

Wie zuvor erwdhnt ist CsmA das einzige Protein, das essentiell fiir ein funktionsfahiges
Chlorosom ist [47]. Es bindet BChl 2 und bildet mit ihm 2-dimensionale, parakristalline
Strukturen aus [10, 69-72]. Diese parakristallinen Strukturen bestehen angenommener weise

aus Dimer-Einheiten. Ein Modell der Baseplate des griinen Schwefelbakteriums Chlorobaculum
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tepidum wird in Referenz [73] beschrieben. Die Baseplate fungiert als Verbindung um den
Energietransfer von den im Inneren des Chlorosoms befindlichen BChl Aggregaten zum
FMO Pigment-Protein Komplex zu gewéhrleisten. Ihre Absorptionsmaximum liegt bei einer
spektralen Position von ungefahr 12 580 cm ™! (~ 795nm) und ist um 460 cm~! (30 nm)
gegeniiber dem monomer vorliegenden BChl a2 zu geringeren Energien verschoben. Sie

emittiert annihernd bei Wellenzahlen von 12120 cm ™! (~ 825nm) [74, 75].

2.3.3 FMO Komplex

Der FMO Komplex (benannt nach seinen Entdeckern Fenna, Matthews und Olson) wurde
ausgiebig studiert und war der erste Pigment-Protein Komplex dessen Struktur analysiert
wurde [76]. Es handelt sich um ein trimerisches Molekiil, bei dem jede der drei Einheiten aus
acht BChl a Molekiilen besteht, die von zwei beta Faltblatt-Strukturen ummantelt sind. Der
FMO Komplex agiert als ein Mediator fiir den Energietransfer zwischen der Baseplate und
dem Reaktionszentrum. Wahrend des Energietransfers entstehen langlebige Quantenkoha-
renzen, die moglicherweise eine entscheidende Rolle fiir die Effizienz und die Richtung des

Energietransfers spielen [77-81].

2.3.4 Reaktionszentrum

Griine Schwefelbakterien besitzen ein Reaktionszentrum vom Fe-S Typ, dhnlich wie jene des
Photosystem I [8, 10, 45, 82-85]. Es umfasst 16 BChl a Molekiile, vier Chl a Molekiile und
zwei Karotinoide [86]. Das Reaktionszentrum besitzt im Falle von Chlorobaculum tepidum vier
Einheiten: (i) das P840 Reaktionszentrumsprotein PscA, (ii) das FeS Protein PscB, (iii) PscD
und (iv) das Cytochrom c [87]. Die Ladungstrennung findet durch Oxidation des P-840 (ein
BChl a Dimer) und Cytochrom c statt [88]. Das ATP wird dann durch Reduktion des Bakte-
riochlorophylls durch einen Elektronendonator, beispielsweise HjS, synthetisiert. Danach

wird entweder NADP™ zu NADPH oder NAD ™ zu NADH reduziert [20, 89].
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2.3.5 Chlorosome der Mutanten des griinen Schwefelbakteriums Chlorobaculum

tepidum

Mutationen der Gensequenzen des Bakteriums Chlorobaculum tepidum gewdhren Zugang
tiber die Kontrolle bestimmter Seitengruppen der BChl Molekiile. Ausgehend vom Stamm
ATCC 49652 leitet sich der Stamm WT2321 ab. Durch die PCR Megaprimer Methode ist es
moglich verschiedene Gene separat zu deaktivieren oder zu verstarken. Eine ausfiihrliche
Beschreibung dieser Methode ist in den Referenzen [90, 91] zu finden. Die Mutationen
beeinflussen die Seitengruppen Rg, Ri; oder Ry, die an den entsprechend nummerierten
Kohlenstoffatomen (Cg, C12, Cyp) eines BChl Molekiils befindlich sind. Je nachdem auf welche
der Seitengruppen (Rg, Ri» oder Ryp) Einfluss genommen wird, werden die Mutanten als
bchQ, behR oder behU Mutant bezeichnet. Es ist aufierdem moglich mehrere Gene gleichzeitig
zu deaktivieren, woraus der bchQ bchR (kurz bchQR) Mutant und der bchQ bchR behU (kurz
bchQRU) Mutant entstehen. Ein Uberblick {iber die Mutanten ist in Tabelle 2.2 abgebildet.
Chlorosome verschiedener Mutanten wurden in Bezug auf ihre Absorptionseigenschaften
und ihren Zirkulardichroismus untersucht [93]. Hieraus ist ersichtlich, dass die Nahordnung

der BChl Anordnung stark durch die Festlegung einzelner Seitengruppen beeinflusst wird.
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Mutant Position der entstehende BChl Homolog
Seitengruppe(n) | Seitengruppe(n)
- Rg = E, n-Pr, T
wild type - Ry, =M, E BChl ¢
- Ry =M
Cs Rg =E
bchQ - Rip =M, E BChl ¢
- Ry =M
- Rg =E, n-Pr, 1
bchR C12 R]z =M BChl ¢
- Ry =M
- Rg = E, n-Pr, 1
behU - Ri; =M, E BChl d
Cao Ry =H
Cs Rg =E
bChQR C12 R12 =M BChl ¢
- Ry =M
Cs Rg =E
bchQRU Cp2 Rip =M BChld
Cao Ry =H

Tabelle 2.2: Seitengruppen der Mutanten des griinen Schwefelbakteriums Chlorobaculum tepidum
[90, 91]. Zur Ubersichtlichkeit der Positionen der Seitengruppen ist das gleiche Geriist eines Bakteri-
ochlorophyllmolekiils wie in Abbildung 2.2(a) rechts neben der Tabelle dargestellt.

Abkiirzungen: E - Ethyl, H - Wasserstoff, I - Isobutyl (2-Methylpropyl), M - Methyl, Pr - Propyl. [92]

2.4 Historische Ubersicht der Forschung an Chlorosomen

Das erste Mal wurden vollstindige Chlorobium Vesikel (Chlorosome) der griinen Bakterien
Chlorobium limicola und Chlorobium thiosulfatophilum von Germaine Cohen-Bazire, Norbert
Pfennig und Riyu Kunisawa im Jahr 1964 extrahiert [94]. Durch Elektronenmiskroskopie
folgerten Cruden und Steiner im 1970 intravesikulédre Strukturen mit Durchmessern von
9nm bis 10nm und einer zentralen Aussparung mit einem Durchmesser von 3 nm [95]. Das
erste Modell fiir Chlorosome wurde 1976 von Olsen vorgeschlagen [96]. Dieses besagt, dass

das im Chlorosom enthaltene Bakteriochlorophyll von einen Lipidumschlag umgeben und
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an der cytoplasmatischen Membran verankert ist. Es wurde angenommen, dass sich die
zugehorigen Schichten der Membran und das Zytoplasmas des besagten Lipidumschlags
unterscheiden. Geméfs des Modells sollte sich der CsmA-BChl a Protein-Komplex zwischen
der cytoplasmatischen Membran und der Membran zugewandten Schicht befinden.

Chlorosome des griinen Nichtschwefelbakteriums Chloroflexus Aurantiacus wurden mit-
tels Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie untersucht [97]. Es wurde geschlussfolgert, dass
Chlorosome dieser Spezies Aggregate zylindrischer Form mit einem Durchmesser von un-
gefdhr 5,2 nm besitzen, die sich iiber die gesamte Lange der Chlorosome erstrecken. 1986
untersuchte man Chloroflexus aurantiacus Chlorosome mit Hilfe der optischen Spektroskopie
[98]. Es wurden dabei zwei optisch Uberginge der BChl ¢ Aggregate gefunden, der erste
bei einer Wellenldnge von 742 nm unter einem Winkel von 37° bezogen auf die Lange Achse
des Zylinders, der zweite bei 725 nm unter einem Winkel von 16°. Des weiteren wurde ein
Winkel von 55° zwischen Ubergangsdipolmomenten des BChl ¢ und BChl a geschlussfolgert.

Im gleichen Jahr kamen van Dorssen et. al. durch Absoprtions-, Lineardichroismus-,
Fluoreszenz-Anregungs- und Fluoreszenz-Emissionsspektroskopie an Chlorosomen von
Chlorobium limicola zu der Erkenntnis, dass die Baseplate ein integraler Bestandteil des ge-
samten Chlorosoms sein muss und eine wichtige Funktion im Energietransfer ausgehend
von den BChl ¢ Aggregaten zur photosynthetischen Membran spielt [99].

Nachdem angenommen wurde, dass das BChl innerhalb der Chlorosome selbst organi-
sierend ist [100, 101] und Aggregate ausbildet, die kein weiteres Proteingertist benotigen
[102] wurden semiempirische Kréftefeld Berechnungen und quantenchemische Methoden
an BChlid d Aggregate angewandt (Chlorophyllide (Chlide) bzw. Bakteriochlorophyllide
(BChlide) sind Chlorophylle bzw. Bakteriochlorophylle ohne Phytyl-, Farnesyl- oder Stearyl-
alkoholseitenketten, vgl. Abbildung 2.5) [103]. Fiir die Seitengruppen Rg, Ry, des BChlid d an
den Positionen 8 und 12 (Cg, C1,) wurden Methylgruppen (CH3) angenommen. Fiir die Cpg

Position, an der sich im Fall von BChlid d ein Wasserstoffatom befindet, wurde keine Seiten-
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(a) (b)

CH,CH, (E)
CH,CH,CH, (Pr)

8 CH,CH(CH,), ()
CH,C(CH,), (N)

CH,CH, (E)
12 CH, (M)

0R17 Farnesyl

Abbildung 2.5: (a) Grundgeriist eines BChl d Molekiils. Die Seitengruppen Rg und R, der Kohlen-
stoffatome an den Positionen 8 und 12 (Cg, Cj2) sind variabel und sind jeweils rechts neben den
entsprechenden Positionen aufgelistet. BChl d besitzt ausserdem eine Farnesylkette (R;7), BChlid
d weist an entsprechender Position keine Seitenkette auf. (b) BChlid d mit Methylgruppen an den
Positionen Cg und Cyy, wie es fiir die Berechnungen in Referenz [103] verwendet wurde.
Abkiirzungen: E - Ethyl, I - Isobutyl (2-Methylpropyl), M - Methyl, N - Neopentyl, Pr - Propyl. Nach
[22,52,103-105]

gruppe gewahlt. Abbildung 2.5(b) zeigt ein BChlid Molekiil, wie es fiir die Berechnungen
verwendet wurde.

Durch diese Analyse wurden zwei wichtige Wechselwirkungen der BChlide gefunden:
(i) Die intrastack Wechselwirkung: aneinander grenzende BChlid Molekiile binden tiber die
Hydroxylgruppe (OH) der 3! Position (C%) mit dem zentralen Mg Atom. (ii) Die interstack
Wechselwirkung: aneinander grenzende BChlid Molekiile verschiedener Stacks binden tiber
die Hydroxylgruppe (OH) der 3! Position (C},) und der Ketogruppe (CO) der 13! Position
(Cl;). Die intra- und interstack Wechselwirkungen sind in Abbildung 2.6(a) verdeutlicht.
Uber diese Wechselwirkungen war es moglich ein lamellenartiges Aggregat aus 40 BChlid
Molekiilen zu erstellen, das einen Kriimmungsradius von 2,7 nm aufweist (Abbildung 2.6(c)).

Das beschriebene Modell wurde erweitert und eine geschlossene, zylindrische Struktur mit

einem Durchmesser von 4,6 nm wurde erzeugt. [106]. Hierbei lag ein Abstand von 0,65 nm
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(a)

z-Achse J

(b)
®z-Achse

Abbildung 2.6: (a) Verdeutlichung der intra- und interstack Wechselwirkungen. Die z-Achse ist
parallel zur intrastack Richtung. Bindungen sind durch gestrichelte Linien angedeutet. (b) Darstellung
des Winkels a zwischen einem Ubergangsdipolmoment eines BChlid Molekiils und der Tangente der
Aggregatberandung. (c) Seitenansicht (oben) und Ansicht von oben (unten) des energieminimierten
Aggregates aus 40 BChlid Molekiilen, angeordnet in Stacks zu 5, 10, 10, 10 und 5 Einheiten. In der
Ansicht von oben ist eine Kriimmung erkennbar. Nach [103, 106]

zwischen angrenzenden Stacks. Die Winkel zwischen den Ubergangsdipolmomenten der
BChlid Molekiile und der Stackrichtung (z-Achse) bzw. der Tangente der Zylinderberandung
betrugen B = 36,7° bzw. « = 9,6° (vgl. Abbildung 2.6(a,b)). Zur Simulation der Spektren
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wurde ein Frenkel-Exziton Hamiltonian herangezogen (vgl. Kapitel 3.3), aufserdem wur-
den Pigmente als Punktdipole angenommen. Die derart simulierten Spektren stimmen gut
mit experimentell aufgenommenen Spektren iiberein. Durch Hochfeld 2-D und 3-D MAS
NMR an Chlorosomen von Chlorobaculum tepidum wurde auf eine doppelwandige, zylin-
drische Form der enthaltenen BChl ¢ Aggregate geschlossen [107]. Die Farnesylreste (R;7)
des inneren Zylinders zeigen dabei nach innen, die des dufSeren Zylinders nach aufien (vgl.

Abbildung 2.7).

CH,CH, (E)
2 3 R CH.CH.CH, (Pr)
8 CH,CH(CH,), (I
CH,C(CH,), (N)
HSC 2 373
18y R, 2:2((3':)3 (E)
3

OR17 Farnesyl

N 3\ Y
2,8nm v

Abbildung 2.7: Bacteriochlorophyll ¢ Molekiil mit angedeutetem Qy Ubergang (links). Ausschnitt
aus der doppelwandigen Anordnung der BChl c Molekiile nach dem vorgeschlagenen Modell aus
Referenz [107] (rechts). Nach [105, 107]

Fiir die BChl Aggregate von Chlorosomen der Bakterien Chloroflexus aurantiacus und Chlo-
robaculum tepidum wurden verschiedene Strukturen empfohlen [108]. Es wurden numerische
Simulationen fiir einzelwandige und doppelwandige, zylindrische Aggregate durchgefiihrt,
wobei die erste Struktur dem Bakterium Chloroflexus aurantiacus, die zweite Chlorobaculum
tepidum zugeordnet wurde. Die wichtigsten Parameter beider Aggregate sind in Tabelle 2.3
aufgelistet.

In den von Prokhorenko et al. durchgefiihrten Untersuchungen [108] wurde energetische

Unordnung mit einbezogen, sodass exzitonische Ubergangsdipolmomente (vgl. Kapitel 3),
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Parameter Wert

Parameter der Struktur der Chloroflexus aurantiacus Zylinderaggregate

Radius 2,275nm
Winkel zwische den Ubergangsdipolmomenten und der langen Achse des Zylinders 8 ! 36,5°

Winkel zwische den Ubergangsdipolmomenten und der Tangente xy-Ebene des Zylinders a 2 | 10°

Parameter der Struktur des inneren Zylinders der Chlorobaculum tepidum Doppelwandaggregate

Radius 2,682nm
Winkel zwische den Ubergangsdipolmomenten und der langen Achse des Zylinders g ! 35,5°

Winkel zwische den Ubergangsdipolmomenten und der Tangente xy-Ebene des Zylinders a 2 | 4°

Parameter der Struktur des duSeren Zylinders der Chlorobaculum tepidum Doppelwandaggregate

Radius 4,072 nm
Winkel zwische den Ubergangsdipolmomenten und der langen Achse des Zylinders ! 36°
Winkel zwische den Ubergangsdipolmomenten und der Tangente xy-Ebene des Zylinders a 2 | —5°

Tabelle 2.3: Parameter der Simulationen an Pigment Aggregaten von Chlorosomen der griinen Bakteri-
en Chloroflexus aurantiacus und Chlorobaculum tepidum. ! B Winkel wie in Abbildung 2.6(a) definiert; 2 a
Winkel wie in Abbildung 2.6(b) definiert. Die in [108] angegebenen Winkel wurden umgerechnet um
eine bessere Vergleichbarkeit mit denen, wie sie in dieser Arbeit verwendet werden zu gewéhrleisten.
Aus [108].

die nicht parallel oder senkrecht zur langen Achse des Zylinders polarisiert sind einen Anteil
an der Oszillatorenstarke der Exzitonzustdnde des Aggregates bekommen. Des weiteren wur-
de der Einfluss der Aggregatlange (size effect), sowie der Einfluss angrenzender Aggregate
auf die elektronische Struktur eines einzelnen Aggregates iiberpriift.

Cryoelektron Mikroskopie Aufnahmen an Chlorosomen von Chlorobaculum tepidum zeigten
ein Streifenmuster entlang der langen Achse der Chlorosome [18]. Der Abstand zwischen den
Streifen wurde zu 2,0 nm bestimmt und wurde durch Réntgenbeugung an Komplexen der
gleichen Spezies bestétigt. Es wurde geschlussfolgert, dass sich die im Chlorosom enthaltenen
BChl Molekiile nebeneinander in semikristallinen Aggregaten anordnen und somit ein eine

dicht gepackte Anordnung von lamellenartigen Aggregaten erzeugen. Aus den Ergebnissen
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der Rontgenbeugungsexperimente wurden hexagonal angeordnete zylindrische Strukturen
ausgeschlossen. Ferner sind die lamellenférmigen Aggregate aus BChl Dimeren aufgebaut,
die durch die an der C} Position befindlichen Hydroxylgruppe und der Ketogruppe an der
Cy3 Position eine Bindung eingehen. Die veresterten Alkoholseitenketten zeigen dabei aus
der Aggregatebene und ermoglichen so Verflechtungen zwischen den Aggregaten. Durch
eine Studie an braun gefarbten Bakterien (Chl. phaeovibrioides, Chl. phaeobacteroides), die
hauptsédchlich BChl e enthalten, wurde festgestellt, dass Karotinoide Einfluss auf den Abstand
zwischen den lamellenféormigen Aggregaten nehmen [109]. Karotinoide wurden hierbei
durch Behandlungen mit Hexan entfernt, was eine Verringerung der Aggregatabstinde
zur Polge hatte. Oberflichenanalysen einzelner Chlorosome legten nahe, dass innerhalb
der Komplexe Doménen entstehen, in denen Lamellenaggregate angeordnet sind. Bei einer
glatten Oberfldache sollen demzufolge die Aggregate parallel angeordnet sein und sich eine
einzelne Domine tiber den gesamten Komplex erstrecken, wohingegen in Chlorosomen mit
einer rauen Oberflache mehrere Doméanen unterschiedlich Orientierungen entstehen.

2006 erforschten Shibata et al. einzelne Chlorosome der Spezies Chloroflexus aurantiacus und
Chlorobaculum tepidum mittels Fluoreszenz-Emissions Spektroskopie bei tiefen Temperaturen
von 13 K. Dazu wurden die Proben entweder auf einem Glassubstrat adsorbiert oder in einem
Medium eingefroren. Die Spektren verschiedener Chlorosome der gleichen Spezies und
gleicher Praparation wiesen Unterschiede in ihrer Form auf. Auflerdem waren Spektren der
adsorbierten Chlorosome gegeniiber den eingefroren zu leicht hoheren Energien verschoben.
Im Gegensatz zu den Spektren der Chlorosome der Spezies Chloroflexus aurantiacus, die
nur ein Emissionsmaximum besafien, wiesen die der Spezies Chlorobaculum tepidum zwei
auf. Demnach wurde konstatiert, dass eine Vielfalt an BChl Aggregaten in Chlorosomen
verschiedener Spezies auftreten.

Oostergetel et al. untersuchten in Eisschichten eingefrorene Chlorosome des Wildtyp und

bchQRU Mutant von Chlorobaculum tepidum mittels cryo-Elektronenmikroskopie [110]. In
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diesen Eisschichten war der Grofsteil der Chlorosome parallel zur Ebene der Eisschicht
orientiert, sodass eine Seitenansicht (senkrecht zur langen Achse der Chlorosome) ermoglicht
wurde. Ein geringer Teil der Chlorosome war senkrecht dazu orientiert und ermoglichte eine
Ansicht auf die Grundflidche der Komplexe. Die Seitenansichten zeigten ein streifenformiges
Muster, ausgedehnt iiber die gesamte Lange der Chlorosome und mit einem Abstand von
ungefdhr 2,1 nm zwischen den Streifen. Die Grundfldchen wiesen kreisformige konzentrische
Ringe des gleichen, zuvor genannten Abstandes mit Radien zwischen 10 nm und 15nm auf.
Die Chlorosome des Mutanten wiesen zwei weitere Abstinde von 0,8 nm und 1,0 nm, sowie
regelmédfiigere Muster und eine groflere Anzahl konzentrischer Kreise der Grundfldche auf.
Aus diesen Ergebnissen wurde auf mehrwandige zylindrische Strukturen der BChl Aggregate
geschlossen, wobei denen der Wildtyp Chlorosome im Gegensatz zu den Chlorosomen des
Mutanten eine hohere strukturelle Heterogenitdt zu Grunde liegt.

Von Linnanto et al. wurden detaillierte, rechengestiitzte Studien an hypothetischen Pigmen-
taggregaten durchgefiihrt [111]. Die Stabilitdt der unterschiedlichen Aggregate wurde zuerst
mittels Berechnungen der molekularen Funktionsweise iiberpriift. Hiernach hat die Variation
der Orientierung verschiedener Pigmente relativ zueinander einen geringen Einfluss auf die
makroskopische Struktur der Aggregate, die durch ein Netzwerk an Wasserstoffbriicken-
bindungen stabilisiert wird. Des weiteren wurden Absorptions-, Lineardichroismus- und
Zirkulardichroismusspektren iiber einen Frenkel-Exziton Hamiltonian (vgl. Kapitel 3.3) be-
rechnet. Es stellte sich eine Abhdngigkeit der Spektren von der Grofie der Aggregate heraus.
Dabei verschob sich das Absorptionsmaximum der grofier werdenden Aggregate zu hoheren
Wellenldngen, jedoch stellte sich bei einer Aggregatlinge von ca. 60 nm ein Sattigungsverhal-
ten beziiglich jener Verschiebung ein. Der Verlauf der CD Spektren dnderte sich beispielsweise
bei einer Aggregatlange von 30nm von (+ | —) nach (— | + | —) (vgl. Kapitel 3.4). Ahnliche
Verhaltensweisen wurden ebenfalls fiir Anderungen der Aggregatdurchmesser gefunden.

Ein Vergleich zwischen zylindrischen und lamellenférmigen Aggregaten zeigte, dass letztere
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unter gleichen Pigmentbindungen und gleicher Pigmentdichte deutlich weniger Rotations-
starke besitzen. Auflerdem wurde eine Blauverschiebung der Spektren bei Vergrofierung des
Winkels B zwischen der langen Achse der Aggregate und den Ubergangsdipolmomenten
nachgewiesen (vgl. Abbildung 2.6(a)). Diese Entdeckungen stimmen perfekt mit generalisier-
ten Studien an zylindrischen J-Aggregaten {iberein [112-119].

Ergebnisse verschiedener Bioimaging Verfahren, sowie NMR und cryo-EM Verfahren
wurden mit Simulationen diverser Pigment-Aggregatmodelle verglichen [105]. Folgende
Modelle wurden analysiert und sind in Abbildung 2.8 dargestellt: (A) Paralleler Stack,
(B) Piggy-back Dimer, (C) Antiparalleler Monomer Stack und (D) syn-anti Monomer Stack .

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der fiir die Simulationen verwendeten Strukturmodelle.
(A) Paralleler Stack. (B) Piggy-back Dimer. (C) Antiparalleler Monomer Stack. (D) syn-anti Monomer
Stack. Ein einzelner Stack ist definiert durch die Bindung zwischen der Hydroxylgruppe eines BChl
Molekiils und des zentralen Mg Atoms eines angrenzendes BChl Molekiils. Aus [105]

Im Fall des parallelen Stacks (Abbildung 2.8(A)) sind die BChl Molekiile derart angeord-
net, dass sowohl ihre Ketogruppen an der C}; Position als auch die Farnesylreste und ihre
Ubergangsdipolmomente in die Gleiche Richtung zeigen. Das Piggy-back Dimer (Abbil-

dung 2.8(B)) ist so aufgebaut, dass eine Bindung zwischen den Hydroxylgruppen zweier

25



2 Bakterielle Photosynthese

BChl Molekiile und dem Mg Atom des jeweils anderen BChl Molekiils entsteht. Sowohl
die Ketogruppen als auch die Farnesylreste der beteiligten BChl Molekiile zeigen jeweils in
entgegengesetzte Richtungen. Die Ubergangsdipolmomente der Pigmente sind demzufolge
parallel orientiert. Die BChl Molekiile des antiparallelen Monomer Stacks (Abbildung 2.8(C))
zeigen abwechselnd in entgegengesetzte Richtungen, wobei die Farnesylreste aller BChl
Molekiile auf der gleichen Seite des Stacks, also auf der dem Betrachter der Abbildung
zugewandten Seite, liegen. Entsprechend liegen die Ketogruppen auf der vom Betrachter
abgewandten Seite. Die Ubergangsdipolmomente dieser Anordnung zeigen somit (parallel
zum jeweiligen BChl Molekiil) aus der Betrachtungsebene hinaus. Das vierte Modell ist
der syn-anti Monomer Stack, bei dem die Farnesylreste bzw. Ketogruppen der BChl Mole-
kiile abwechselnd auf gegeniiberliegenden Seiten liegen. In Abbildung 2.8(D) zeigen die
Farnesylreste der anti Konfiguration aus der Betrachtungsebene hinaus und zum Betrachter
hin, wohingegen die der syn Konfiguration aus der Betrachtungsebene um vom Betrachter
weg gerichtet sind. Die Ketogruppen der jeweiligen Konfigurationen verhalten sich genau
gegenldufig, so liegen die der anti Konfiguration auf der Riickseite der Betrachtungsebene,
die der syn Konfiguration auf der dem Betrachter zugewandten Seite. Dementsprechend
sind die Ubergangsdipolmomente der BChl Molekiile um einen bestimmten Winkel aus der
Betrachtungsebene heraus rotiert und zeigen abwechselnd vom Betrachter weg (syn Kon-
figuration) bzw. zum Betrachter hin (anti Konfiguration). Das Resultat der durchgefiihrten
Studie [105] besagt, dass zylindrische Aggregate, aufgebaut aus syn-anti Monomer Stacks,
die experimentellen Daten am besten reproduzieren. Aus diesem Grund wurde eine Einheits-
zelle zur Anordnung der Pigmente gleicher Konfigurationen vorgeschlagen: @ = 1,25nm,
b = 0,98nm und 7y (A(Ei, E)) = 122°. Ein zwei-dimensionales Array, aufgebaut aus BChl
Molekiilen alternierender syn-anti Konfigurationen, ist in Abbildung 2.9(a) dargestellt.

Um zylindrische Aggregate zu formen wird das zwei-dimensionale Array senkrecht bzw.

parallel zu 4 aufgerollt. Der erste Fall reprasentiert hierbei zylindrische Pigmentaggregate
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Abbildung 2.9: Strukturmodell der Chlorosom-Pigmentaggregate des bchQRU Mutanten und wild
type. (a) Ausschnitt eines syn-anti Arrays aus 7 x 5 Pigmenten. Einzelne Stacks sind durch die
horizontalen roten Linien angedeutet. Der vertikale Abstand zwischen den Stacks betrédgt 0,83 nm,
der vertikale Abstand zwischen gleich orientierten Pigementen (syn oder anti) betrdgt 1,25 nm. Die
Dimensionen der Einheitszelle sind 2 = 1,25nm, b = 0,98 nm und 7 = 122°. (b und c¢) Helices bei
denen die lange Achse des Zylinder senkrecht bzw. parallel zu den Stacks verlduft. Helices, die
entlang der WasserstoffbrA }cken zwischen der Hydroxyl- und der Ketogruppe verlaufen, sind in blau
angedeutet und weisen eine rechtsdrehende (b) bzw. linksdrehende (c) Handigkeit auf. Aus [105].

des bchQRU Mutanten und ist in Abbildung 2.9(b) dargestellt. Ein solches Aggregat kann wie

eine lineare Kette aus Ringen betrachtet werden, wobei aneinander grenzende Ringe unter
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einem bestimmten Scherwinkel gestapelt werden. Der zweite Fall spiegelt Aggregate des
Wildtyp wieder und ist in Abbildung 2.9(c) dargestellt.

2009 nahmen Shibata et al. polarisationsaufgeloste Fluoreszenzemissionsspektren einzelner
Chlorosome bei 13 K der griinen Bakterien Chlorobaculum tepidum und Chloroflexus aurantiacus
auf [120]. Die Spektren wurden sowohl beztiglich ihres Phasenunterschiedes (PS, engl.: phase
shift) zwischen der BChl c und BChl a Emission als auch ihrer Modulationstiefe (MR, engl.:
modulation ratio) untersucht. Der Phasenunterschied ist dabei definiert als PS =| 6.9 — 6, |-
Die polarisationsabhédngige Emission wurde dazu jeweils an den spektralen Positionen der
maximalen Intensitit der BChl ¢ und BChl a Komplexe, mit einer cos? Funktion gefittet. 6
und 0,0 reprasentieren die entsprechenden Nullphasenwinkel der Intensitdtsmodulationen.
Die Phasendifferenz spiegelt somit die Orientierung der Ubergangsdipolmomente der BChl
(c) gegeniiber den BChl a Aggregaten wieder. Fiir Chloroflexus aurantiacus Chlorosome liegt

die Phasendifferenz in einem Bereich um 90°, bei denen von Chlorobaculum tepidum ist sie et-

— Inax (V) = Lin (v)
Inax (V) +Lin (V)

ist ein Maf fiir Heterogenitit bzw. den Einfluss verschieden orientierter Ubergangsdipolmo-

was geringer und liegt in einem Bereich um 80°. Die Modulationstiefe MR(v)

mente an einer bestimmten spektralen Position v. MR = 1 spiegelt dabei eine ausschliefslich
parallele Orientierung der Ubergangsdipolmomente wieder, wohingegen MR = 0 eine homo-
gene Verteilung bezeichnet. Aus ihr wurde geschlussfolgert, dass Ubergangsdipolmomente
innerhalb eines Chlorosoms tiber einen bestimmten Bereich verteilt sind. Das bedeutet, dass
ihre Richtungen vom idealen Fall, in dem sie entweder parallel oder senkrecht zur Haupt-
achse des Zylinders polarisiert sind (vgl. Kapitel 3.3.1) abweichen. Des weiteren wurde tiber
den Vergleich von nicht deformierten mit deformierten Zylindern eine triaxiale Verteilung
der Orientierungen der Ubergangsdipolmomente der Chlorosom-Pigmentaggregate konsta-
tiert, wobei Exzitonen, deren Ubergangsdipolmoment parallel zur Hauptachse des Zylinders
polarisiert ist, den grofite Teil der Oszillatorenstédrke besitzen.

In Referenz [121] wurden die Fluoreszenz-Emission und die Transmission an einzelnen
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Chlorobaculum tepidum Chlorosomen des bchQRU Mutanten und des Wildtyp als Funktion
ihrer Polarisation der Anregungsstrahlung bei unverdnderter Photonenenergie gemessen.
Zusitzlich zur Modulationstiefe MR wurde der Winkel v = tan™! (/Liy / Inax) bestimmt.
Werte von 0° und 45° bedeuten eine parallele bzw. isotrope Orientierung der Ubergangsdi-
polmomente. Fiir die Qy Uberginge der Wildtyp Chlorosome wurde eine hohe Korrelation
zwischen Absorption und Emission gefunden. In Verbindung mit drei-dimensionalen Linear-
dichroismus Messungen an Ensemble Proben konnte konnte tiber y der Winkel zwischen dem
mittleren Ubergangsdipolmoment und der Hauptachse des Chlorosoms bestimmt werden.
Dieser Winkel betragt 25° fiir Wildtyp und 42° fiir bchQRU Mutant Chlorosome. Auflerdem
wurde in Chlorosomen des bchQRU Mutanten eine hohere Ordnung bezogen auf die innere
Organisation der BChl Molekiile gefunden als in Chlorosomen des Wildtyp.

Tian et al. fithrten 2011 zwei-dimensionales Polarisationsimaging an einzelnen Chloroso-
men des Chlorobaculum tepidum Wildtyp durch [122]. Die Spektren wurden bei Raumtempera-
tur und drei verschiedenen Wellenldngen, namlich 458 nm, 633 nm und 750 nm durchgefiihrt.
Es wird berichtet, dass Chlorosome dieser Studie duflerst vorsichtig aus dem Bakterium
extrahiert wurden und das Bakterium selbst unter besser kontrollierten Wachstumsbedin-
gungen als zuvor geziichtet wurde. Im Rahmen dieser Studie wurde die Modulationstiefe
sowohl fiir die Absorption MR, als auch fiir die Fluoreszenz MR bestimmt. Letztere ist dabei
unabhéngig von der Anregungswellenldnge und ist eng um einen Mittelwert von 0,77 verteilt.
Das verhailt sich anders fiir die Modulationstiefe der Absorption. Diese ist abhdngig von der
Anregungswellenlidnge und ihre Mittelwerte sind MR, (458 nm) = 0.69, MR, (633 nm) = 0.38
und MR, (750nm) = 0.78. Dieses Ergebnis deutet eine bestimmte Orientierung der BChl
Molekiile, aus denen die Pigmentaggregate geformt sind an. Aufgrund der hydrophilen
Eigenschaften konnen sich Chlorosome frei auf dem verwendeten Probentrager orientie-
ren, wobei ihre Hauptachse stets parallel zur Oberfldche des Probentrégers ausgerichtet ist.

Diese Schlussfolgerung fiihrt zu der Annahme, dass eine Aggregation der BChl Molekiile
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zu Lamellen unwahrscheinlich ist, denn andernfalls gidbe es eine orientierungsabhingige
Vorzugsrichtung der Ubergangsdipolmomente und damit breitere Verteilungen der Modula-
tionstiefe.

Einzelne Chlorosome des Chlorobaculum tepidum bchQRU Mutanten wurden mittels CD
Spektroskopie bei Raumtemperatur untersucht [123]. Einzelne Komplexe wurden dazu auf
einem Probentrdger adsorbiert und abwechselnd mit links und rechts zirkular polarisiertem
Licht mit einer Wellenldnge von 733 nm angeregt. Als achirale Referenz wurden HITIC Beads

verwendet. Aus den Fluoreszenzintensitdten Iy und Iz der unterschiedlich polarisierten
I, — Ir
L+ IR
fiir ein reprédsentatives Ensemble aus 480 Messungen an individuellen Chlorosomen, die

Anregungen wurde ein Asymmetriefaktor g = 2 bestimmt. Dieser unterscheidet sich
auf dem Probentrager ausgerichtet sind (¢ = —0.025 £ 0.006) von dem einer tatsdachlichen
Ensembleprobe in Losung (¢ = —0.010). Aus diesen Ergebnissen geht eine wohlgeordnete
innere Struktur der bchQRU Mutanten Chlorosome hervor, wobei beispielsweise Variationen
der Aggregatgrofsen innerhalb eines Komplexes nicht ausgeschlossen werden kénnen.

An Chlorosomen der Spezies Prosthecochloris aestuarii und Chlorobaculum tepidum wurden
zeitaufgeloste Absorptionsmessungen durchgefiihrt [124]. Die Messungen fanden bei Raum-
temperatur mit einer Auflosung im Femtosekundenbereich statt. Man fand heraus, dass ein
interchlorosomaler Energietransfer auf folgenden Zeitskalen statt findet: (i) von 1fs bis 3 fs,
(i) von 25 fs bis 35 fs und (iii) von 117 fs bis 270 fs . Der Energietransfer von den im Chlorosom
enthaltenen BChl Molekiil-Aggregaten bis hin zur Baseplate findet zwischen 6 ps und 12 ps
statt. Diese Zeitskalen wurden ebenfalls von einem Modell, ein Doppelwandzylinder mit
einer Lange von 70 nmund Zylinderradien von 5nm und 10 nm, der sich in einem Abstand
von 2nm zur Baseplate befindet, vorhergesagt.

Sowohl die Absorptions-, LD und CD Spektren als auch der Energietransfer und die
Entwicklung der Exzitonendichte wurden fiir verschiedene Pigmentaggregate berechnet

[125]. Die simulierten Daten stimmen dabei hinreichend genau mit experimentellen Resul-
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taten {iberein. Die Exzitonendichte des niedrigsten Exzitonzustands eines zylindrischen
Aggregates zeigte ein helikales Muster um das Aggregat, wohingegen der Zustand mit
der hochsten Oszillatorenstarke kreisformig um den Umfang des Aggregates delokalisiert
war. Aufierdem wurden die Einfliisse der Aggregatgrofie (size effect), Verdanderungen der
Monomer-Ubergangsenergie und der Erhthung der Dipolstirke der monomeren Ubergangs-
dipolmomente {iiberpriift. Es stellte sich heraus, dass Effekte durch Storeinfliisse auf ein
Aggregat mit zunehmender Aggregatgrofie geringer werden. Des weiteren verschieben sie
die absolute spektrale Position der LD Banden, wobei die Form des LD Spektrums wei-
testgehend erhalten bleibt. Es wurde auflerdem gezeigt, dass der Energietransfer zwischen
den Aggregaten und von den Aggregaten hin zur Baseplate senkrecht zur Hauptachse der

Aggregate und auf Zeitskalen zwischen 200 fs und 500 fs bzw. 5 ps und 20 ps statt findet.
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3.1 Optische Uberginge in Pigmentmolekiilen

Pigmentmolekiile sind in der Lage ihren energetischen Zustand durch die Absorption oder
Emission elektromagnetischer Strahlung zu dndern. Die Energieniveaus der Molekiile lassen
sich {iber die Schrodingergleichung H'Y = E ¥ berechnen [126]. H ist dabei der Hamiltion-
operator, ¥ die molekulare Wellenfunktion und E repréasentiert die Energien der Zustande.
Die molekulare Wellenfunktion ¥ ist dabei abhéngig von allen Freiheitsgraden der Elektronen
und Atomkerne. Aus dem Grund, dass es unmoglich ist die Schrodingergleichung komplexer,
molekularer Systeme analytisch exakt zu 16sen, miissen Ndaherungen herangezogen werden.
Unter Annahme der Born-Oppenheimer-Ndherung wird die quantenchemische Berechnung
der Zustdnde eines Molekiils vereinfacht [127]. In dieser Ndherung, die einen Separationsan-
satz darstellt, werden die Elektronen- und Kernbewegungen, aufgrund der grofsen Differenz
ihrer Massen getrennt. Das bedeutet, dass die molekulare Wellenfunktion als Produkt der
Elektronen- und Kernwellenfunktion angesehen werden kann: ¥ = ¥ - Y. Fiir die Elektro-
nenwellenfunktion gilt ¥ = ¥ (7, ﬁ) und fiir die Kernwellenfunktion ¥, = ‘Yn(ﬁ), wobei
R die Kernpositionen und 7 die Elektronenpositionen angibt. Es wird eine feste Kernkonfi-
guration fiir die Berechnung der elektronischen Niveaus angenommen. Das bedeutet, dass
tiir Studien des Einflusses der Kernbewegungen, fiir jede Kernkonfiguration eine erneute
Berechnung der elektronischen Niveaus durchgefiihrt werden muss.

Um einen Ubergang von einem elektronischen Zustand in einen anderen zu beschreiben
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bedient man sich des Franck-Condon-Prinzips. Hierbei wird angenommen, dass Uberginge
der Elektronen deutlich schneller erfolgen als eine Anderung der Kernabstinde. In Abbil-
dung 3.1(a) sind zwei elektronische Zustdnde mit ihrem jeweiligen Vibrationsniveaus abge-
bildet. In einem solchen Jablonski-Diagramm erfolgen Uberginge zwischen elektronischen
Zustanden senkrecht. Je grofer der Uberlapp des vibronischen Niveaus des Ausgangszu-
standes und dem des finalen Zustandes ist, desto grofer ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein

Ubergang zwischen ihnen erfolgt.
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Abbildung 3.1: (a) Schematische Darstellung zweier Potentiale zur Veranschaulichung des Franck-
Condon-Prinzips. Aus [128]. (b) Jablonski-Diagramm eines Dreiniveausystems. (c) Jablsonski-
Diagramm eines Bakteriochlorophyllmolekiils. (vgl. Abschnitt 2.3.1). Aus [128-130]

Ein einfaches Beispiel, dass die Energieniveaus in Falle linearer Spektroskopie veran-
schaulicht, ist ein Dreiniveausystem, welches zwei Singulett-Zustdnde, den elektronischen
Grundzustand Sp und den ersten angeregten Zustand S; und einen Triplett-Zustand, Ty,
aufweist. Dieser Fall ist in Abbildung 3.1(b) dargestellt, wobei die starken Linien die elek-
tronischen Zustande und die feinen Linien ihre vibronischen Niveaus andeuten. In einem
Dreiniveausystem sind mehrere Uberginge moglich: (i) Das System geht von dem elektroni-
schen Grundzustand Sy in den ersten angeregten Zustand S {iber. (i) Das System relaxiert
von S; nach Sy unter Aussendung eines Photons. (iii) Das System relaxiert {iber sogenannte

innere Konversion (IC, eng: internal conversion) von S; nach Sy. Diese Relaxation erfolgt
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strahlungslos. (iv) Ein weiterer strahlungsloser Zerfall ist das Intersystem-Crossing (ISC),
bei dem das System von S; nach Ty iibergeht. Dieser Ubergang wird erst durch Spin-Orbit-
Kopplung erlaubt und ist normalerweise wegen der Spinmultiplizitdt der S; und T Zustdnde
verboten. (v) Der Ubergang von Ty nach Sy erfolgt unter Emission eines Photons. Dieser
Prozess wird Phosphoreszenz genannt. (vi) Das System geht strahlungslos von T; nach Sy
tiber.

Ein Ubergang vom elektronischen Grundzustand in einen angeregten Zustand findet in
die Vibrationsniveaus des angeregten Zustandes statt. Ein spezieller Fall ist der 0 — 0 Uber-
gang der einen Ubergang von dem vibronischen Grundzustand eines angeregten Zustandes
in den vibronischen Grundzustandes des elektronischen Grundzustandes bezeichnet. Ein
strahlender Zerfall findet nur aus einem vibronischen Grundzustand statt. Dieser Prozess
ist unabhédngig von der Art der Anregung (Kashas goldene Regel) [131]. Wenn ein solcher
Zerfall in hohere vibronische Moden des finalen Zustandes statt findet, ist das emittierte
Licht gegeniiber der Anregung zu langeren Wellenldngen verschoben. Dieser Umstand wird
Stokes-shift genannt.

Der Vollstandigkeit halber ist in Abbildung 3.1(c) ein Schema der Energielevel eines
Chlorophyll- (Chl) bzw. Bakteriochlorophyllmolekiils (BChl) dargestellt. Im Prinzip wird
das in Abbildung 3.1(b) beschriebene Dreiniveausystem sowohl um weitere drei Singulett-
Zustande, Sy, S3 und Sy, als auch um eine Anzahl n Triplett-Zustdnde T, ergdnzt. Die An-
regung eines Chl oder BChl Molekiils findet nach diesem Schema in einen der angeregten
Singulett-Zustdnde S;_4 statt. Die Relaxation findet tiber die gleichen Mechanismen statt, die
tiir das Dreiniveausystem bereits beschrieben wurden: innere Konversion (IC), inter-system
crossing (ISC), Phosphoreszenz und strahlungslose Ubergéinge von T nach Sp.

Um einen elektronisch angeregten Zustand zu erzeugen, muss das anzuregende Molekiil
in Resonanz mit der anregenden Strahlung sein. Die Wahrscheinlichkeit P, dass ein Photon

von einem Molekiil absorbiert wird durch das Verhiltnis des Absorptionsquerschnitts o (T)
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(vgl. Gleichung (3.2)) zur ausgeleuchteten Fldche A gegeben (vgl. Gleichung (3.1)).

_o(7)
R (3.1)
2
o(T) = CreCom(T) ) 20(0) 62)

Hierbei gibt T die Temperatur an. Crc reprasentiert den Franck-Condon-Faktor des 0 — 0-
Ubergangs und Cpw den Debye-Waller-Faktor, der durch das Verhéltnis der integrierten
Intensitdten der Emission eines reinen angeregten, elektronischen Zustandes und der inte-
grierten Intensitit des Gesamtspektrums gegeben wird [129, 132]. T, bezeichnet die totale
Dephasierungszeit, 7,,q4 die Lebensdauer des angeregten Zustands, Ao die Wellenldnge der
maximalen Absorption und B(0) den Faktor, der die Orientierung zwischen dem Ubergangs-

dipolmoment und des anregenden Feldes beschreibt.

3.2 Linienformen und Verbreiterungsmechanismen

Die Intensitit eines reinen, elektronischen Ubergangs, d. h. der Ubergang aus dem ersten
angeregten elektronischen Zustands in den elektronischen Grundzustand S; — S, in Abhén-
gigkeit der Frequenz v nimmt die Gestalt einer lorentzférmigen Linie an, die in Gleichung (3.3)
beschrieben ist [133].

1 A
I(v—v) == Vhom

Tv—w)2+ (%)2

(3.3)

1o ist die zentrale Frequenz des Ubergangs und Ao, die homogene Linienbreite die sich
umgekehrt proportional zur Dephasierungszeit 1, verhalt (vgl. Gleichung (3.2)). Letzte ist
wiederum eine Funktion der der Lebensdauer 71 und der reinen Dephasierungszeit 75 (vgl.

Gleichung (3.4)).
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11,
nn(T) 2mn  w(T)

Al/hom - (34)

Die reine Dephasierungszeit 7 ist die Zeit, in der die Kohédrenz der elektronischen An-
regung durch Wechselwirkungen mit der Umgebung abgeklungen ist. Diese Zeit nimmt
mit der Verringerung der Temperatur T ab, so dass sie bei cryogenen Temperaturen von
unter 2 K vernachldssigt werden kann. Dementsprechend ist 7y der einzige Parameter, der
die Linienbreite bei sehr geringen Temperaturen beeinflusst [134].

Die Ubergangsenergien verschiedener, individueller Pigmentmolekiile unterscheiden sich
tiblicherweise aufgrund unterschiedlicher lokaler Umgebungen, die jedes einzelne Molekiil
wahrnimmt. Die energetische Verschiebung der zentralen Ubergangsfrequenz bezogen auf
eine mittlere Ubergangsfrequenz wird als inhomogene Verbreiterung bezeichnet [135, 136].
Das Absorptionsspektrum eines Ensembles an Pigmentmolekiilen ist dementsprechend

inhomogen verbreitert.

3.3 Molekulare Exzitonen

Elektronische Anregungen supramolekularer Molekiilaggregate konnen durch das Modell
der Frenkel-Exzitonen beschrieben werden [106, 108, 111-114, 119, 137, 138]. Hierbei handelt
es sich um eine kollektive Anregung interagierender, benachbarter Molekiile. Die optischen
Eigenschaften dieser Exzitonen hdngen empfindlich von den Wechselwirkungen und Ori-
entierungen der Molekiile des Aggregates ab. Unter Vernachlassigung des Uberlapps der
Elektronenwellenfunktionen und einer Punktdipolndherung ist die Wechselwirkung V,;,, der

Ubergangsdipole n und m durch die Gleichungen (3.5) bis (3.7) gegeben.
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1 ﬁn ﬁm (ﬁn?nm) (ﬁm?nm)
Vi = : - .
2
SR SR (3.6)
4rteey 13,
Vo
_ W 3.7
aok (3.7)

ii, und ji,, bezeichnen dabei die Ubergangsdipolmomente der Pigmente 1 und m und 7,
ihren Richtungsvektor (vgl. Abbildung 3.2(a)). €p reprasentiert die elektrische Permittivitat des
Vakuums (elektrische Feldkonstante) und e die dielektrische Konstante des Mediums, welches
die Pigmente umgibt. ¥ wird als Orientierungsfaktor bezeichnet. Aus den Gleichungen (3.5)
bis (3.7) ist ersichtlich, dass die Wechselwirkung zwischen Pigmenten (unter den erwédhnten

Néherungen) V,;;, bedeutend von ihrer Anordnung zueinander beeinflusst wird [130, 139].

(a) s (b)x

¥ E0+V,_ _____ —_—
1, ; H-Aggregat
) I
‘B Monomer, Dimer ;
8 Eo | ;
5 s
= |
J-Aggregat
E-Vv — i
i

; .
0° 54,7° 90 °

Abbildung 3.2: (a) Zwei Dipole ji, und ji,,, und deren Richtungsvektor 7,,,, in einer Ebene. (b) Einteilug
von J- und H-Aggregaten. Es ist die Entwicklung der Ubergangsenergien eines Dimers in Abhédngigkeit
des Scherwinkels & in Bezug auf die Ubergangsenergie eines Monomers Ey dargestellt. Die optisch
erlaubten Ubergé’mge sind durch die durchgehende, starke Linie angedeutet. Nach [130].

Abbildung 3.2(b) zeigt Aufspaltung der Energieniveaus eines Dimers, bestehend aus zwei
benachbarten Dipolen, in Abhdngigkeit ihrer Orientierung zueinander. Angenommen der

Scherwinkel & beider Dipole ist gleich, bezogen auf ihren Richtungsvektor 7,,, und dass beide
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3 Theoretischer Hintergrund

Dipole das gleiche Ubergangsdipolmoment besitzen i, = i, dann lassen sich die aus der
Wechselwirkung resultierenden exzitonischen Energieniveaus durch den in Gleichung (3.8)

gegebenen Ausdruck beschreiben.

V.
Ei,=Eg+V=E+ r3—° (1 - 3cos3(oc)> (3.8)

nm

Nur einer der entstehenden Uberginge ist optisch erlaubt und besitzt 100 % der Oszil-
latorenstirke. Ob die Energie des Zustandes des erlaubten Uberganges angehoben oder
abgesenkt, bezogen auf die Ubergangsenergie eines einzelnen Dipols Ey, wird, hangt von
der Wechselwirkung V,,;; und damit ihrer Orientierung zueinander ab. Im Falle einer Absen-
kung wird das Aggregat als J-Aggregat, im Falle einer Erthohung als H-Aggregat bezeichnet
[130, 140-143].

3.3.1 J-Aggregate

Im Folgenden werden drei Strukturen besprochen, die J-Aggregate ausbilden. Die ersten
beiden Fille, eine lineare Kette und ein zirkulares Aggregat , bilden hierbei die Grundlage

fiir analytische Berechnungen der dritten Struktur, einen Zylinder.

Lineares Aggregat

Elektronisch angeregte Zustidnde eines linearen Aggregates (lineare Kette), das aus Uber-
gangsdipolmomenten konstruiert ist, wird durch einen Frenkel-Exziton-Hamiltonian unter
Heitler-London-N&herung beschrieben. In diesem Fall ist die lineare Kette aus N identischen
Zweiniveausystemen (TLS: two level systems) mit einem Grundenergieniveau von Ej aufge-
baut. Im Rahmen der Berechnungen ist nur eine gleichzeitige Anregung des Gesamtsystems

erlaubt und Phononen werden vernachlassigt. Der Hamiltonian ist in Gleichung (3.9) gezeigt.
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3 Theoretischer Hintergrund

N
Z (Eo) |n) (m| + = Z Y Vam |n) (m (3.9)

2 1 =1nam

(n|, |m) und V,,;,, beschreiben die lokalisierten Anregungen der Zweiniveausysteme n und
m und deren Wechselwirkung. Unter der Annahmen der Nachsten-Nachbar-Wechselwirkung,
Dipol-Dipol-Ndherung, Translationssymmetrie und der Randbedingung, dass keine Anre-
gung aufierhalb der linearen Kette existiert, erhédlt man eine exakte Losung der Eigenfunktio-

nen des Hamiltonians [113, 144]:

2 N tkn

und deren zugehorige Eigenzustdande

7tk
E, =Ey+2V —_ 11
k o+ cos (N+1) (3.11)

wobei die Quantenzahl k = 1... N die Translationssymmetrie des Aggregates beschreibt.

Die Oszillatorenstarke der Eigenzustdnde betragt Null fiir gerade k und fiir ungerade k wird

sie durch Gleichung 3.12 beschrieben.

- 2 Z,uMon 2 tk
‘”""(NH TR (8.12)

Dabei gilt pinvon =| fin | Und jix = finon L1 Aknfln, Wobei fi,, den Einheitsvektor des n-ten
Elements beschreibt. Es wurde herausgefunden, dass das gesamte System als ein einzelnes
Mehrniveausystem betrachtet werden kann (unter der Annahme, dass N > 1), deren Grofiteil

der Oszillatorenstarke, 81 %, sich im Eigenzustand der Quantenzahl k = 1 befindet [113].
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3 Theoretischer Hintergrund

Zirkulares Aggregat

Ein zirkulares oder ringférmiges Aggregat kann durch eine lineare Kette mit periodischen
Randbedingungen konstruiert werden. In diesem Fall erhélt man, wie auch im vorangegan-

genen Fall, exakte, analytische Losungen des Hamiltonians aus Gleichung (3.9):

N
k) = % Z:lexp (Zm'k%) ) (3.13)

mit den zugehorigen Eigenzustdnden

Ex=E +1iZV exp ( 27ik " (3.14)
k= Lo 2n21n¢m nm EXP N .

Hierbei giltk = 0, +1,£2,.. ., :I:% fir gerade Nund k = 0, +1,£2,.. ., :I:% fiir ungerade
N [113, 119, 144]. Die resultierenden Energielevel eines planaren, zirkularen Aggregats sind,
mit Ausnahme vonk = 0 und k = %, paarweise entartet . Exzitonische Ubergangsdipolmo-

mente ji; eines Ubergangs zwischen dem Grundzustand |¢) und einem Exzitonzustand |k)

werden nach Gleichung (3.15) berechnet [145].

. 1 A
fik = N n;exP (kaﬁ) fin (3.15)

wobei ji, dem Ubergangsdipolmoment zwischen dem Grundzustand und dem angeregten
Zustand des n-ten Elements entspricht. ji bezeichnet den Dipoloperator und | ji; | die Oszil-

latorenstérke eines Zustandes mit dem zugehdrigen exzitonischen Ubergangsdipolmoment

—

Hk-

Die Oszillatorenstédrke eines planaren, zirkularen Aggregates ist grofitenteils in den Zustan-
den der Quantenzahlen k = +1 enthalten. Die Ubergénge aus dem Grundzustand in einen
der beiden Zustidnde sind orthogonal zueinander und parallel zur Ringebene polarisiert. Der

k = 0 Zustand besitzt keine Oszillatorenstirke, wenn die Ubergangsdipolmomente innerhalb
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3 Theoretischer Hintergrund

der Ringebene des Aggregates liegen. Sobald sie aus der Ringebene heraus rotiert werden,
nimmt die Oszillatorenstdrke des k = 0 Zustands einen von Null verschiedenen Wert an. Das
ist intuitiv verstindlich, denn der Ubergang aus dem Grundzustand in den k = 0 Zustand ist
orthogonal zu den zuvor beschriebenen Ubergéngen und damit orthogonal zur Ringebene

polarisiert [130, 145].

Zylindrisches Aggregat

Ein zylindrisches Aggregat kann als Kombination der beiden zuvor beschriebenen Strukturen
angesehen werden. In diesem Fall wird eine Lineare Kette aus Nj iibereinander gestapelten
Ringaggregaten konstruiert. Die Ringe sind dabei dquidistant arrangiert und bestehen jeweils
aus Np Dipolen. Diese Zylinderaggregate wurden bereits ausgiebig untersucht [113, 114, 116,
117, 119, 146]. Fiir ein derartiges, ungestortes Aggregat konnten analytische Losungen des

Hamiltonians gefunden werden:

2
(N1 +1)N2 5

Ik, ko) = sin(7tk; ) -exp(27tik2;—22) 1) (3.16)

1
N1 +1

Dabeigiltn; =1... Nyundny; = 1... N,. Die resultierenden Exzitonenzustdnde werden im
Falle dieses dreidimensionalen Aggregates durch zwei Quantenzahlen, k; und k», beschrieben
|k) = |(k1,k2)), wobei ki den linearen Anteil und k, den planaren Anteil beschreibt. Im Falle
der linearen Kette befand sich der Grofsteil der Oszillatorenstirke im k = 1 Zustand. In diesem
Fall ist dieser durch den k; = 1 Zustand beschrieben. Im Fall des zirkularen Aggregat gibt es
drei Zustdande, die signifikante Oszillatorenstédrke besitzen: k = O und k = £1, bzw. k; =0
und k; = £1. Fiir das zylindrische Aggregat folgt daraus, dass drei Zustdnde ausgepréagter
Oszillatorenstirke auftreten: (1,0), (1, —1) und (1, +1), wobei die letzten zwei entartet sind.
Der Ubergang vom Grundzustand in den (1,0) Zustand ist parallel zur langen Achse des

Zylinders polarisiert, wohingegen die Ubergénge in die (1, —1) und (1, +1) Zusténde sowohl
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3 Theoretischer Hintergrund

zum Ubergang in den (1,0) Zustand, als auch zueinander orthogonal polarisiert sind.

3.4 CD Spektroskopie

Zirkulardichroismusspektroskopie (CD Spektroskopie) ist ein méachtiges Werkzeug zur Er-
forschung helikaler Eigenschaften von Molekiilen oder molekularer Aggregate [147-151].
Aufgrund der Helizitat bzw. Handigkeit molekularer Aggregate unterscheiden sich deren
Absorptionen von links- bzw. rechts zirkular polarisiertem Licht. Dementsprechend ist das
CD Spektrum als Unterschied der Absorptionsspektren definiert, welche mit links- bzw.

rechts zirkular polarisierter Anregung aufgenommen wurden (Gleichung 3.17).

CD = A — A, (3.17)

In Analogie zur Dipolstirke Di¢ = (¢ |ili¢|¢¢) - (¢¢|ilif|¢:), die einen linearen elektronischen
Ubergang aus einem Grundzustand i in einen angeregten Zustand f charakterisiert, wurde
die Rotationsstdarke R;s definiert (Gleichung (3.18)), die einen durch zirkular polarisiertes

Licht induzierten Ubergang induziert [148, 151].

Rf=S {<¢i|ﬁif|4>f> : <‘Pf|7%if|4’i>} (3.18)

ii;¢ und i1 bezeichnen den elektrischen und magnetischen Dipoloperator und |¢;) bzw.
|¢¢) die Wellenfunktionen des Anfangs- bzw. Endzustandes.

Ein elektrischer Ubergang erzeugt eine lineare Ladungsverschiebung, ein magnetischer
Ubergang eine zirkulare. Dementsprechend bewirkt eine Uberlagerung beider Ubergénge
eine helikale Ladungsverschiebung [148, 152].

Der Quantenmechanische Ausdruck der Rotationsstdrke eines Dimers ist in Gleichung (3.19)
gegeben. Der Ausdruck kann in drei Terme unterteilt werden: (i) den Ein-Elektronen Term,

(ii) die elektromagnetische (em) Kopplung und (iii) den Exziton Term .

42



3 Theoretischer Hintergrund

1 (o) L fiie(2)
RE = %{ > (Hie(1) e (1) + fig(2)15¢(2) ) & 5 (P (1)7m3¢(2) + Hie(2)3¢(1) ) }
(i): Ein—Elel:t,ronen Term b (ii): em Izropplung i (3.19)
TTV; — — = .
if | 712 | - (173¢(1) x 173¢(2))

-

i 2C

(iii): Exziton Term

ti;¢ und 1 werden dabei den elektrischen und magnetischen Ubergangsdipolmomenten
zugeordnet und | 7, | dem Abstand der Zentren der Monomere. v bezeichnet die Uber-
gangsfrequenz, die notwendig ist um den Ubergang aus dem Ausgangszustand i in den

finalen Zustand f zu ermoglichen. c représentiert die Lichtgeschwindigkeit.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Setup

Um Fluoreszenz-Anregungsspektren einzelner Chlorosome aufzunehmen wurde ein Eigen-
baumikroskop verwendet, das in zwei unterschiedlichen Konfigurationen betrieben werden
kann: (i) als konfokales Mikroskop und (ii) als Weitfeldmikroskop . Der folgenden Abschnitte
beschreiben sowohl die Funktionsweise beider Konfigurationen, als auch die individuellen

Komponenten des Mikroskops.

4.1.1 Das Optische Mikroskop

Eine schematisches Konzept des optischen Mikroskops ist in Abbildung 4.1 dargestellt.
Detaillierte Beschreibungen der einzelnen Komponenten folgen in Abschnitt 4.1.2.

Die im Kryostaten befindliche Probe wird durch das eines Ti:Sa Lasers emittierte Licht
angeregt. In der konfokalen Konfiguration wird das Licht durch eine Strahlaufweitung, einen
Clean up Filter (nur bei Aufnahmen des bchR Mutanten verwendet) und eine variable OD auf
einen Glaskeil geleitet. Dieser transmittiert 96 % des Anregungslichtes, das dann von einem
Powermeter detektiert und als Referenz zur Normierung der Spektren verwendet wird. 4 %
werden auf den Scanspiegel reflektiert und von dort durch ein telezentrisches Linsensystem
und eine %-Wellenplatte in den Kryostaten geleitet. Ein dort befindliches Objektiv fokussiert
den Anregungsstrahl auf die Probe. Ihre Fluoreszenz wird wiederum von dem gleichen Ob-

jektiv eingesammelt und folgt dem optischen Pfad der Anregung in gegenldufiger Richtung
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telezentrische Linsen

Scanspiegel \yeitfeldlinse

var. OD  Strahlaufweitung

LD 10

- cleanup Pinhole
Filter
(optional)

M2 Wellenplatte

Powermeter,
Referenz

Detektions-
filter

Klappspiegel

fokussierende
Anregung Linsen

e Fluoreszenz

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des optischen Mikroskops.

bis hin zum Glaskeil. Die transmittierte Fluoreszenz passiert dann die Detektionsfilter, die
undurchldssig fiir das vom Probentrédger reflektierte Laserlicht sind. Eine Linse (f = 60 mm)
fokussiert das ankommende Signal auf den Chip einer Avalanchephotodiode (APD).

Bevor das Spektrum eines einzelnen Komplexes aufgenommen werden kann, muss seine
Position auf dem Probentrdger bestimmt werden. Dazu werden ein Spiegel vor der APD, der
die Fluoreszenz zu einer CCD Kamera umlenkt und eine zuséatzliche Linse, die Weitfeldlinse
(f = 160mm), zwischen dem Glaskeil und der variablen OD in den Strahlengang integriert.
Die Linse bewirkt eine Defokussierung des Laserstrahls in der Probenebene, sodass eine
ausgedehnte Flache auf der Probe beleuchtet wird und samtliche Komplexe in dieser Flache
angeregt werden. Das Bild dieser beleuchteten Flache, iiber welches die Positionen einzelner
Komplexe bestimmt werden, wird mit der CCD Kamera aufgenommen. Ein Weitfeldbild ist

in Abbildung 4.2 dargestellt, auf dem deutlich separierte Komplexe zu erkennen sind.
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Abbildung 4.2: Weitfeldbild einer stark verdiinnten Chlorosomprobe des griinen Schwefelbakteriums
Chlorobaculum tepidum.

4.1.2 Komponenten
Lichtquelle

Als Lichtquelle wird ein Ti:Sa (Titan:Sapphire) Laser (Coherent, 899-01 configuration!) ver-
wendet, dessen Frequenz durchstimmbar ist und der mit einer Leistung von 10 W bei einer
Wellenldnge von 532 nm von einem frequenzverdoppelten Nd:YVO, Dauerstrichlaser (Co-
herent, Verdi V10) gepumpt wird. Die Durchstimmbarkeit der Frequenz wird durch ein
drehbares doppelbrechendes Filter, das in der Cavity des Lasers integriert ist und dessen
Lagerung durch eine motorisierte Mikrometerschraube (Nanomover, Melles Griot) ange-

1 und

trieben wird, realisiert. Mit dieser System werden Frequenzen zwischen 12570 cm™
14000 cm ™! erreicht. Das entspricht einem Wellenldngenbereich von 795 nm bis 715 nm. Nach
einer Rejustierung wurden Frequenzen hoch nis 14370 cm™~! (696 nm). Die Frequenz wurde

in allen Experimenten mit einer Rate von 47 cm~!s (=~ 2,8 nm s ') durchgestimmt. Sowohl

1899-01: broadband configuration; 899-21: active monomode configuration; 899-29: autoscan configuration (accuracy
and repaetability of (210 & 50) MHz)
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die Genauigkeit als auch die Reproduzierbarkeit der Frequenz betrdgt 1cm~! und wurde
durch ein Frequenz- bzw. Wellenlangenmessgeréat (Coherent, WaveMaster) iiberpriift. Eine
TEM(y Mode sowie eine vertikale Polarisation des emittierten Lichtes wurde ebenfalls fiir

alle Frequenzen verifiziert.

Strahlaufweitung

Um eine volle Ausleuchtung der hinteren Apertur des vor der Probe befindlichen Objektives
zu gewdhrleisten ist es notig den Laserstrahl aufzuweiten. Dies geschieht durch zwei konfokal
angeordnete Linsen verschiedener Brennweiten, ndmlich f; = 30 mm und f, = 50 mm. Ein in
ihrem gemeinsamen Fokuspunkt integriertes Pinhole (& = 80 pm) tibernimmt die Funktion

eines Raumfilters.

Variable OD

Die variable OD ist ein durchstimmbarer Graufilter, der aus zwei gegenldufigen, keilformigen
Graufiltern aufgebaut ist. Durch die Verschiebung der Keile gegeneinander ist es moglich den
Weg, der durch sie hindurch zuriick gelegt werden muss entweder zu verlangern oder zu
verkiirzen. Die Intensitdt des Lichts ist dementsprechend, je nach Positionierung der beiden

Keile zueinander, abgeschwicht.

Clean up Filter

Dieser Bandpassfilter (BP 736/128, AHF Analysetechnik) befindet sich vor der variablen
OD und hemmt die Fluoreszenz des Ti:Sa Kristalls zur Gewdhrleistung einen geringeren
Hintergrundsignals. Dieser Filter wurde ausschliefslich fiir die Messungen an Chlorosomen

des Chlorobaculum tepidum bchR Mutanten verwendet.
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Scanspiegel und telezentrisches Linsensystem

Der Scanspiegel ist hangend in einem Kardanrahmen montiert. Die Neigungen dieser An-
ordnung werden iiber zwei motorisierte Mikrometerschrauben (Nanomover, MellesGriot)
kontrolliert. In Kombination mit einem telezentrischen Linsensystem ist es moglich den

Fokuspunkt ohne Abschattungseffekte auf der Probe zu verschieben.

Detektionsfilter

Die Detektionsfilter gewdhrleisten, dass vom SiO,- Glassubstrat reflektiertes Anregungs-
licht geblockt und nur die von der Probe stammende Fluoreszenz transmittiert wird. Es
wurden zwei verschiedene Filter-Sets verwendet: (i) drei Bandpassfilter BP 850/80 (AHE,
Analysetechnik) und (ii) zwei Langpassfilter LP 780 (AHFE, Analysetechnik) . Die Langpasstfil-
ter wurden dabei ausschliefdlich bei Messungen des Chlorobaculum tepidum bchR Mutanten
verwendet.

%— Wellenplatte

Die %—Wellenplatte befindet sich zwischen den telezentrischen Linsen und rotiert die Polari-
sation der Anregungsstrahlung. Zur Aufnahme von polarisationsaufgelosten Fluoreszenz-
Anregungsspektren wird es stufenweise in Schritten von 1,5° gedreht. Das entspricht einer

Rotation der Polarisation der anregenden Strahlung um 3°.

Kryostat und Objektiv

Der Kryostat besteht aus vier Kammern (von aufsen nach innen): (i) das erstes Isolationsva-
kuum (~ 107 mbar), (ii) die Kammer fiir fliissigen Stickstoff, (iii) das zweite Isolationsvaku-
um (~ 10~7 mbar) und (iv) das Heliumbad . Im Heliumbad findet eine Dampfdruckerniedri-

gung des fliissigen *He statt, woriiber Temperaturen zwischen 1,2 K und 1,5K an der Probe
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erreicht werden.

Das Insert ist ein langliches Objekt, das sowohl zur Versiegelung des Kryostaten als auch
als Probenhalter dient. Der Probenhalter befindet sich dabei am unteren Ende des Inserts und
kann durch eine Mechanische Ubersetzung von der Auflenseite des Kryostaten lateral und

axial zum Objektiv bewegt werden.

Das Objektiv fokussiert die Anregungsstrahlung auf die Probe und sammelt die von der
Probe emittierte Fluoreszenz ein. Die Messungen an Wildtyp Chlorosomen des griinen Schwe-
felbakteriums Chlorobaculum tepidum wurden mit einem handelstiblichen Mikrothek Objektiv
(NA = 0.85) durchgefiihrt. Dieses Objektiv musste wegen Beschddigung des Klebstoffes
durch die Abkiihlungszyklen im Laufe der Messreihe an Chlorosomen des Chlorobaculum
tepidum bchR Mutanten durch ein handelsiibliches Objektiv der Firma Edmund Optics mit

gleichen Spezifikationen ersetzt werden.

Detektoren

Zur Aufnahme der Fluoreszenz der Probe wurden zwei Detektoren verwendet: (i) eine CCD
Kamera, Andor LUCAEM R 604 und (ii) eine Avalanchephotodiode (APD), SPCM-AQR-15,
EG&G mit einer Chipgrofie von 170 pm und einer Dunkelzéhlrate von 50 Ereignissen pro Se-
kunde . Die CCD Kamera dient zur Lokalisierung einzelner Komplexe auf dem Probentrédger
und zur Verifikation, dass benachbarte Komplexe eine ausreichende raumliche Separation
voneinander aufweisen, sodass mit der APD nicht die Fluoreszenz zweier Komplexe gleich-
zeitig aufgenommen wird. Die APD detektiert emittierte Photonen einzelner Komplexe bei
gleichzeitigem durchstimmen der Laserfrequenz. Aufgrund der Tatsache, dass die Laserfre-
quenz zu jedem Zeitpunkt bekannt ist, wird die aufgenommene Intensitédt in Abhangigkeit

der eingestrahlten Photonenenergie aufgenommen.
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4.2 Probenpraparation

4.2.1 Wildtyp Chlorosome

Die Probenpréparation der Chlorobaculum tepidum Wildtyp Chlorosome erfolgte wie in Re-
tferenz [153] beschrieben: Zellen wurden von Wildtyp Chlorobaculum tepidum des Bakterien-
stamms TLS (ATCC 49652) in der Arbeitsgruppe von Professor Thijs J. Aartsma (Universitét
Leiden) abgeerntet und mit Lysozym inkubiert. Danach wurden die Zellen mittels einer
French-Press getrennt. Das Zellenhomogenisat wurde durch Zentrifugation bei niedrigen
Drehzahlen gereinigt und anschliefend ein mit Chlorosomen angereicherter Teil durch Ultra-
zentrifugation abgetrennt. Der verbliebene Niederschlag wurde dann in einer Pufferlosung
(50mM Tris/HCI, 10mM Na-Ascorbat, pH 8.3 bei Raumtemperatur) resuspendiert und
weiter durch einen kontinuierlichen Zuckergradienten (20 % bis 50 %) aufbereitet. Dadurch
entstanden zwei dunkelgriine Bakteriochlorophyll enthaltende Teile (unteres und oberes
Band). Chlorosome beider Banden wurden wiederum mit der genannten Pufferlosung ver-
diinnt und zweimal zentrifugiert. Die endgiiltigen Niederschlidge, die aus beiden Banden
erhalten wurden, bestanden aus einem freien Teil (bezeichnet als leichte Chlorosome) am
oberen Ende eines festen Teils (bezeichnet als schwere Chlorosome). Fiir die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente wurden leichte Chlorosome der oberen Bande verwendet. Zur
Aufnahme der Ensemblespektren wurde die Stammldsung bis zu einer optischen Dichte von
0,1 (OD 0,1) bei 733 nm verdiinnt. Im Fall der Messungen an einzelnen Komplexen wurde die
Stammlsung bis zu einer Konzentration von 1,1 - 1073 M mit dem entsprechenden Puffer
verdiinnt. Ein Tropfen (10 pl) dieser Losung wurde unter Stickstoffatmosphdre fiir 30 min auf

einem SiO; Glassubstrat adsorbiert.
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4.2.2 Chlorosome des bchR Mutanten

Der Chlorobaculum tepidum bchR Mutant wurde bereits in Kapitel 2 beschrieben. Zur experi-
mentellen Verwendung wurden Chlorosome einer Stammldsung, die durch die Arbeitsgrup-
pe von Professor Donald A. Bryant (Penn State University) zur Verfiigung gestellt wurden, auf
die gleiche Weise behandelt wie die des Chlorobaculum tepidum Wildtyp (siehe Abschnitt 4.2.1).
Die Proben wurden in einem PBS (phosphate buffered saline: phosphatgepufferte Salzlosung)
Puffer (10 mM Kaliumphosphat und 150 mM NaCL, pH 7,2 bei Raumtemperatur) mit 1 mM
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) und 2mM DTT (Dithiothreitol) aufbewahrt und mit

selbigem verdiinnt.
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Im folgenden Kapitel werden die Aufnahme und Auswertung der experimentell Daten
beschrieben. Zuerst wurden Chlorosome des Chlorobaculum tepidum Wildtyp und bchR Mu-
tanten durch Fluoreszenz-Anregungs-, Absorptions- und Emissionsspektroskopie an Ensem-
bleproben charakterisiert. Danach wurden Fluoreszenz-Anregungsspektren von einzelnen
Chlorobaculum tepidum Wildtyp Chlorosomen sowohl bei Raumtemperatur, als auch bei tie-
fen Temperaturen (1,5 K) aufgenommen, um sie anschliefSend miteinander zu vergleichen.
Weiterhin wurden Fluoreszenz-Anregungsspektren einzelner Chlorosome bei tiefen Tempe-
raturen zur Auswertung mit einer globalen Analyse aufgenommen. AnschliefSend wurden
Fluoreszenz-Anregungsspektren individueller Chlorosome des Chlorobaculum tepidum bchR
Mutanten aufgenommen und mittels der vorher genannten globalen Analyse ausgewertet.
Jeder der vier untergeordneten Abschnitte wird von einer eigenstdndigen, kurzen Diskussion

abgeschlossen.

5.1 Vorlaufige Messungen

In diesem Abschnitt werden sowohl die Chlorobaculum tepidum Wildtyp, als auch die des
bchR Mutanten durch Messungen an Ensembleproben charakterisiert. Die entsprechenden
Fluoreszenz-Anregungs-Ensemblemessungen bei tiefen Temperaturen werden mit dem Sum-

menspektren der in spédteren Abschnitten folgenden Einzelkomplexmessungen verglichen.
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5.1.1 Ensemblespektren der Wildtyp Chlorobaculum tepidum Chlorosome

Um Chlorosome des griinen Schwefelbakteriums Chlorobaculum tepidum zu charakterisie-
ren wurden vorldufige Messungen an Ensemblen durchgefiihrt. Dazu wurden sowohl
Absorptions- als auch Fluoreszenz-Emissionsspektren mit handelsiiblichen Spektrometern

aufgenommen. Beide Spektren sind in Abbildung 5.1(a) dargestellt.

(a) 11 Qv Soret‘, Carotenoid; | (b) 1t
o 08| o 08|
2 2
:E 0.6 | ;‘5 0.6 |
I; .a
§ 04 | § 0.4 B Summe
;5 E m—— Absorption
0.2 — Absorption | | 0.2 s FLExc. (RT)
m—— Emission ’ e F1.Exc. (1,5K)
Q) loske | | I I 0 s | I
12000 15000 18000 21000 24000 12800 13300 13800
Photonenenergie [cm '] Photonenenergie [cm ']

Abbildung 5.1: Ensemble- und Summenspektrum von 102 individuellen Chlorosomen des Chloroba-
culum tepidum wild type. (a) Raumtemperatur Absorptions- (schwarz) und Emissionsspektrum (rot).
Die in griin und rot farblich hinterlegten Fachen deuten die Anregungs- und Detektionsintervalle
der Fluoreszenz-Anregungsexperimente an. (b) Erweiterter Ausschnitt des in (a) griin hinterlegten
Bereichs. Absorptions- (schwarz) und Fluoreszenz-Anregungsspektren (F1.Exc.) bei Raumtemperatur
(RT, rot) und 1,5K (blau) aufgenommen. Die Absorptionsspektren (schwarz) aus (a) und (b) sind
identisch.

Die schwarze Linie zeigt das Absorptionsspektrum, die rote das Emissionsspektrum. Der
in orange unterlegte Bereich deutet die Transmission der Detektionsfilter (BP 850/80) an und
bestimmt das spektrale Intervall (von 12 346 cm ™! bis 11 236 cm 1) in dem die Fluoreszenz der
Probe detektiert werden kann. Der griin unterlegte Sektor (von 12570 cm ™! bis 14 000 cm™1)
entspricht dem spektralen Bereich, tiber den der Laser durchgestimmt werden kann (vgl.
Kapitel 4.1).

Die Hauptabsorptionsbande ist bei einer Photonenenergie von 13 623 cm ™! lokalisiert und

ist dem Qy Ubergang der BChl ¢ Molekiile zugeordnet. Diese ist im Vergleich zu monomer
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vorliegendem BChl ¢ um ungefihr 1370cm ™! zu niedrigeren Energien verschoben (vgl.
Abbildung 2.2(b)) und weist zwei Schultern auf. Die Schulter bei hoheren Energien entspricht
dem Qy Ubergang der BChl c Molekiile und befindet sich an einer spektralen Position von
ungefihr 15370 cm ™!, wohingegen die Schulter bei niedrigeren Energien von 12390 cm ™!
dem CsmA-BChl a Baseplate Komplex zugeordnet ist. Das Absorptionsspektrum der Wildtyp
Chlorobaculum tepidum Chlorosome stimmt gut mit den in der Literatur zu findenden Angaben
uberein [15, 49, 50, 154].

Das Fluoreszenzspektrum weist ihr globales Maximum an einer spektralen Position von
13038 cm ™! auf und wird von einer Schulter bei geringeren Energien begleitet. Das globale
Maximum hat seinen Ursprung in der Fluoreszenz der BChl Molekiilaggregate , wohingegen
die Schulter der Fluoreszenz der Baseplate zugeordnet werden kann. Ein lokales Maximum
bei 14837 cm ! geht aus den Q, Ubergangsdipolmomenten der aggregierten BChl Monomere
hervor.

Abbildung 5.1(b) zeigt den spektralen Bereich von 12 600 cm ! bis 14000 cm ! aus Abbil-
dung 5.1(a) im Detail. Die in schwarz abgebildeten Spektren sind dabei identisch. Die in
rot und blau dargestellten Kurven stellen die Ensemble Fluoreszenz-Anregungsspektrum,
aufgenommen bei Raumtemperatur (rot) bzw. bei 1,5K (blau) dar. Das Summenspektrum
aus allen individuell vermessenen Komplexen (s. unten) ist in griin dargestellt. Alle in Ab-
bildung 5.1(b) gezeigten Spektren wurden mit dem in Kapitel 4.1 beschriebenen Aufbau
aufgenommen.

Es ist ersichtlich, dass das Ensemble Fluoreszenz-Anregungsspektrum (rot), aufgenommen
mit dem zuvor genannten Aufbau bei Raumtemperatur und das Ensemble Absorptionss-
pektrum (schwarz), ebenfalls aufgenommen bei Raumtemperatur mit einem handelstibli-
chen Absorptionsspektrometer sehr gut tibereinstimmen. Das Tieftemperatur-Fluoreszenz-
Anregungsspektrum der Ensembleprobe (blau) ist um 80 cm ! gegeniiber dem bei Raumtem-

peraturen aufgenommenem Fluoreszenz-Anregungsspektrum (rot) zu niedrigeren Energien
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verschoben. Das Summenspektrum (griin) aus 102 vermessenen einzelnen Chlorosomen

stimmt ebenfalls relativ gut mit dem Tieftemperatur Ensemble Fluoreszenz-Anregungs-

spektrum (blau) tiberein.

5.1.2 Ensemblespektren von Chlorosomen des Chlorobaculum tepidum bchR

Mutanten

Es wurden Absorptions- und Emissionsspektren an Ensemblen des bchR Mutanten des
griinen Schwefelbakteriums Chlorobaculum tepidum gemessen. Die Spektren sind in Abbil-
dung 5.2(a) dargestellt. Die farblich unterlegten Fldchen entsprechen den Bereichen der

Anregung (griin) und der Detektion (rot) fiir den Fall der Fluoreszenz-Anregungsspektren.

(@) 10 Qy Soret‘, Carotenoid; N (b) 1H— Fl.‘Exc. (RT) |
—— FLExc. (1,5K)
E 08 i ’L;:‘ 08 | | Absorption
2 2
;E 0.6 |- :E' 0.6 -
I; Qa
§ 04} § 04}
5 A=
02 [ m— Absorption | | 02 [
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0 ! ! I I 0 ! ! !
12000 15000 18000 21000 24000 12800 13300 13800
Photonenenergie [cm '] Photonenenergie [cm ']

Abbildung 5.2: Ensemblespektren von Chlorosomen des Chlorobaculum tepidum bchR Mutanten.
(a) raumtemperatur Absorptions- (schwarz) und Emissionsspektren (rot). Die farblich griin und
rot hinterlegten Fldchen reprasentieren die Anregungs- und Detektionsbereiche der Fluoreszenz-
Anregungsexperimente. Weitere Details: siehe Text. (b) Spektraler Bereich der oligomeren Qy Uber-
gangsdipolmomente. Raumtemperatur Absorptions- und Fluoreszenz-Anregungsspektrum (schwarz,
rot), tieftemperatur Fluoreszenz-Anregungsspektrum (blau).

Das Absorptionsmaximum, welches den BChl ¢ Aggregaten zugeordnet werden kann
(Qy Ubergangsdipolmoment) liegt bei einer spektralen Position von 13459 cm ™! und wird

begleitet von zwei Schultern bei 12564 cm~! (Baseplate) und 14753 cm ™! (Qx Ubergangs-

dipolmoment). Das Fluoreszenz-Emissionsspektrum weist drei Maxima bei 12421 cm !

7
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13227 cm ™! und 14684 cm ™! auf, die ihren Ursprung in der Emission der Baseplate und den
BChl ¢ Qy und Qx Ubergangsdipolmomenten haben. Abbildung 5.2(b) zeigt einen vergro-
erten Ausschnitt der Abbildung 5.2(a), der das Absorptions- und Emissionsspektrum im
Bereich der Qy Ubergangsdipolmomente und der Baseplate zeigt. Das Absorptionsspek-
trum ist in schwarz dargestellt und identisch zu dem in Abbildung 5.2(a). Die Fluoreszenz-
Anregungsspektren, die mit dem in Kapitel 4.1 beschriebenen Aufbau bei Raumtemperatur
und Tieftemperatur (1,5K) aufgenommen wurden sind in rot bzw. in blau dargestellt. Im
Bereich hoherer Energien, bezogen auf das Absorptionsmaximum, weicht das Raumtempe-
ratur Fluoreszenz-Anregungsspektrum vom Absorptionsspektrum ab. Das Tieftemperatur
Fluoreszenz-Anregungsspektrum zeigt den gleichen Verlauf des Absorptionsspektrums,
weist jedoch eine geringere Linienbreite (FWHM: full width at half maximum) auf. Die
verminderte Linienbreite bei tiefen Temperaturen resultiert aus der Reduktion homogener
Verbreiterungsmechanismen. Ein weiteres Charakteristikum ist der spektrale Schwerpunkt

vsp, der in Gleichung (5.1) definiert ist.

Y I(v)-v
Vsp = % (5.1)

Bande

Hierbei reprasentiert I, die Intensitét als Funktion der Photonenenergie v. Z deutet die
Bande
Summation iiber die gesamte Bande des jeweiligen Spektrums an.

Die jeweiligen Maxima, spektralen Schwerpunkte und Linienbreiten (FWHM) des Absorp-
tions- und der Fluoreszenz-Anregungsspektren sind 13459cm~!, 13557 cm~! und
716cm™! (schwarz), 13430cm~!, 13542cm~! und 805cm~! (rot) und 13447 cm—!,
13556 cm ™! und 549 cm ™! (blau).
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5.1.3 Vergleich der Ensemblespektren der Wildtyp und der bchR Mutant Chlorosome

In Abbildung .5.3 sind die Raumtemperatur Ensemble-Absorptionsspektren von Chloroso-
men des Wildtyp (schwarz) und des bchR Mutanten (rot) des griinen Schwefelbakteriums
Chlorobaculum tepidum zum Vergleich abgebildet. Die farblich unterlegten Bereiche deuten
dabei die spektralen Bereiche der Absorption der Baseplate (rot) und der Qy (griin) und Qx
(blau) Ubergangsdipolmomente der BChl ¢ Aggregate an.

T

11
08}
0.6
04 |
0.2

0

— wild type -1

s pchiR Mutant

Qx

Intensitit [w.E.]

| | |
12000 13000 14000 15000

Photonenenergie [cm ']

Abbildung 5.3: Absorptionsspektren der Chlorosome des Chlorobaculum tepidum wild type (schwarz)
und bchR Mutanten (rot). Die farblich hinterlegten Bereiche deuten die unterschiedlichen Absorptions-
intervalle der Baseplate bzw. der Qy- und Qx-Banden an (in der Reihenfolge: rot, griin, blau).

Im Gegensatz zu den Bereichen unterhalb von 12800 cm ! und iiber halb von 14500 cm ™!,
in denen beide Spektren einen anndhernd gleichen Verlauf aufweisen, unterscheiden sie sich
stark im Bereich ihrer Hauptabsorptionsbanden. Die Werte fiir ihre Absorptionsmaxima,

spektralen Schwerpunkte und Linienbreiten sind in Tabelle 5.1 angegeben.

Maximum  spektraler Schwerpunkt FWHM

[cm™1] [cm™!] [em™1]
wild type 13623 13541 897
bchR Mutant 13459 13557 716

Tabelle 5.1: Charakteristika der Absorptionsspektren der Chlorosom-Ensembleproben des Chlorobacu-
lum tepidum wild type und bchR Mutanten.

Aus diesen Grofien ist ersichtlich, dass die Absorptionsbande der Chlorosome des bchR
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Mutanten um fast 200 cm~! schmaler ist, als die der Wildtyp Chlorosome. Die spektrale Se-
paration der Absorptionsmaxima betragt ungefahr 150 cm L. Thre spektralen Schwerpunkte
befinden sich nahezu an gleicher Position. Die Verldufe der Hauptabsorptionsbanden beider
Spektren verhalten sich gegensatzlich: Das Absorptionsspektrum der Chlorosome des bchR
Mutanten steigt relativ steil auf der Seite niedriger Energien (ausgehend vom Absorptions-
maximum) an und fallt auf der Seite hoher Energien im Vergleich dazu relativ flach ab. Im
Fall des Absorptionsspektrums der Wildtyp Chlorosome ist ein relativ flacher Anstieg der
Flanke bei niedrigen Energien zu beobachten, wohingegen der Abfall der Intensitidt nach

erreichen des Maximumes relativ steil erfolgt.

5.1.4 Diskussion

Unter der Berticksichtigung, dass die Seitengruppe an der C;, Position des Chlorobaculum
tepidum bchR Mutanten durch eine Methylgruppe festgelegt und damit die Variation an
BChl c Homologen im Vergleich zum Wildtyp innerhalb der Chlorosome geringer ist (vgl.
Kapitel 2.3.5), lasst sich vermuten, dass die BChl ¢ Molekiilaggregate des Mutanten weni-
ger strukturelle Heterogenitdt aufweisen als die des Wildtyp. Diese Vermutung wird durch
die geringere Linienbreite des Absorptionsspektrums der Chlorosome des bchR Mutanten
im Vergleich zu dem der Wildtyp Chlorosome untermauert. Basierend auf einem Exziton-
Hamiltonian (vgl. Kapitel 3.3) und unter der Berticksichtigung, dass die BChl Molekiile
im Inneren der Chlorosome zylindrische J-Aggregate ausbilden, kann an dieser Stelle eine
vorsichtige Annahme getroffen werden: die optischen Eigenschaften dieser zylindrischen
J-Aggregate unterstehen stark der Aggregatgrofie, beispielsweise wird das Absorptions-
maximum eines solchen Aggregates bei zunehmendem Durchmesser oder zunehmender
Aggregatlange rot verschoben [111-113, 117]. Aufgrund dieser Tatsache ldsst sich vermuten,
dass im Falle des bchR Mutanten hauptsachlich Aggregate gleicher Grofie und zusatzlich

wenige kleinere Aggregate, ausgebildet werden. In diesem Szenario stiege die Flanke bei
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niedrigen Energien, bezogen auf das Absorptionsmaximum, steil bis hin zum Absorptions-
maximum an und wére ausschlaggebend definiert durch die hauptsédchlich vorhandenen
grofleren Aggregate. Auf die Seite hoherer Energien nihmen die kleineren Aggregate Einfluss
und wiirden, aufgrund ihrer variierenden Grofien und damit verbundenen variierenden
Absorptionsmaxima die Flanke hoherer Energien tiber einen grofieren spektralen Bereich, im
Vergleich zur Flanke niedriger Energien, ausdehnen. Im Falle der Wildtyp Chlorosome kénnte
die Zusammensetzung der Aggregate gegau gegensétzlich sein. Bei dieser Annahme enthalt
das Chlorosom hauptsichlich kleinere Aggregate, die bei htheren Energien absorbieren und
einige, wenige grofiere Aggregate, welche verantwortlich fiir die Auspragung der Schulter
des Absorptionsspektrums bei niedrigen Energien (ausgehend vom Absorptionsmaximum)

waren.
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5.2 Vergleich zwischen Raum- und Tieftemperatur
Fluoreszenz-Anregungsspektren einzelner Wildtyp Chlorosome

des grinen Schwefelbakteriums Chlorobaculum tepidum

Es wurden polarisationsaufgeloste Fluoreszenz-Anregungsspektren von 24 individuellen
Chlorosomen bei Raumtemperatur und von 25 individuellen Chlorosomen bei 1,5 K aufge-
nommen. Die Polarisationsauflosung entsprach 3° bei den Tieftemperatur- und 12° bei den
Raumtemperaturexperimenten. Die Proben wurden zwischen 12 570 cm~! und 14 000 cm !
1

angeregt und ihre Fluoreszenz wurde in einem Intervall von 11236cm ™! bis 12346 cm™

mittels der BP 850/80 Bandpassfilter detektiert (vgl. Abbildung .5.1(a)).

5.2.1 Raumtemperatur Spektren

In Abbildung 5.4(a) sind 70 aufeinanderfolgende Fluoreszenz-Anregungsspektren eines ein-
zelnen Chlorosoms dargestellt. Die vertikale Achse zeigt die Polarisation, die horizontale
Achse die Photonenenergie der anregenden Strahlung. Die Fluoreszenzintensitit der ange-
regten Probe ist durch den Farbcode aufgeschliisselt. Das Druchschnittsspektrum (schwarz),
sowie zwei weitere Spektren unter verschiedener Polarisation (hellblau, hellrot) sind in Ab-
bildung 5.4(b) dargestellt. Die in hellblau und hellrot abgebildeten Spektren entsprechen
denen, die in Abbildung 5.4(a) durch die horizontalen Balken markiert sind. Aufgrund des
Rauschens der Spektren, wurde ein gleitender Durchschnitt (11 Punkte) hinzugefiigt (grau,
dunkelblau, dunkelrot) um ihre Verlaufe zu verdeutlichen.

Das Durchschnittsspektrum weist eine breite Bande mit einem Maximum bei 13691 cm ™!
und einer Linienbreite (FWHM) von 695cm ™! auf. Die Verteilungen der Maxima, spektra-
len Schwerpunkte und Linienbreiten aller bei Raumtemperatur aufgenommenen Spektren

sind in Abbildung 5.5 dargestellt. Ihre Mittelwerte und Standardabweichungen in oben
genannter Reihenfolge sind (13649 4 31) cm ™! (Maximum), (13490 + 51) cm~! (spektraler
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Abbildung 5.4: (a) Stapelung von 70 Fluoreszenz-Anregungsspektren individueller Chlorosome
als Funktion der Polarisation der Anregungsstrahlung in einer zweidimensionalen Représentation.
Zwischen zwei sukzessiv aufgenommen Fluoreszenz-Anregungsspektren wurde die Polarisation
um 12° gedreht. Die Intensitét ist farbcodiert. (b) Durchschnittsspektrum (schwarz) der 70 einzelnen
Fluoreszenz-Anregungsspektren und zwei individuelle Fluoreszenz-Anregungsspektren bestimmter
Polarisationen der Anregungsstrahlung: 84° (rot), 144° (blau). Die zugehorigen individuellen Spektren
sind durch die horizontalen Linien in (a) angedeutet. Zur besseren Sichtbarkeit, wurden die jeweiligen
Linien, welche die Spektren iiberlagen mit einem gleitenden Durchschnitt von 11 Datenpunkten
versehen. (c) Anregungsenergieabhingige Modulationstiefe M(v). Zur besseren Ubersichtlichkeit
sind vier Beispiele farblich hervorgehoben und die Auswahl wurde auf 10 Chlorosome restriktiert.
Die vertikale, gestrichelte Linie gibt eine Photonenenergie von 13320cm™! an. (d) Verteilung der
tiber alle Anregungsenergien (> 13320 cm™!) gemittelten Modulationstiefen von 24 individuellen
Chlorosomen. Aus [153].

Schwerpunkt) und (835 + 129) cm ! (FWHM).
Die Spektren der 24 einzelnen Chlorosome unter verschiedenen Polarisationen unterschei-

den sich beztiglich ihres Verlaufs nicht nennenswert voneinander. Es wurde die Modulati-
Imax(V) - Imin(V)
Imax (V) + Imin(v)
Iin (V) und Imax(v) die minimale bzw. die maximale Intensitit der Fluoreszenzintensitit

onstiefe M(v) = als Funktion der Anregungsenergie v bestimmt, wobei
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Abbildung 5.5: Verteilungen der bei Raumtemperatur untersuchten Chlorosomen. (a) Maxima der
Durchschnittsspektren. (b) Spektrale Schwerpunkte. (c) Linienbreite (FWHM).

bezeichnen. Die Modulationstiefe 10 individueller Chlorosome sind in Abbildung .5.4(c)
dargestellt, wobei vier von ihnen farblich markiert sind. Es ist ersichtlich, dass die Modu-
lationstiefe oberhalb einer Photonenergie von 13320 cm ™! (angedeutet durch die vertikale,
gestrichelte Linie) anndhernd konstant ist. Oberhalb dieser Grenze wurde fiir die Modulati-
onstiefe M(v) ein Mittelwert {iber die Anregungsenergie v fiir jeden individuellen Komplex
bestimmt. Die Verteilung dieser Mittelwerte ist in Abbildung 5.4(d) gezeigt und ist mit einer
Standardabweichung von 0,08 um einen Wert von 0,75 verteilt. Dieser Mittelwert stimmt
gut mit dem aus Referenz [121] iiberein, der zu 0,77 bestimmt und bei einer stationdren

Anregungswellenldnge von 750 nm (13 333 cm 1) erhalten wurde.

5.2.2 Tieftemperatur Spektren

Es wurden polarisationsaufgeldste Fluoreszenz-Anrgeungsspektren von 25 individuellen
Chlorosomen bei tiefen Temperaturen (1,5 K) aufgenommen. Die Spektren der 25 Komplexe
konnten in zwei Klassen aufgeteilt werden: (i) Fluoreszenz-Anregungsspektren, die in
zwei Anteile separiert werden konnen und (ii) Fluoreszenz-Anregungsspektren, die nicht
in verschiedene Anteile separiert werden konnen . Acht der 25 aufgenommen Spektren
fallen dabei in die erste Kategorie und ein Beispielspektrum ist in Abbildung 5.6(a,b)

gezeigt. Die Spektren der 17 verbleibenden Chlorosome fallen in die zweite Kategorie. Ein
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Beispielspektrum ist in Abbildung 5.6(c,d) dargestellt. Fiir die polarisationsaufgeldsten
Fluoreszenz-Anregungsspektren beider Beispiele (Abbildung 5.6(a,c)) wurden 250 auf-
einanderfolgende Spektren, zwischen denen die Polarisation der anregenden Strahlung
fortlaufend in Stufen von 3° gedreht wurde, aufgenommen. Die Durchschnittsspektren sind
jeweils in schwarz in den Abbildungen 5.6(b) und (d) dargestellt. Beide Spektren zeigen
breite, asymmetrische Banden, deren Maxima an spektralen Positionen von 13 632 cm ™! bzw.
13681 cm ™! liegen und Linienbreiten (FWHM) von 548 cm ™! bzw. 603 cm ™! aufweisen. Die
Verteilungen der Maxima, der spektralen Schwerpunkte und der Linienbreiten (FWHM)
sind in Abbildung 5.7 dargestellt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind
(13549 £ 114)cm~!  (Maximum), (13414 +65)cm~! (spektraler Schwerpunkt) und
(793 4 106) cm ™! (FWHM).

Die Abbildungen 5.6(a) und (c) zeigen eine starke Abhangigkeit der Fluoreszenz von der
Polarisation der einfallenden Anregungsstrahlung. Zwei Spektren verschiedener Polarisa-
tion, markiert durch die horizontalen Linien (hellblau, hellrot) sind fiir beide Beispiele in
Abbildung 5.6(b) bzw. Abbildung 5.6(d) dargestellt.

Die beiden individuellen Spektren (hellblau, hellrot) des ersten Beispiels
(Abbildung 5.6(a,b)) weisen Maxima an spektralen Positionen von 13351 cm™~! (hellrot) bzw.
13666 cm ™! (hellblau) und Linienbreiten (FWHM) von 683 cm ™! bzw. 462 cm ™! auf. Es ist
deutlich erkennbar, dass beide Spektren in unterschiedlicher Art zum Durchschnittsspektrum
(schwarz) beitragen.

Im Gegensatz zu den individuellen Spektren des ersten Beispiels, zeigen die des zweiten
Beispiels (Abbildung 5.6(c,d)) gleiche Verldufe und weisen ihre Maxima bei 13676 cm ™!
(hellrot) bzw. 13693 cm ™! (hellblau), mit zugehorigen Linienbreiten (FWHM) von 570 cm !
bzw. 667 cm !, auf.

Fiir das Beispielspektrum der ersten Kategorie ist in Abbildung 5.8(a) die Fluoreszenz als

Funktion der Polarisation (Punkte) der in Abbildung 5.6(b) durch Pfeile gekennzeichneten
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Abbildung 5.6: (a,c) Stapelung von 250 Fluoreszenz-Anregungsspektren individueller Chlorosome
als Funktion der Polarisation der Anregungsstrahlung in einer zweidimensionalen Représentation.
Zwischen zwei sukzessiv aufgenommen Fluoreszenz-Anregungsspektren wurde die Polarisation um
3° gedreht. Die Intensitat ist farbcodiert. (b,d) Durchschnittsspektrum (schwarz) der 250 einzelnen
Fluoreszenz-Anregungsspektren und zwei individuelle Fluoreszenz-Anregungsspektren bestimmter
Polarisationen der Anregungsstrahlung: (b) 138° (blau), 186° (rot); (d) 87° (blau), and 156° (rot). Die
zugehorigen individuellen Spektren sind durch die horizontalen Linien in (a) und (c) angedeutet.
Zur besseren Sichtbarkeit, wurden die jeweiligen Linien, welche die Spektren iiberlagen mit einem
gleitenden Durchschnitt von 11 Datenpunkten versehen. Aus [153].
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Abbildung 5.7: Verteilungen der bei Tieftemperatur untersuchten Chlorosomen. (a) Maxima der
Durchschnittsspektren. (b) Spektrale Schwerpunkte. (c) Linienbreite (FWHM).
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spektralen Positionen dargestellt. Zwei der vier Positionen gehoren zu den Maxima der
individuellen Spektren, die anderen beiden reprdsentieren Positionen in den Flanken des
Durchschnittsspektrums, an denen die Uberlagerung der individuellen Spektren vermeint-
lich minimal wird. Fiir jede der vier Positionen wurde die Fluoreszenz (Punkte) mit einer
cos? —Funktion (schwarze Linie) angepasst. Die relativen Phasenwinkel der Fluoreszenzmo-
dulation an den spektralen Positionen 13 351 cm— !, 13666 cm ! und 13840 cm ! bezogen
auf diejenige bei 13120 cm 1 sind 5,7°, 29,7° und 30,6°. Auf die gleiche Weise wurde mit
dem Beispielspektrum der Kategorie zwei verfahren (Abbildung 5.8(b)). Die polarisations-
abhingige Fluoreszenz wurde an drei spektralen Positionen (vgl. Abbildung 5.6(d)) mit
einer cos? —Funktion (schwarze Linie) angepasst. In diesem Fall war keine Phasendifferenz

zwischen den cos? —Funktion beobachtbar.
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Abbildung 5.8: Intensitdt der Fluoreszenz (Punkte) als Funktion der Polarisation der Anregungsstrah-
lung an spektralen Positionen, die durch Pfeile in Abbildung 5.6(b,d) markiert sind. Eine cos?-Funktion
wurde an jeden Datensatz angefittet (durchgehende schwarze Linien). (a) Intensitdtsmodulation der
Markierungen der Abbildung 5.6(b); (b) Intensitdtsmodulation der Markierungen der Abbildung 5.6(d).
Die vertikalen schwarzen Linien deuten die Minima der Intensitdtsmodulation bei einer spektralen
Position von 13120 cm ™! an. Aus [153].

Fiir jedes der Chlorosome wurde die Modulationstiefe als Funktion der Anregungsstrah-

lung bestimmt M(v). Diese ist separat fiir die Chlorosome verschiedener Kategorien in
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Abbildung 5.9 gezeigt. Die Modulationstiefen der bei tiefen Temperaturen aufgenomme-
nen Spektren variiert gravierend iiber den spektralen Bereich der Bande und unterscheiden
sich demnach substantiell von den Modulationstiefen, die bei Raumtemperatur aufgenom-
men wurden (vgl. Abbildung 5.4(c)). Ein Mittelwert und eine Standardabweichung von
M = 0,47 £ 0,12 wurde durch Mittelung tiber alle Komplexe und iiber Anregungsenergien
von 13100 cm ™! bis 14000 cm ! gefunden.
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Abbildung 5.9: Anregungsenergieabhingige Modulationstiefe M(v) (a) individueller Chlorosome
die polarisationsaufgeloste spektrale Komponenten aufweisen (Chlorosome 1-8) und (b) individueller
Chlorosome die keine polarisationsaufgelosten spektralen Komponenten aufweisen (Chlorosome
9-25). Aus [153].

5.2.3 Vergleich und Diskussion der Raum- und Tieftemperaturergebnisse

Abbildung 5.10 zeigt die Histogramme der Maxima, spektralen Schwerpunkte und Li-
nienbreiten (FWHM) der bei Raumtemperatur (a-c) und Tieftemperatur (d-f) aufgenom-
menen Spektren. Die Mittelwerte und Standardabweichungen dieser Grofien sind (Ma-
ximum, spektraler Schwerpunkt, Linienbreite) (13649 + 31) em~!, (13490 +51) cm~! und
(835+129)cm ™! im Falle der Raumtemperaturexperimente und (13549 +114)cm™!,
(13414 + 65) cm ! und (793 & 106) cm ! im Falle der Tieftemperaturexperimente.

Die Mittelwerte der Tieftemperaturexperimente sind, verglichen mit den Mittelwerten der

Raumtemperaturexperimente, in allen drei Féllen geringer. Die Differenz der Maxima liegt
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Abbildung 5.10: Verteilungen der bei Raumtemperatur (a-c) und Tieftemperatur (d-f) untersuchten
Chlorosomen der Abbildungen 5.5 und 5.7. (a,d) Maxima der Durchschnittsspektren. (b,e) Spektrale
Schwerpunkte. (c,f) Linienbreite (FWHM).

bei 100 cm ! und stimmt mit den Resultaten der Ensemblemessungen iiberein (80 cm~!). Die
Tieftemperatur Spektren zeigen, verglichen mit den Raumtemperaturspektren, sowohl eine
grofiere Variation der spektralen Positionen ihrer Maxima als auch eine grofiere Vielfalt ihrer
Profile. Aus diesem Grund ist der spektrale Schwerpunkt eine weitere Grofie um einen Ver-
gleich zwischen den Raum- und Tieftemperaturspektren heranzuziehen. Der Mittelwert des
Spektralen Schwerpunkts der Tieftemperaturspektren ist gegentiber den Raumtemperatur-

spektren um 76 cm !

zu niedrigeren Energien verschoben. Normalerweise ist die Linienbreite
(FWHM) aufgrund der Reduktion homogener Verbreiterungsmechanismen bei tiefen Tem-
peraturen auf dem Einzelmolekiillevel betrachtlich schmaler als bei Raumtemperatur. Der
Mittelwert der Linienbreiten ist bei tiefen Temperaturen um 40 cm ! schmaler als bei Raum-

temperatur. In Anbetracht der Standardabweichungen von 129 cm ™! und 106 cm ! scheint

dieser Unterschied jedoch insignifikant zu sein. Ein moglicher Grund dafiir ist die Grofse
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Menge an BChl Molekiilen innerhalb eines Chlorosoms, die eine Vielfalt an verschiedenen
Aggregaten bzw. dhnliche Aggregate unterschiedlicher Abmessungen ausbilden. Dadurch ist
ebenfalls, sowohl bei Raum- als auch bei Tieftemperatur, ein beachtliches Maf3 an struktureller
Unordnung vorhanden.

Die Spannen der Modulationstiefen iiber die Absorptionsbanden (Raumtemperatur: von
13320 cm ! bis 14000cm—L; Tieftemperatur: von 13100 cm~! bis 14000 cm_l) einzelner
Chlorosome sind in Abbildung 5.11(a) fiir die Raumtemperaturexperimente und in
Abbildung 5.11(b) fiir die Tieftemperaturexperimente dargestellt. Die Spanne der Modulati-
onstiefe, der bei tiefen Temperaturen aufgenommenen Spektren zeigt eine hohe Heterogenitét
sowohl innerhalb eines einzelnen Chlorosoms, als auch zwischen verschiedenen Chloroso-
men. Der geringste Wert tritt bei Komplex 6 an einer spektralen Position von 13951 cm ™! mit
einem Wert von M = 0,1 auf. Der hochste Wert wurde fiir Komplex 22 gefunden: M = 0,96 bei
13706 cm~!. Die Spanne der Modulationstiefe der Raumtemperaturspektren ist wesentlich
homogener als die der Tieftemperaturexperimente. Dies gilt sowohl fiir das Inter- als auch fiir
das Intrachlorosomlevel. Generell sind Mittelwerte der energieabhdngigen Modulationstiefe
M(v) im Falle der Raumtemperaturspektren hoher als bei den Tieftemperaturexperimenten.
Der niedrigste Wert, M = 0,4, ist den Komplexen 5 und 17 zuzuordnen. Die Mittelwerte der
Spanne der Modulationstiefe liegt bei 0,75 fiir die Raumtemperaturexperimente und bei 0,47
tiir die Tieftemperaturexperimente.

Eine weitere Grofie zur Auswertung der Fluoreszenzmodulation ist ein iiber die minimale
. . .. . | Imi
und maximale Intensitdt (Inin, Imax) definierter Winkel oy = arctan ( I“ﬂ) . Werte von
max

v = 0° bzw. v = 45° reprisentieren den homogenen Fall, bei dem alle Ubergangsdipol-
momente einer bestimmten spektralen Position parallel orientiert sind und den isotropen
Fall. Eine Umrechnung der Modulationstiefe M in den Winkel v fiithrt zu Mittelwerten von
v = 20,7° (Raumtemperatur) und y = 31,0° (Tieftemperatur). In Referenz [121] wird von

einem Wert von y = 27,9° berichtet. Beriicksichtigt man die Tatsache, dass die Bakterien, von
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Abbildung 5.11: (a) Variation der Modulationstiefe M 24 individueller Chlorosome die bei Raum-
temperatur untersucht wurden. Die Balken reprasentieren die Minima bzw. Maxima von M jedes
einzelnen Chlorosoms iiber einer Photonenenergie von 13 320 cm ™. (b) Variation der Modulationstiefe

M aller bei 1,5 K untersuchten individuellen Chlorosome eines spektralen Bereichs von 13100 cm ™
bis 14000 cm™~!. Aus [153].

denen einzelne Chlorosome gewonnen wurden, in verschiedenen Laboratorien und vermut-
lich unter (leicht) verschiedenen Bedingungen geziichtet wurden [121, 122, 153], stimmen die
Werte relativ gut tiberein. Weitere Einfliisse auf die Giite der Probe nehmen wahrscheinlich
auch die Extraktion der Chlorosome aus den Bakterien, sowie die Lagerung. Sogar Chloro-
some der gleichen Spezies, die aus unterschiedlichen Serien des gleichen Labors stammen
zeigen Unterschiede in ihren CD-Spektren [93, 155].

Nachdem fiir die Mittelwerte M # 1 und 7 # 0 gilt, sind unter den breiten Banden der Spek-
tren mindestens zwei spektral iiberlappende Ubergénge, ungleicher Polarisation verborgen.
Die Variationen der Modulationstiefe M (v) bedeuten, dass verschiedene Ubergangsdipol-
momente unterschiedlich stark zu einem resultierenden Ubergangsdipolmoment an einer

bestimmten spektralen Position beitragen. Das Innere eines Chlorosoms enthélt 10 bis 30
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zylindrische BChl-Aggregate [156] mit bestimmten Orientierungen, die durch die Aggre-
gatlainge und das Chlorosomvolumen vorgegeben sind. Es wird angenommen, dass die
zylindrischen BChl-Aggregate bei geringem Chlorosomvolumen oder langen Aggregaten
weitestgehend parallel zueinander und der Hauptachse des Chlorosoms orientiert sind. Die-
se Anordnung wiirde zu einer hohen Modulationstiefe fiithren. Im anderen Fall, d.h. kurze
Aggregate oder grofies Chlorosomvolumen, wird die Orientierung der BChl-Aggregate in
einem geringeren Maf3 durch die Begrenzungen des Chlorosoms beeinflusst und wiirde zu
geringeren Modulationstiefen fithren. Die Modulationstiefe ist sowohl ein Maf fiir die struk-
turelle als auch fiir die energetische Unordnung. Ihr Unterschied beziiglich der Chlorosome
die bei Raum- bzw. Tieftemperatur vermessen wurden, ldsst sich dadurch erkldren, dass
BChl-Aggregate eines Chlorosoms durch tiefe Temperaturen in einer bestimmten Konforma-
tion vorliegen und somit auch die Energielandschaft der elektronisch angeregten Zustande
unverdndert bleibt. Bei hoheren Temperaturen werden mehr Zustdnde thermisch zuganglich
und zusitzlich werden strukturelle Fluktuationen schneller, was bedeutet, dass sich die
Konformation der BChl-Aggregate zeitlich dndert. Die Spektren, die bei Raumtemperatur
aufgenommen wurden sind somit ein Durchschnitt iiber eine Variation an Konformationen
eines einzelnen Chlorosoms, was die Schlussfolgerung nahe legt, dass eine homogenere

Verteilung der Orientierungen der Ubergangsdipolmomente vorliegt.

5.3 Globale Analyse der polarisationsaufgelosten
Tieftemperatur-Fluoreszenz-Anregungsspektren von Wildtyp
Chlorobaculum tepidum Chlorosomen

Die Tieftemperaturdaten des vorangegangenen Abschnitts wurden erweitert und es wurde

eine Methode zur globalen Analyse der polarisationsaufgelosten Fluoreszenz-Anregungs-

spektren etabliert.
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5.3.1 Polarisationsaufgeldste Tieftemperatur-Fluoreszenz-Anregungsspektren

Es wurden polarisationsaufgeloste Fluoreszenz-Anregungsspektren von 102 individuel-
len Chlorosomen des griinen Schwefelbakteriums Chlorobaculum tepidum bei 1,5K aufge-
nommen. Fiir jedes dieser polarisationsaufgeloste Spektren wurden 250 aufeinanderfol-
gende Spektren aufgenommen, zwischen deren Aufnahmen die Polarisation der anregen-
den Strahlung stufenweise um jeweils 3° gedreht wurde. Drei Beispielspektren sind in

Abbildung 5.12(a,c,e) dargestellt.
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Abbildung 5.12: (a,c,e) Stapelung von 250 Fluoreszenz-Anregungsspektren individueller Chlorosome
als Funktion der Polarisation der Anregungsstrahlung in einer zweidimensionalen Repréasentation.
Zwischen zwei sukzessiv aufgenommen Fluoreszenz-Anregungsspektren wurde die Polarisation
um 3° gedreht. Die Intensitat ist farbcodiert. (b,d,f) Durchschnittsspektrum der 250 individuellen
Fluoreszenz-Anregungsspektren (schwarz) und die PAS der globalen Analyse (rot, blau). Die PAS
sind auf der gleichen relativen Skala gezeigt, die fiir das Durchschnittsspektrum normiert wurde.

Die vertikalen und horizontalen Achsen entsprechen der Polarisation bzw. der Photonen-
energie der einfallenden Strahlung. Die Intensitédt der Fluoreszenz ist dabei farbcodiert. Die

Durchschnittsspektren sind in den Abbildungen 5.12(b,d,f) jeweils in schwarz dargestellt.
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Es ist klar ersichtlich, dass zwischen der Fluoreszenzintensitiat und der Polarisation der
anregenden Strahlung eine Abhdngigkeit besteht. Die Durchschnittsspektren weisen brei-
te, asymmetrische Banden auf, deren Maxima, spektrale Schwerpunkte und Linienbreiten
(FWHM) bei (b) 13614cm ™1, 13449 cm ™!, 772cm ™!, (d) 13628 cm ™!, 13445cm ™!, 563 cm !
und (f) 13369 cm ™1, 13377 cm ™!, 642 cm ™! liegen. Die Verteilungen dieser Grofen tiber alle
102 Chlorosome sind in Abbildung 5.13 dargestellt. Die Mittelwerte und Standardabweichun-
gen sind (13545 + 124) cm ! (Maxima), (13486 +59) cm ! (spektrale Schwerpunkte) und
(765 4+ 141) cm ™! (Linienbreiten).
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Abbildung 5.13: Verteilung der Ergebnisse der bei 1,5K aufgenommenen polarisationsaufgeloste
Fluoreszenz-Anregungsspektren von 102 individuellen Chlorosomen. (a) Maxima der Durchschnittss-
pektren. (b) Spektrale Schwerpunkte. (c) Linienbreite (FWHM).

5.3.2 Ergebnisse der globalen Analyse

In Analogie zu zerfalls-assoziierten Spektren (DAS: decay associated spectra), die aus zeitauf-
geloster Spektroskopie erhalten werden [157-160] wurde eine dhnle Methode entwickelt,
um die polarisationsabhédngige Intensititsmodulation detaillierter zu untersuchen. Dazu
wurden die polarisationsaufgelosten Fluoreszenz-Anregungsspektren in 63 Energieintervalle
von ungefihr 25cm ! eingeteilt und anschlieSend mit der in Gleichung (5.2) angegebenen

Funktion gefittet.
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Alv,9,8) = Ag+ A?(v) cos?(¢) + AP0 (v) cos®(¢ + 0) (5.2)

v reprdsentiert die jeweils zentrale Anregungsenergie der eingeteilten Intervalle, ¢ und
die globale Phase und die Phasendifferenz der cos? -Funktionen. A?(v) und A?+°(v) sind
die Amplituden, die mit den Phasenwinkeln zusammenhéngen. Ay ist ein konstantes Offset.
¢ und ¢ sind die globalen Parameter, die unabhédngig von der spektralen Position opti-
miert werden, wohingegen A?(v) und A?+°(v) lokale Parameter sind, die in Abhéngigkeit
der spektralen Positionen optimiert werden. Das heifdt, dass fiir jedes Intervall des einge-
teilten Spektrums zwei Amplituden, die zu unterschiedlichen Phasen gehoren, erhalten
werden. Im Folgenden werden A?(v) und A?+°(v) als polarisations-assoziierte Spektren
(PAS) bezeichnet. Fiir die drei Beispielspektren der Abbildung 5.12 ergeben sich fiir den
Phasenwinkel ¢ und die Phasendifferenz § Werte von (a) 38° und 78°, (c) 122° und 78°, (e)
47° und 85°. Die zugehorigen (PAS) sind in den Abbildungen 5.12(b,d,f) in rot und blau
dargestellt. Das in rot dargestellte Spektrum besitzt dabei, im Vergleich zu dem in blau
dargestellten Spektrum den niedrigeren spektralen Schwerpunkt. Diese werden deshalb
als niederenergetisches und hochenergetisches PAS bezeichnet. Fiir die niederenergetischen
PAS ergeben sich spektrale Schwerpunkte und Linienbreiten (FWHM) von (b) 13 438 cm~ L,
790cm !, (d) 13364 cm 1 485cm 1 und (f) 13462 cm— !, 620em !, fiir die hochenergetischen
PAS (b) 13505cm ™1, 698 cm !, (d) 14545cm ™!, 496 cm ™! und (f) 13426 cm ™!, 687 cm .

Die globale Analyse wurde auf die polarisationsaufgeldsten Fluoreszenz-Anregungsspek-
tren von 102 einzelnen Chlorosomen angewendet. Die Verteilungen der spektralen Schwer-
punkte des Durchschnittsspektrums (schwarz) und beider PAS (rot und blau), sowie die
energetische Differenz der spektralen Schwerpunkte beider PAS und der Phasenwinkel ¢
sind in Abbildung 5.14 dargestellt.

Die Mittelwerte und Standardabweichungen der erhaltenen Groen sind (13486 4+ 59) cm ™!
(grau), (13452 4-81) cm~! (rot) und (13517 + 72) cm ™! (blau) (spektrale Schwerpunkte, Ab-
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Abbildung 5.14: Verteilungen der Ergebnisse aus der globalen Analyse der bei tiefen Temperaturen
aufgenommenen polarisationsaufgeloste Fluoreszenz-Anregungsspektren individueller Chloroso-
me des Chlorobaculum tepidum wild type. (a) Spektrale Schwerpunkte des Durchschnittsspektrums
(schwarz) und der nieder- und hochenergetischen PAS (rot, blau). (b) Spektrale Differenz der spek-
tralen Schwerpunkte der PAS. (c) Phasenwinkel  zwischen den nieder- und hochenergetischen
PAS.

bildung 5.14(a)), (64 & 50) cm ! (spektrale Differenz der PAS, Abbildung 5.14(b)) und (85 £ 4)°
(Phasenwinkel 6, Abbildung 5.14(c)).

Es muss an dieser Stelle erwdhnt werden, dass die globale Analyse ebenfalls mit drei
cos? —Funktionen und den dazugehorigen Amplituden durchgefiihrt wurde. Die auf diese
Weise erhaltenen Ergebnisse waren, im Gegensatz zu der globalen Analyse mit zwei Beitrdgen,

stark abhédngig von den Startparametern des Anpassungsprozesses.

5.3.3 Diskussion

Generell unterscheiden sich die Spektren aller 102 individuellen Komplexe stark in ihrer
Gestalt. Ihre Hauptabsorptionsbanden sind asymmetrisch und weisen Schultern in der roten
oder blauen Flanke, ausgehend vom Maximum, auf. Nur in wenigen Féllen, beispielsweise in
Abbildung 5.6(c,d), ist keine Schulter vorhanden oder nur schwer erkennbar. Alle Spektren
zeigen eine starke Abhédngigkeit der Fluoreszenz von der Polarisation der Anregungsstrah-
lung. Das bedeutet, dass eine grundlegende supramolekulare Struktur, wie auch immer sie
geartet sein mag, vorhanden sein muss. Die Histogramme der Abbildung 5.13 belegen, dass

die Maxima iiber einen breiten spektralen Bereich verteilt sind und breite Absorptionsbanden
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aufweisen. Die Verteilung des spektralen Schwerpunkts im Vergleich zu der Verteilung der
Maxima ist schmaler, was zu der Annahme fiihrt, dass der energetisch niedrigste Exziton-
zustand nicht notwendigerweise die hochste Oszillatorenstirke besitzt. In Anbetracht der
Tatsache, dass Chlorosome des Wildtyp Chlorobaculum tepidum einige BChl Molekiilaggrega-
te verschiedener Homologe enthalten (vgl. Kapitel 2), kann ebenfalls davon ausgegangen
werden, dass diese in ihrer Grofie variieren. Diese strukturelle Unordnung beeinflusst die
optischen Eigenschaften der Aggregate die zum Gesamtspektrum beitragen.

Es wird vermutet, dass die im Chlorosom enthaltenen BChl Molekiile 10 bis 30 zylindri-
sche Aggregate ausbilden [15]. Im Idealfall weist ein solches zylindrisches J-Aggregat drei
zueinander orthogonale exzitonische Dipolmomente auf (vgl. Kapitel 3.3.1). Das Ubergangs-
dipolmoment, welches dem Zustand mit hochster Oszillatorenstarke zugehorig ist, ist dabei
parallel zur Hauptachse des zylindrischen Aggregates polarisiert, wohingegen die zwei
anderen Zustinde energetisch entartet sind und die zugehorigen Ubergangsdipolmomente
senkrecht zur Hauptachse polarisiert sind. Unter diesen Umstdnden triigen zwei Banden
zum Spektrum bei. Das Ergebnis der globalen Analyse, bei der zwei Komponenten A?(v)
und A?*(v) angenommen wurden, zeigt deutlich, dass sie auf dem Einzelkomplexlevel (vgl.
Abbildung 5.14(b,c)) die exzitonischen Ubergangsdipolmomente in Unterbanden gruppiert,
die energetisch separiert sind und verschiedene Polarisationen zueinander zeigen. Das gibt
Grund zu der Annahme, dass die in Chlorosomen enthaltenen Aggregate von einem perfek-
ten zylindrischen J-Aggregat abweichen und somit eine gewisse energetische und strukturelle
Unordnung besitzen. In Kapitel 6 werden die hier erhaltenen Ergebnisse mit Computersimu-
lationen verschiedener J-Aggregate, die auf die gleiche Art und Weise ausgewertet wurden,

verglichen.
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5.4 Untersuchungen an Chlorosomen des bchR Mutanten des griinen

Schwefelbakteriums Chlorobaculum tepidum

Im Chlorobaculum tepidum bchR Mutanten ist die C1, Methyltransferase der Bakteriochloro-
phyll ¢ Molekiile codiert, wodurch an der Cy;, Position fiir die Ry, Seitenkette eine Methyl-
gruppe ausgebildet wird. Auf diese Weise wird die Variation der BChl c Homologe innerhalb
der Chlorosome reduziert. Das wiederum fiihrt vermutlich zu geringerer struktureller He-
terogenitdt der BChl Molekiilaggregate innerhalb der Chlorosome des bchR Mutanten im
Vergleich zu denen des Wildtyps und somit zu homogeneren optischen Eigenschaften. In
diesem Abschnitt ist die Untersuchung einzelner Chlorosome des Chlorobaculum tepidum bchR
Mutanten mittels Fluoreszenz-Anregungsspektroskopie auf ihre optischen Eigenschaften

beschrieben.

5.4.1 Experimentelle Ergebnisse
Aufnahme von polarisationsaufgelésten Fluoreszenz-Anregungsspektren

Es wurden polarisationsaufgeldste Fluoreszenz-Anregungsspektren von einzelnen Chloro-
somen des Chlorobaculum tepidum bchR Mutanten bei 1,5 K aufgenommen. Die Aufnahmen
der Spektren erfolgten in zwei Schritten. Zuerst wurden im Jahr 2011 Spektren von 18 ein-
zelnen Chlorosomen aufgenommen. Hierzu wurden die Komplexe in in einem Bereich von
12570 cm ™! bis 14000 cm ! angeregt und die Fluoreszenz des Baseplate-Komplexes wurde
mittels der BP 850/80 Detektionsfilter aufgenommen. Spektren von 19 weiteren Chloroso-
men wurden im Jahr 2013 aufgenommen. Die Anregung erfolgte hier entweder zwischen
12570 cm~! und 14 327 cm !, bei einer Detektion der Fluoreszenz unter der Benutzung des
BP 850/80 Bandpassfilters oder zwischen 12920 cm~! und 14327 cm~! unter der Verwen-
dung eines LP 780 Detektionsfilters. Jedes Chlorosom wurde iiber beide Wege vermessen. Im

ersten Fall wird ausschliefilich die Fluoreszenz des Baseplate-Komplexes, im zweiten Fall
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werden sowohl die Fluoreszenz der Baseplate als auch die Fluoreszenz des BChl c Aggregate
detektiert. Die Anregungs- und Detektionsbereiche sind in Abbildung 5.15(a) graphisch
verdeutlicht und in Tabelle 5.2 nochmals aufgelistet.
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Abbildung 5.15: (a) Absorptionsspektrum von Chlorosomen des Chlorobaculum tepidum bchR Mutan-
ten (black), Anregungsintervalle (griin) und die zugehorigen spektralen Detektionsbereiche (rot, gelb);
(b) Absorptionsspektrum (black) und Summenspektren der unter verschiedenen Bedingungen durch-
gefiihrten Einzelkomplexmessungen. Die Farbe der Spektren stimmt mit der Farbe der Umradungen
der Vierecke tiberein, welche die spektralen Anregungsintervalle und Detektionsbereiche andeuten.

Die Detektions- und Anregungsintervalle sind durch eingefarbte Késten in
Abbildung 5.15(a) verdeutlicht. Die griinen Kasten reprédsentieren dabei die Anregungs-
bandbreite des Lasers, die roten (BP 850/80) und der gelbe (LP 780) Kasten die Transmission
der verwendeten Detektionsfilter. Die Bandbreiten der 2011 durchgefiihrten Messungen wer-
den durch die oberen Kasten dargestellt, die der 2013 durchgefiihrten Messungen durch die
mittleren und unteren Késten. Nach erneuter Kalibrierung des verwendeten Lasers wurden
2013 hohere Energien erreicht als 2011.

Die Summenspektren der bei tiefen Temperaturen aufgenommen Einzelkomplexspek-
tren sind zusammen mit dem Raumtemperaturabsorptionsspektrum in Abbildung 5.15(b)
dargestellt, wobei die jeweiligen Summenspektren in der gleichen Farbe abgebildet sind,

in der die Markierungen der zugehorigen Anregungs- und Detektionsbereiche aus Abbil-
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Jahr der Aufnahme Anregungsbereich (griin) Anregungsfilter Detektionsbereich (rot) Detektionsfilter
2011 12570cm =" — 14000 cm ™! - 12346cm~! — 11236 cm ™! BP 850/80
2013 12570cm ™! — 14327 cm™! BP 736/128 12346cm ™! — 11236 cm™! BP 850/80
12920cm~! — 14327 cm™! BP 736/128 < 12821cm™! LP 780

Tabelle 5.2: Anregungs- und Detektionsbereiche der Fluoreszenz-Anregungsspektren.

dung 5.15(a) umrandet sind (griin, rot und blau). Die Summenspektren sind gegeniiber dem
Absorptionsspektrum geringfiigig zu hoheren Energien verschoben, was moglicherweise
dem Abkiihlungsprozess geschuldet ist. Aufgrund der Tatsache, dass sich die Summenspek-
tren nicht voneinander unterscheiden, kann geschlussfolgert werden, dass eine Lagerung
der Stammldsung tiber zwei Jahre und bei —20 K keinen Einfluss auf die Qualitidt der Probe
haben. Aufgrund der Konsistenz der Summenspektren (griin und rot, Abbildung 5.15(b))
der unter gleichen Detektionsbedingungen aufgenommen Spektren der in 2011 und 2013
durchgefiihrten Einzelkomplexmessungen, werden diese in einem gemeinsamen Fundus
zusammengefasst.

Drei der insgesamt 37 aufgenommen polarisationsaufgelosten Fluoreszenz-Anregungs-
spektren sind in Abbildung 5.16(a,c,e) dargestellt. Diese wurden jeweils zwischen 12 570 cm !
und 14 327 cm ! angeregt und ihre Fluoreszenz mittels des BP 850/80 Bandpasses ausschlief3-
lich von der Baseplate detektiert. Jedes der polarisationsaufgeldsten Fluoreszenz-Anregungs-
spektren besteht wiederum aus 200 einzelnen Spektren zwischen denen die Polarisation
der Anregungsstrahlung fortlaufend in Schritten von 3° gedreht wurde. Die zugehorigen
Durchschnittsspektren sind in schwarz in den Abbildungen 5.16(b,d,f) dargestellt.

Die polarisationsaufgelosten Fluoreszenz-Anregungsspektren zeigen eine deutliche Ab-
hiangigkeit der Fluoreszenz in Abhéngigkeit der Polarisation der Anregungsstrahlung. Im
Gegensatz zu den Summenspektren (Abbildung 5.15(b)) und den Durchschnittsspektren
(schwarz, Abbildungen 5.16(b,d,f)) unterscheiden sie sich die polarisationsaufgelosten Flu-

oreszenz-Anregungsspektren stark voneinander. Bei genauerer Betrachtung ist eine Pha-
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Abbildung 5.16: (a,c,e) Stapelung von 200 Fluoreszenz-Anregungsspektren individueller Chlorosome
als Funktion der Polarisation der Anregungsstrahlung in einer zweidimensionalen Reprasentation.
Zwischen zwei sukzessiv aufgenommen Fluoreszenz-Anregungsspektren wurde die Polarisation um
3° gedreht. Die Intensitét ist farbcodiert. (b,d,f) Durchschnittsspektrum (schwarz) der 200 einzelnen
Fluoreszenz-Anregungsspektren .

sendifferenz in der polarisationsaufgelosten Darstellung der Hauptabsorptionsbande der
BChl Aggregate zwischen der niederenergetischen und hochenergetischen Flanke ersichtlich.
Besonders deutlich ist dies in den Abbildungen 5.16(c,e) erkennbar.

Die Durchschnittsspektren zeigen unterhalb einen Photonenenergie von 13000 cm ™! einen
Anstieg der Fluoreszenzintensitit, was der Absorption des Baseplate-Komplexes zuzu-
ordnen ist. Aus diesem Grund findet die Auswertung der Absorptionsbande die den Qy
Ubergangsdipolmomenten der BChl Molekiile zugeordnet ist zwischen 13000cm~! und
14000 cm ™! statt. Die spektralen Position der Maxima, spektralen Schwerpunkte und Li-
nienbreiten der Beispielspektren sowie die Mittelwerte und Standardabweichungen aller
37 Spektren sind in Tabelle 5.3 zu finden. Die Verteilungen der genannten Grofien sind in

Abbildung 5.17 dargestellt.
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Generell haben die Durchschnittsspektren eine asymmetrische Form, was sich ein ei-
nem steilen Anstieg der niederenergetischen Flanke bis hin zum Maximum und einem im
Vergleich dazu flacheren Abfall der hochenergetischen Flanke zeigt. Der Mittelwert der
Linienbreiten (FWHM) ist mit 494 cm ™! deutlich geringer als die des Raumtemperaturab-
sorptionsspektrums von 716 cm ™! (vgl. Tabelle 5.1). Dies ist auf die Reduktion homogener

Verbreiterungsmechanismen bei tiefen Temperaturen zurtickzufiihren.

Maximum  spektraler Schwerpunkt ~FWHM
[em™1] [em™!] [em™1]
BSP 1, Abbildung 5.16(a,b) 13478 13547 478
BSP 2, Abbildung 5.16(c,d) 13474 13526 433
BSP 3, Abbildung 5.16(e,f) 13462 13523 426
Verteilung tiber 37 Komplexe 13505 + 39 13553 £24 494+ 62

Tabelle 5.3: Charakterisierung der Durchschnittsspektren der polarisationsaufgelosten Fluoreszenz-
Anregungsspektren von Chlorosomen des Chlorobaculum tepidum bchR Mutanten und der Mittelwert
und die Standardabweichung der Verteilungen tiber 37 individuelle Komplexe.
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Abbildung 5.17: Verteilungen der bei tiefen Temperaturen (1,5 K) untersuchten Chlorosome. (a) Maxi-
ma der Durchschnittsspektren. (b) Spektrale Schwerpunkte. (c) Linienbreite (FWHM).

Der Vollstindigkeit halber sollen an dieser Stelle die polarisationsaufgeldsten Fluoreszenz-
Anregungsspektren eines individuellen Chlorosoms gezeigt werden, deren Fluoreszenz
sowohl durch den BP 850/80 Bandpassfilter als auch durch den LP 780 Langpassfilter de-
tektiert wurden. Diese sind in Abbildung 5.18(a,b) (BP 850/80) und Abbildung 5.18(c,d)
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(LP 780) dargestellt. Durch die Einschrankung der Anregungsbandbreite durch den Lang-
passfilter weist das Durchschnittsspektrum in Abbildung 5.18(d) im Gegensatz zu dem
in Abbildung 5.18(b) keinen Anstieg der Fluoreszenz durch den Baseplate-Komplex auf.
Generell erscheinen beiden Spektren gleich. Eine detaillierte Analyse der auftretenden Unter-
schiede durch die beiden verschiedenen Detektionsbereiche wird in der Masterarbeit von
L. M. Wohlrab beschrieben [161]. Im Folgenden wird deshalb nur auf die Spektren der 37
individuellen Komplexe eingegangen, deren Fluoreszenz unter der Verwendung des BP

850/80 Bandpassfilters detektiert wurde.
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Abbildung 5.18: (a,c) Stapelung von 200 Fluoreszenz-Anregungsspektren individueller Chlorosome
als Funktion der Polarisation der Anregungsstrahlung in einer zweidimensionalen Représentation.
Zwischen zwei sukzessiv aufgenommen Fluoreszenz-Anregungsspektren wurde die Polarisation um
3° gedreht. Die Intensitit ist farbcodiert. (b,d) Durchschnittsspektrum der 200 individuellen Fluo-
reszenz-Anregungsspektren . Zur besseren Vergleichbarkeit sind die mit unterschiedlichen Filtern
aufgenommenen Spektren auf der gleichen energetischen Skala abgebildet.
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Modulationstiefe der polarisationsaufgelosten Fluoreszenz-Anregungsspektren

Um einen energetischen Uberlapp der verbreiterten Exzitonzustinde, deren Ubergangsdi-
polmomente unterschiedlich polarisiert sind, ansatzweise zu charakterisieren bietet sich die
Modulationstiefe an. Diese wurde fiir die polarisationsaufgeldsten Spektren der 37 zuvor be-
schriebenen Komplexe ermittelt. In Abbildung 5.19 sind drei Beispiele der energieabhdbingen

Modulationstiefe M(v) dargestellt.
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Abbildung 5.19: Anregungsenenergieabhibgige Modulationstiefe M(v) der zugehorigen Beispiel-
spektren der Abbildung 5.16 in der gleichen Reihenfolge ihres Auftretens.

Fiir 34 der 37 Komplexe fillt die Modulationstiefe im Bereich der Hauptabsorptions-
bande (zwischen 13000cm ™! und 14000 cm~!) auf einen niedrigen Wert von ungefihr
0,2 ab. Die Abbildungen 5.19(a,b) zeigen ein solches Verhalten, wobei das Minimum in
Abbildung 5.19(a) sich iiber einen ausgedehnteren Spektralbereich erstreckt als das Minimum
in Abbildungen 5.19(b). Das bedeutet, dass in Beispiel (a) der Unterschied der Polarisationen
der Ubergangsdipolmomente der Zustinde, die energetisch dicht beieinander liegen, hoher
ist als in Beispiel (b). Der energetische Verlauf der Modulationstiefe der Abbildung 5.19(c)
zeigt einen steilen Abfall auf der niederenergetischen Flanke der Qy— Region, der von einen
steilen Anstieg gefolgt wird und danach erneut abfillt. Dieser Verlauf legt nahe, dass in dem
Bereich des lokalen Maximums bei ungefahr 13480 cm ! die Ubergangsdipolmomente der

Exzitonzustdnde eine geringere Abweichung von einer mittleren Ausrichtung zeigen, als
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auf der niederenergetischen und hochenergetischen Seite. Generell sind die unterschiedli-
chen Verldufe der Modulationstiefen ein Indiz dafiir, dass Chlorosome des bchR Mutanten,

genau wie die des Wildtyp (vgl. Abschnitt 5.2.3), bei tiefen Temperaturen in einer gewissen

Konformation eingeschlossen sind.

Globale Analyse der polarisationsaufgelésten Fluoreszenz-Anregungsspektren

Polarisationsaufgeldste Fluoreszenz-Anregungsspektren von 37 individuellen Chlorosomen
wurden mittels der globalen Analyse ausgewertet. Drei Beispiele sind in Abbildung 5.20
dargestellt. Hierbei handelt es sich um die gleichen Beispiele, die zuvor in Abbildung 5.16

gezeigt wurden.
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Abbildung 5.20: (a,c,e) Stapelung von 200 Fluoreszenz-Anregungsspektren individueller Chlorosome
als Funktion der Polarisation der Anregungsstrahlung in einer zweidimensionalen Reprasentation.
Zwischen zwei sukzessiv aufgenommen Fluoreszenz-Anregungsspektren wurde die Polarisation
um 3° gedreht. Die Intensitat ist farbcodiert. (b,d,f) Durchschnittsspektrum der 200 individuellen
Fluoreszenz-Anregungsspektren (schwarz) und die PAS der globalen Analyse (rot, blau). Die PAS
sind auf der gleichen relativen Skala gezeigt, die fiir das Durchschnittsspektrum normiert wurde.
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Die polarisations-assoziierten Spektren (PAS), die als Ergebnis der globalen Analyse er-
halten werden sind jeweils in den Abbildungen 5.20(b,d,f) dargestellt, wobei das in rot
abgebildete Spektrum gegeniiber dem in blau abgebildeten den niedrigeren spektralen
Schwerpunkt besitzt. Die genauen Werte der spektralen Schwerpunkte, sowie der energeti-
schen Separation der spektralen Schwerpunkte der nieder- und hochenergetischen PAS und
der Phasendifferenz ¢ finden sich in Tabelle 5.4. Die PAS der ersten beiden Beispiele (Abbil-
dung 5.20(a,b;c,d)) weisen mit einem klar erkennbaren Maximum und keinen ausgepréagten
Schultern die gleiche Gestalt auf wie das zugehorige Durchschnittsspektrum (schwarz). Das
Beispiel in Abbildung 5.20(e,f) verhilt sich anders. Das niederenergetische PAS (rot) weist
augenscheinlich zwei Maxima auf, die dem Spektrum eine flache Erscheinung verleihen.
Drei der 37 ausgewerteten polarisationsaufgeldsten Fluoreszenz-Anregungsspektren liefern

durch die globale Analyse jeweils ein PAS dieser Erscheinung.

spektraler Schwerpunkt spektrale Differenz ~ Phasenwinkel
Durchschnitt PAS 1 PAS 2
[em™1] [em~1] [em~1] [em~1] [Grad]
BSP 1, Abbildung 5.16(a,b) 13547 13537 13561 24 89,5
BSP 2, Abbildung 5.16(c,d) 13536 13522 13550 28 87,6
BSP 3, Abbildung 5.16(e,f) 13523 13512 13532 20 87,7
Verteilung tiber 37 Komplexe 13553 +24 13553 +32 13566 £ 37 14 +£13 89,1 +3,3

Tabelle 5.4: Charakterisierung der PAS der globalen Analyse der polarisationsaufgeldsten Fluores-
zenz-Anregungsspektren individueller Chlorosome des Chlorobaculum tepidum bchR Mutanten und
der Mittelwert und die Standardabweichung der Verteilungen tiber 37 individuelle Komplexe.

Aufgrund der Ahnlichkeit der Spektren sind die Werte der Positionen der spektralen
Schwerpunkte, sowie die energetische Separation der spektralen Schwerpunkte der PAS
und der Phasenwinkel § eng um ihre Mittelwerte verteilt. Die Verteilungen fiir die 37 ausge-
werteten Spektren sind in Abbildung 5.21 dargestellt und ihre genauen Werte in Tabelle 5.4
zusammengestellt.

Die nieder- und hochenergetischen PAS der einzelnen 37 polarisationsaufgelosten Fluores-
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Abbildung 5.21: Verteilungen der Ergebnisse aus der globalen Analyse der bei tiefen Temperaturen
aufgenommenen Spektren der Chlorosome des Chlorobaculum tepidum bchR Mutanten. (a) Spektrale
Schwerpunkte des Durchschnittsspektrums (schwarz) und der nieder- und hochenergetischen PAS
(rot, blau). (b) Spektrale Differenz der spektralen Schwerpunkte der PAS. (c) Phasenwinkel § zwischen
den nieder- und hochenergetischen PAS.

zenz-Anregungsspektren zeigen einen hohen spektralen Uberlapp und eine Phasendifferenz
J, die geringfiigig von 90° abweicht. Das bedeutet, dass unter der Hauptabsorptionsbande
Ubergangsdipolmomente unterschiedlicher Polarisationen verborgen sind, aber deren zuge-
horige Exzitonzustdnde spektral benachbart sind. Durch die Vielzahl an exzitonischen Zustan-
den (vgl. Kapitel 5.3.3) und unter der Berticksichtigung der Tatsache, dass die Schwerpunkte
der PAS geringfligig energetisch separiert sind (vgl. Tabelle 5.4) liegt die Schlussfolgerung
nahe, dass Exzitonzustidnde, deren zugehorige Ubergangsdipolmomente dhnlich Polarisiert
sind, energetisch nicht geordnet sind. Diese Tatsache und gleichméfiige Erscheinung der
nieder- und hochenergetischen PAS zeugen davon, dass eine strukturelle Heterogenitat zwar

reduziert, aber eine signifikante energetischen Unordnung vorhanden ist.

5.4.2 Diskussion

Die bei tiefen Temperaturen aufgenommenen polarisationsaufgelosten Fluoreszenz-Anre-
gungsspektren individueller Chlorosome des Chlorobaculum tepidum bchR Mutanten sind,
verglichen mit denen des Wildtyp, schmaler und homogener. Dies hat vermutlich die Ur-

sache in der Reduktion struktureller Unordnung durch die Verringerung der Variation der
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enthaltenen Homologe an BChl ¢ Molekiilen. Lisst man die energetische Unordnung, verur-
sacht durch verschiedene Homologe an BChl ¢ Molekiilen aufier acht, muss die reduzierte
strukturelle Unordnung eine Ursache der Methylation der C;; Position sein, durch welche
die Ry, Seitengruppe durch eine Methylgruppe festgelegt wird. Die Seitengruppe an der Cq
Position befindet sich, bezogen auf ein BChl Molekiil, in direkter Nachbarschaft der C%3 Keto-
gruppe, zwischen der durch Aggregation der BChl Molekiile mit der Hydroxylgruppe der
Cl; Position benachbarter Molekiile eine Bindung entsteht. Abhéngig von der Seitengruppe
Rip der Cq; Position kénnte diese Bindung beeinflusst werden, so dass die Winkel der Qy
Ubergangsdipolmomente benachbarter BChl Molekiile in einer gewissen Bandbreite ligen
und somit eine strukturelle Unordnung innerhalb der BChl Molekiilaggregate erzeugten.
Abbildung 5.22 veranschaulicht dieses Verhalten.

Unter diesem Umstand wire es verstdndlich, dass eine Festlegung der R;, Seitengruppe
einen definierten Einfluss auf die Bindung zur Folge hitte und dadurch diese strukturelle
Unordnung bzw. die Bandbreite der Winkel zwischen den Qy Ubergangsdipolmomenten
benachbarter BChl Molekiile reduziert wiirde. Durch eine auf diese Weise reduzierte struk-
turelle Unordnung konnten des Weiteren grofiere BChl Molekiilaggregate innerhalb der
Chlorosome ausgebildet werden, die eine geringere Anzahl von Unterdoménen aufweisen, in
denen die BChl Molekiile auf verschiedenen Weise angeordnet sind. Durch die Reduzierung
der Unterdoménen wére es moglich, dass eine Anregung iiber eine groflere Anzahl an BChl
Molekiilen innerhalb eines Aggregates delokalisiert wiére.

Gleichwohl weisen die frequenzabhingigen Modulationstiefen M(v), sowie die polari-
sationsaufgelosten Fluoreszenz-Anregungsspektren verschiedener Chlorosome deutliche
Unterschiede auf. Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dass BChl Molekiilaggregate bei tiefen

Temperaturen in bestimmten Konfiguration , eingefroren“werden (vgl. Abschnitt 5.2).
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Abbildung 5.22: Bindungen zwischen benachbarten BChl Molekiilen und Andeutung des Einflusses
(graue Doppelpfeile) der Seitengruppen (Methyl- oder Ethylgruppe) an der C;, Position. Die BChl
Gertiste wurden nach Referenz [105] adaptiert.
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

Fiir die Aggregation der in einem Chlorosom enthaltenen BChl Molekiile sind bis dato
zahlreiche Modelle vorgeschlagen worden. Die am hdufigsten vorgeschlagene Struktur der
BChl Molekiilaggregate sind zylindrische Strukturen, sowohl einzelwandige, als auch mehr-
wandige (vgl. Kapitel 2.4). Cryo-Elektronenmikroskopieaufnahmen belegen diese Annahme,
wenngleich die Auflosung die Frage offen ldsst, ob es sich dabei um geschlossene Zylinder
oder dreidimensionale, spiralformige Aggregate handelt [110]. Dreidimensionale, spiralfor-
mige Aggregate sind im Wesentlichen zweidimensionale Blatter bzw. Lamellen (s.u.), die
entlang einer bestimmten Richtung spiralférmig aufgewickelt werden. Eine weitere Aggre-
gatstruktur sind Lamellen, wie sie in den Referenzen [18, 109] beschrieben sind. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden zwei einzelwandige Zylinder verschiedener Durchmesser, ein dop-
pelwandiger Zylinder, der aus den einzelwandigen Zylindern zusammengesetzt ist, zwei
dreidimensionale Spiralen verschiedener Durchmesser und ein planares Lamellenaggregat
simuliert. Als Grundgeriist der Nahordnung dient die in Referenz [105] beschriebene Einheits-
zelle, aus der ein syn-anti konfiguriertes Gitter aufgebaut wird (s.u.). Auf welche Weise die
supramolekulare Struktur aus diesem Gitter erzeugt wird, wird in den jeweiligen Abschnitten
beschrieben. In jedem Fall wurde die Ausdehnung der BChl Molekiile vernachlassigt und ihre
Qy Ubergangsdipolmomente wurden als Punktdipole angenommen. Jede Aggregatstruktur
wurde sowohl ohne als auch mit gaufiformig verteilter diagonaler Unordnung simuliert. Im

Falle der Simulationen mit Unordnung wurden jeweils 1000 Berechnungen durchgefiihrt.
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

6.1 Berechnungen

Ausgehend von dem in Gleichung (3.9) beschriebenen Hamiltonian, wurde fiir die Simulatio-
nen ein Storterm AE,, eingefiigt, der die diagonale Unordnung reprasentiert und damit die
energetische Abweichung des n-ten Ubergangs von einem Mittelwert Ey. Das Resultat findet

sich in Gleichung (6.1).

H = % (Eo + AEy) [n) (n| + % % Y Vi |n) (m| (6.1)
n=1 n=1n#m

Die diagonale Unordnung AE, ist gauf3férmig mit einer Standardabweichung von ¢ =
250 cm ™!, was einer Halbwertsbreite von FWHM = 573 cm ! entspricht, verteilt. Dieser Wert
ist geringer als die Halbwertsbreite des Wildtyp Chlorosom-Ensemblespektrums (897 cm ™1,
vgl. Tabelle 5.1). Der Wert der Standardabweichung wurde relativ hoch gewihlt, um eine
gewisse Heterogenitidt der BChl Molekiilaggregate widerzuspiegeln. V,,;, gibt die Wech-
selwirkungsenergie zwischen dem n-ten und m-ten Element des Aggregates an. In den
Berechnungen wurden Wechselwirkungen zwischen allen Elementen, nicht nur den néchs-
ten Nachbarn, zugelassen, allerdings sind diese auf Dipol-Dipol-Wechselwirkungen (vgl.
Gleichung (3.5)) reduziert.

Aus der daraus resultierenden Matrix wurden die Eigenvektoren und Eigenwerte mittels
numerischer Diagonalisierung erhalten. Letztere reprdsentieren die Energien der Exziton-
Zustdnde. Die Eintrdge eines Eigenvektors sind ein Maf fiir den Einfluss jeder einzelnen
Komponente, die zu dem zugehorigen Eigenzustand beitrégt. Die Ubergangsdipolmomente
fix jedes einzelnen Exzitonzustands |k) errechnen sich aus dem Produkt der Eigenvekto-
ren und den monomeren Ubergangsdipolmomenten. Aus ihnen ldsst sich iiber | iy |* die
Oszillatorenstédrke der Exzitonzustdnde berechnen.

In Kapitel 2.4 wurden bereits verschiedene Modelle fiir die in Chlorosomen enthaltenen

BChl Molekiilaggregate erwdhnt. Die wahrscheinlichsten unter dieser Vielfalt scheinen einzel-
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

oder mehrwandige Zylinder, Spiralen oder Lamellen zu sein. Aus diesem Grund wurden im
Rahmen dieser Arbeit drei zylindrische Aggregate, zwei einzelwandige (unterschiedlichen
Durchmessers) und ein doppelwandiger (zusammengesetzt aus den einzelwandigen), zwei
Spiralen (unterschiedlichen Durchmessers) und eine planare Lamelle simuliert. Jedes der
Aggregate wurde zuerst ohne diagonale Unordnung AE, = 0cm ™! berechnet. Daraufhin
wurde eine gauf3formig verteilte diagonale Unordnung mit einer Standardabweichung von
o = 250 cm ™! angenommen und es wurden 1000 Simulationen fiir jedes Modell durchgefiihrt.
Anschlieffend wurden durch die Simulationen erhaltene polarisationsaufgeloste Spektren
durch eine globale Analyse, gleich der, die fiir die experimentellen, polarisationsaufgeldsten
Fluoreszenz-Anregungsspektren verwendet wurde (vgl. Kapitel 5.3), ausgewertet.

Als Grundlage der Anordnung der monomere Ubergangsdipolmomente der simulierten
Aggregate wurde eine Einheitszelle herangezogen, die als Resultat aus MAS NMR Experi-
menten an Chlorosomen des Chlorobaculum tepidum Wildtyp und bchR Mutanten hervor ging
[105]. Ihre grundlegenden Achsen haben die Liangen a = 1,25nm (a-Achse) und b = 0,98 nm
(b-Achse) und bilden einen Winkel von y = 122°. Aus dieser Einheitszelle ist es moglich
ein schrages Gitter (engl.: oblique lattice) zu konstruieren, dessen Einheitszelle zwei Dipole
enthélt, die um a/2 entlang der a-Achse gegeneinander verschoben sind und aufgrund der
syn-anti Konfiguration abwechselnd unter Winkeln von &« = +4° aus der Gitterebene heraus
zeigen [105, 108]. Diese Anordnung ist in Abbildung 6.1 dargestellt. Weitere, notwendige
Parameter der Simulationen sind die Ubergangsenergie der Monomere Eg = 14993 cm ™!

[162] und die Dipolstdrke u = 5,5 Debye [108, 111].
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Abbildung 6.1: Ausschnitt eines sy-anti konfigurierten Gitters, das nach der in Referenz [105] beschrie-
benen Einheitszelle aufgebaut ist. Nach [105].

6.2 Zylindrische Aggregate

Einzel- oder mehrwandige zylindrische Aggregate sind die am hadufigsten angenommene
Struktur zu der sich in einem Chlorosom enthaltene BChl Molekiile anordnen. Ausgehend
von der zuvor beschriebenen Einheitszelle und dem schragen Gitter, ldsst sich ein Zylinder
dadurch erzeugen, dass das Gitter um seine a-Achse aufgerollt wird. Es ist dabei zu beachten,
dass ein geschlossener Zylinder entsteht und die x- und y-Koordinaten der Gitterpunkte,

die auf der ,,Naht “liegen gleich sind. Das bedeutet, dass sich Gitterpunkte die bei einem
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

Windungswinkel von 0° und 360° platziert werden ausschliefslich in ihren z-Koordinaten
unterscheiden. Um diese Randbedingung zu ermoglichen wurde die Lange b = 0,98 nm
der Einheitszelle geringfiigig auf einen Wert von b = 0,982 26 nm gedndert. Mit dieser leicht
verdnderten Einheitszelle wurden geschlossene Zylinder mit Durchmessern von 1,42 nm,
2,70nm, 4,00nm, 5,32 nm, 6,64 nm, 7,96 nm, 9,82 nm, etc. erhalten. Ein solcher Zylinder ist in
Abbildung 6.2 dargestellt. Zwei der Helices, die sich entlang der b-Achse (schwarze Linie) um
den Zylinder winden sind hervorgehoben. Die Dipole der Helices sind je nach syn oder anti
Konfiguration in rot oder griin dargestellt und zeigen entweder in Richtung der Aufsenseite

(rot) oder Innenseite (griin) des Zylinders.

Abbildung 6.2: Schematische Darstellung eines zu einem Zylinder aufgerollten Gitters. Zwei Helices,
die entweder eine syn- oder anti- Konfiguration besitzen sind hervorgehoben.

Der Zylinder ist derart ausgerichtet, dass seine a-Achse parallel zur z-Achse des Laborsys-
tems ausgerichtet ist. Gleichung (6.2) gibt eine Parametrisierung der zentralen Positionen der

Dipolmomente des Zylinderaggregates an.

7(ny,ny) = (R -cos(¢n,), R-sin(¢y,), n - g +ny - bz> (6.2)

n1 und n, entsprechen dabei den Helices bzw. den Dipolen auf der entsprechenden Helix.
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

Pn, =12-¢, P = ?\]—72(, und b, ist die Projektion von b auf die lange Achse des Zylinderaggre-
gates (z-Achse). N; ist die Anzahl der Dipole die sich auf einer Helix befinden, die um 360°
gewunden ist.

Die Ausrichtung jedes Dipols ist abhdngig von seiner Position auf dem Zylinder und ist

durch Gleichung (6.3) gegeben.

f(ni,np) = p - (=sin(B) - sin(¢n, —a(m1)), sin(p) - cos(¢u, —a(m1)), cos(B))  (6.3)

Hierbei gibt u die Dipolstdrke der einzelnen Dipole, f den Winkel zwischen den Dipolen
und der langen Achse des Zylinder und «(#1) den Winkel zwischen den Dipolen und der
Tangente der Zylinderoberfldche an. Aufgrund der syn-anti Konfiguration zeigen Dipole von
tibereinander liegenden Helices abwechselnd zur Innen- oder Auflenseite des Zylinders. Um
dies zu realisieren gilt fiir a(11) = ag - (—1)™ mit g = 4°. Durch die zuvor beschriebenen
Randbedingungen ist die Ausdehnung des Zylinders in die x- und y-Richtungen nicht
willkiirlich wéhlbar. Die Lange jedes Zylinders ist in allen nachfolgenden Fallen auf 50 nm
festgelegt.

Die Durchmesser der nachfolgend simulierten Zylinderaggregate sind &1 = 5,32nm und
& = 9,28 nm und wurden so gewdhlt, dass bei konzentrischer Anordnung der einzelwandi-
gen Zylinder ein Abstand von 1,98 nm zwischen dem inneren und dufieren Zylinder liegt,

der dem aus Referenz [110] anndhernd gleicht.

6.2.1 Zylinderaggregate mit einem Durchmesser von 5,32 nm

Die erste simulierte Struktur ist ein einzelwandiger Zylinder mit einem Durchmesser von
21 = 5,32nm. Wie zuvor beschrieben, lassen sich iiber die Positionierung und Ausrichtung

der Dipolmomente auf der Zylinderoberfldche die Wechselwirkungen zwischen allen Dipolen
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

berechnen. Uber die Diagonalisierung der Wechselwirkungsmatrix erhélt man die Eigenener-
gien E; (Energien der Exzitonzustinde), sowie ihre zugehorigen Ubergangsdipolmomente
fir und Oszillatorenstarke | fii |*. Tragt man die Oszillatorenstirke der Exzitonzustiande in

Abhéngigkeit ihrer Energien auf, erhdlt man das in Abbildung 6.3 dargestellte Stickspektrum.

50
40 |

30 |
2 - | I 5
20 0 1 A ! N

13000 13400 13800

Relative

Oszillatorstirke [%]

Relative
Oszillatorstiarke [%]

10 Photonenenergie [cm ']
b, ol ‘|. Il | |
13000 13400 13800
Photonenenergie [cm ']
Abbildung 6.3: Stickspektrum eines Zylinders mit einem Durchmesser von &7 = 5,32nm. Der

eingefiigte Graph zeigt eine ausgedehnte Ansicht des in griin hinterlegten Bereichs.

Es ist ersichtlich, dass der energetisch niedrigste Zustand (12 883 cm™!) gleichzeitig mit
51 % den grofiten Anteil der Oszillatorenstdrke besitzt. Die restlichen Zustdnde besitzen im
Vergleich dazu einen signifikant niedrigeren Anteil der Oszillatorenstidrke. Der Exzitonzu-
stand der mit ungefdhr 9 % den zweitgrofsten Anteil der Oszillatorenstarke besitzt, ist bei
einer Energie von 13126 cm ™! lokalisiert. Der in diesem Abschnitt berechnete Zylinder weist
13 Zustande auf, die jeweils mehr als 1 % (einschliefdlich der beiden bereits genannten) und
183 Zustdnde (einschlieSlich der 13 bereits genannten), die mehr als 0,01 % der gesamten
Oszillatorenstdarke besitzen. Der relativer Anteil an der Gesamtoszillatorenstarke der 13
und 183 Zustdnde summiert sich auf 81 % bzw. 99,4 %. Generell enthalten relativ wenige
exzitonische Zustdnde einen Grofiteil der Oszillatorenstiarke. Zur Veranschaulichung der
verbleibenden Zustdnde, die nur einen geringen Anteil der Oszillatorenstirke tragen ist der

in Abbildung 6.3 griin hinterlegte Bereich in der eingefiigten Grafik nochmals vergroflert
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

dargestellt.

Intensitatsmodulation

Um experimentelle Umstdnde, beziiglich der Rotation der Anregungspolarisation der polari-
sationsaufgelodsten Fluoreszenz-Anregungsspektren und der Beobachtungsebene, bei den
Simulationen widerzuspiegeln werden die exzitonischen Ubergangsdipolmomente in die
xz-Ebene des Laborsystems projiziert. Die Hauptachse des Zylinders ist dabei parallel zur
z-Achse des Laborsystems orientiert. Die y-Achse reprasentiert in diesem Fall die optische

Achse. Ein Beispiel fiir zwei exzitonische Ubergangsdipolmomente ist in Abbildung 6.4(a)

dargestellt.
(a) (b) T T
@Y Z — 4 ‘ Hil,xz ‘2 C052(® - M
Hil,xz L;
Y1 — E‘
Hx2,xz 'a' 2
. =
X et
O | | | |
0 90 180 27 360
Polarisation © [Grad]

Abbildung 6.4: (a) Projektionen der Ubergangsdipolmomente fix1 und jiy, in die Beobachtungsebene
(xz-Ebene). Die y-Achse représentiert die optische Achse unter experimentellen Bedingungen. y; und
7, sind die Winkel zwischen den Ubergangsdipolmomenten und der Hauptachse des Zylinders. (b)
Intensitdtsmodulationen, gleichbedeutend mit der Intensitdtsabhédngigkeit von der Polarisation der
Anregungsstrahlung unter experimentellen Bedingungen. -y; und 7, reprédsentieren die Phasen der
cos?-Funktionen unter denen die exzitonischen Ubergangsdipolmomente parallel zur Polarisation der
Anregungsstrahlung ausgerichtet sind.

Es wurden die Winkel y; zwischen der z-Achse (Hauptachse des Zylinders) und allen in die
xz-Ebene projizierten exzitonischen Ubergangsdipolmomenten j; y, bestimmt. Die Winkel
7; stellen dabei die Nullphasenwinkel einer cos’>-férmigen Intensitdtsmodulationen der

zugehdrigen projizierten exzitonischen Ubergangsdipolmomente dar (vgl. Abbildung 6.4(b)).
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

Dressing der Stickspektren

Um einen Vergleich zwischen simulierten und experimentell aufgenommenen Spektren
zu ermoglichen, ist es notwendig die Stickspektren mit einer gewissen Breite zu versehen.
Es wurden dazu gaufiféormige Profile mit Linienbreiten (FWHM) von 10 cm~ !, 50em—1,

100 cm ™! und 200 cm~! angenommen. Die resultierenden Spektren sind in Abbildung 6.5

dargestellt.
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Abbildung 6.5: (a,c,e,g) Zweidimensionale Darstellung der polarisationsaufgelosten Spektren eines
Zylinders mit dem Durchmesser @; = 5,32nm. Die Auflosung der Polarisation betragt 3°. (b,d,f,h)
Zugehoriges Durchschnittsspektrum (schwarz) und die PAS der globalen Analyse (rot, blau). Die Dres-
singbreiten der Stickspektren sind (von links nach rechts) 10cm~!, 50 cm~!, 100 cm~! und 200 cm .

Die Abbildungen 6.5(a,c,e,g) zeigen eine zweidimensionale Darstellung der polarisations-
aufgelosten Spektren unterschiedlicher Linienbreiten. Die horizontale Achse ist dabei der
Photonenenergie zugeschrieben, die vertikale Achse dem Winkel der cos?-Funktion und
entspricht damit der Polarisation der Anregungsstrahlung im experimentellen Fall. Die
Intensitat ist farbcodiert. Die Abbildungen 6.5(b,d,f,h) zeigen die zugehorigen Durchschnittss-
pektren (schwarz) und die polarisations-assoziierten Spektren (PAS), die aus der globalen

Analyse der polarisationsaufgelosten Fluoreszenz-Anregungsspektren erhalten werden (vgl.
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Kapitel 5.3).

Abbildung 6.5 verdeutlicht die Verbreiterung der exzitonischen Uberginge. Im ersten
Beispiel konnen individuelle Ubergénge mit einer Dressingbreite von 10 cm ™! verhaltnis-
maéfig gut voneinander unterschieden werden. Dies wird ebenso in den nieder- (rot) und
hochenergetischen (blau) PAS widergespiegelt. Durch die Dressingbreite von 200 cm ™! im
letzten Beispiel entsteht ein grofier energetischer Uberlapp zwischen den Ubergéngen, was zu
einer breiten Bande ohne separierte Ubergénge fiihrt. Das polarisationsaufgelste Spektrum
weist ebenfalls keine besonderen Merkmale beziiglich separierter Ubergéinge auf. Jedoch
bleibt eine Abhdngigkeit der Intensitdt von der Polarisation bestehen, welche des weiteren
augenscheinlich an unterschiedlichen spektralen Positionen verschiedene Nullphasenwinkel
besitzt. Durch visuelle Begutachtung wurde festgestellt, dass simulierte Spektren mit einem

Dressing von 200 cm ™! die experimentellen Spektren am besten reproduzieren.

Diagonale Unordnung

Es wurden 1000 polarisationsaufgeldste Spektren simuliert, bei denen eine Dressingbreite von
200 cm~! und eine gauf3verteilte, diagonale Unordnung AE,, mit einer Standardabweichung
von ¢ = 250 cm ™! einbezogen wurde (vgl. Gleichung (6.1)). Durch die Einfithrung der diago-
nalen Unordnung dndert sich die Gestalt der polarisationsaufgeldsten Spektren dramatisch,
wobei, im Gegensatz dazu, die zugehorigen Durchschnittsspektren kaum voneinander zu
unterscheiden sind. Vier willkiirlich ausgewihlte Beispiele werden in Abbildung 6.6 gezeigt.

Die PAS (rot, blau) der zugehorigen polarisationsaufgeldsten Spektren unterscheiden sich
ebenfalls. Die nieder- (rot) und hochenergetischen (blau) PAS der Beispiele (a/b) und (g/h)
weisen anndhernd gleiche Intensititen auf, wohingegen die niederenergetischen PAS der
Beispiele (c/d) und (e/f) einen deutlich hoheren Beitrag zum Gesamtspektrum beitragen
als die hochenergetischen PAS. Die Phasendifferenz ¢ liegt bei allen Spektren bei ungefahr
90°. Die Verteilungen der spektralen Schwerpunkte der Durchschnittsspektren und der PAS,
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Abbildung 6.6: Beispielspektren mit einer Dressingbreite von 200cm~! und einer gauf3verteilten
diagonalen Unordnung mit einer Standardabweichung von ¢ = 250cm~!. (a,c,e,g) Zweidimen-
sionale Darstellung der polarisationsaufgeldsten Spektren eines Zylinders mit dem Durchmesser
Z1 = 5,32nm. Die Auflosung der Polarisation betragt 3°. (b,d,f,h) Zugehorige Durchschnittsspektren
(schwarz) und PAS der globalen Analyse (rot, blau).

sowie der Energetische Unterschied der PAS und ihre Phasendifferenz ¢ sind in Abbildung 6.7
dargestellt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen der spektralen Schwerpunkte sind
(13041 4 41) cm™! (schwarz), (13019 £ 16) cm ™! (rot) und (13065 + 16) cm™~! (blau), die der
spektralen Differenz bzw. des Phasenwinkels ¢ der PAS (46 4-24) cm~! bzw. (88,0 & 1,0)°.
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Abbildung 6.7: Verteilungen der Ergebnisse aus der globalen Analyse der simulierten Spektren des
Zylinders mit einem Durchmesser von @1 = 5,32 nm. (a) Spektrale Schwerpunkte des Durchschnittss-
pektrums (schwarz) und der nieder- und hochenergetischen PAS (rot, blau). (b) Spektrale Differenz der
spektralen Schwerpunkte der PAS. (c) Phasenwinkel § zwischen den nieder- und hochenergetischen
PAS.

6.2.2 Zylinderaggregate mit einem Durchmesser von 9,28 nm

Auf die Gleiche Art und Weise wie im vorangegangen Abschnitt wurde ein Zylinder mit ei-
nem Durchmesser von @, = 9,28 nm und einer Lange von 50 nm behandelt. In Abbildung 6.8
sind die Spektren in Abhédngigkeit der Dressingbreite dargestellt.

Die abgebildeten Spektren sind im Vergleich zu denen des kleineren Zylinders (&7 =
5,32nm) schmaler und die Energien der Exzitonzustdnde sind zu geringeren Energien ver-
schoben. Ein Zusammenschluss einzelner Uberginge mit Erhohung der Dressingbreite zu
breiten Banden ist, wie in Abbildung 6.5, ebenfalls zu erkennen.

In Abbildung 6.9 sind vier von 1000 simulierten Spektren, mit einem Dressing von 200 cm !
und diagonaler Unordnung AE, (¢ = 250 cm™~!) dargestellt.

Die vier Beispielspektren verdeutlichen den Einfluss der diagonalen Unordnung auf die
energetische Struktur der Zylinderaggregate. Obwohl zischen den Durchschnittsspektren
(Abbildungen 6.9(b,d,f h), schwarz) ein visueller Unterschied schwerlich erkennbar ist, un-
terscheiden die polarisationsaufgeldsten Spektren sich deutlich voneinander. Die globale

Analyse der, unter den genannten Parametern, 1000 simulierten Spektren liefert fiir die

spektralen Schwerpunkte der Durchschnittsspektren (schwarz), sowie der PAS (rot, blau) Mit-
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Abbildung 6.8: (a,c,e,g) Zweidimensionale Darstellung der polarisationsaufgeldsten Spektren eines
Zylinders mit dem Durchmesser @, = 9,28 nm. Die Auflosung der Polarisation betragt 3°. (b,d,f,h)
Zugehoriges Durchschnittsspektrum (schwarz) und die PAS der globalen Analyse (rot, blau). Die Dres-
singbreiten der Stickspektren sind (von links nach rechts) 10cm~!, 50cm ™!, 100 cm~! und 200 cm 1.

telwerte und Standardabweichungen von (12955 + 11) cm ™! (schwarz), (12950 + 13) cm !
(rot) und (12975 # 13) cm ™! (blau). Die der Differenz der spektralen Schwerpunkte und des
Phasenwinkels 6 der PAS sind (25 + 14) cm ! bzw. (88,0 & 1,0)°. Thre Verteilungen sind in
Abbildung 6.10 dargestellt.

100
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Abbildung 6.9: Beispielspektren mit einer Dressingbreite von 200cm~! und einer gauf3verteilten
diagonalen Unordnung mit einer Standardabweichung von ¢ = 250cm~!. (a,c,e,g) Zweidimen-
sionale Darstellung der polarisationsaufgeldsten Spektren eines Zylinders mit dem Durchmesser
22 = 9,28 nm. Die Auflosung der Polarisation betrdgt 3°. (b,d,f,h) Zugehorige Durchschnittsspektren
(schwarz) und PAS der globalen Analyse (rot, blau).
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Abbildung 6.10: Verteilungen der Ergebnisse aus der globalen Analyse der simulierten Spektren des
Zylinders mit einem Durchmesser von @1 = 9,28 nm. (a) Spektrale Schwerpunkte des Durchschnittss-
pektrums (schwarz) und der nieder- und hochenergetischen PAS (rot, blau). (b) Spektrale Differenz der
spektralen Schwerpunkte der PAS. (c) Phasenwinkel § zwischen den nieder- und hochenergetischen
PAS.

6.2.3 Doppelwandige Zylinderaggregate

Es wird angenommen, dass aus dem in einem Chlorosom enthaltenen BChl Molekiilen,

abhdngig von der Spezies, Zylinderaggregate gebildet werden, die konzentrisch, mit einem
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

Abstand von 2,1 nm angeordnet sind (vgl. Kapitel 2.4). Das simpelste dieser Modelle ist ein
doppelwandiges Aggregat, welches im folgenden Abschnitt betrachtet wird. Fiir supramole-
kulare Farbstoffrohren wurde durch den Vergleich oxidierter und nicht oxidierter Proben
gezeigt, dass die inneren und dufieren Zylinder als unabhdngig voneinander betrachtet
werden konnen [163]. Im Falle der Farbstoffnanorshren betrug der Abstand zwischen dem
inneren und dufieren Zylinder ungefdhr 4 nm und ist damit doppelt so grofd wie derjenige,
der fiir chlorosomale BChl Molekiilaggregate gefunden wurde [110]. Aus diesem Grund
konnen Wechselwirkungen zwischen dem inneren und dufleren Zylinder nicht generell ausge-
schlossen werden, weshalb der doppelwandige Zylinder sowohl als ganzheitlich simuliertes
Aggregat als auch als zusammengesetztes Aggregat untersucht wird. Unter den anfanglich
beschriebenen Randbedingungen eines geschlossenen zylindrischen Aggregates ist es nicht
moglich den Abstand von 2,1 nm zwischen den inneren und dufieren Zylindern genau zu
reproduzieren. Im Rahmen der Simulationen weicht dieser mit 1,98 nm um 0,12 nm zumutbar

von den experimentellen Ergebnissen ab.

Vergleich zwischen ganzheitlichen und zusammengesetzten Zylinderaggregaten

Die Abbildungen 6.11(a,b) zeigen das polarisationsaufgeloste und das zugehorige Durch-
schnittsspektrum eines ganzheitlich simulierten doppelwandigen Zylinders. Zum Vergleich
sind in den Abbildungen 6.11(c,d) die Summenspektren dargestellt. Um die Summenspek-
tren zu erhalten wurden die Intensititen der einzelwandigen Aggregate mit der Anzahl der
enthaltenen Dipole gewichtet (1536 bei dem kleinere und 2688 bei dem grofieren Zylinder).
Sowohl das ganzheitliche als auch die einzelwandigen Aggregate wurden ohne diagonale Un-

I simuliert. Um den Unterschied zwischen

ordnung und mit einer Dressingbreite von 10cm™
dem ganzheitlich simulierten und dem aus den individuell simulierten und zusammenge-
setzten Aggregat zu verdeutlichen sind die Differenzspektren in den Abbildungen 6.11(e,f)

dargestellt.
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Abbildung 6.11: (a,b) Polarisationsaufgeldstes und Durchschnittsspektrum eines ganzheitlich simu-
lierten doppelwandigen Zylinders. (c,d) Polarisationsaufgeldstes und Durchschnittsspektrum der
Komposition aus den separat simulierten einzelwandigen Zylindern. (e,f) Differenzspektren aus (a,c)
und (b,d). Die Stickspektren wurden mit einer Linienbreite von 10 cm ™! gedresst.

Es ist klar ersichtlich, dass sich die Spektren, welche auf die beschriebenen, unterschiedli-
chen Arten erzeugt wurden, unterscheiden. In den Abbildungen 6.11(a,b) ist zu erkennen,
dass der energetisch niedrigste Zustand, im Gegensatz zu den Spektren in den Abbildun-
gen 6.11(c,d), nicht gleichzeitig den grofsten Teil der Oszillatorenstédrke besitzt. Es existiert
neben dem Zustand mit der meisten Oszillatorenstirke, der an einer spektralen Position
von 12912 cm ™! lokalisiert ist, ein weiterer, zu niedrigeren Energien verschobener Zustand
(12852 cm™1). Qualitativ wurde ein dhnliches Ergebnis durch Lochbrennexperimente an
Chlorosomen der Spezies Chlorobium limicola und Chloroflexus aurantiacus erzielt [164, 165].
Im Fall des Summenspektrums liegt der energetisch niedrigste Zustand bei 12879 cm ! und
besitzt gleichzeitig den grofiten Anteil der Oszillatorenstarke.

Auf die Gleiche Art und Weise wurde mit einer Dressingbreite von 200 cm™~! verfahren.
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

Die entsprechenden Spektren sind in Abbildung 6.12 dargestellt. Obwohl die auf die beiden
verschiedenen Arten enthaltenen polarisationsaufgelosten Spektren Unterschiede aufwei-
sen (Abbildungen 6.12(a,c)), sind die zugehorigen Durchschnittsspektren augenscheinlich
nicht voneinander zu unterscheiden (Abbildungen 6.12(b,d)). Die Differenzspektren zeigen
einen maximalen Unterschied von £6 %. Aufgrund dieser Ergebnisse und der Breite der
experimentell gewonnen Spektren ist es nicht moglich eine Aussage zu treffen, ob in ei-
nem Chlorosom enthaltene BChl Molekiilaggregate einzel- oder mehrwandige zylindrische

Strukturen ausbilden.
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Abbildung 6.12: (a,b) Polarisationsaufgelostes und Durchschnittsspektrum eines ganzheitlich simu-
lierten doppelwandigen Zylinders. (c,d) Polarisationsaufgeldstes und Durchschnittsspektrum der
Komposition aus den separat simulierten einzelwandigen Zylindern. (e,f) Differenzspektren aus (a,c)
und (b,d). Die Stickspektren wurden mit einer Linienbreite von 200 cm ! gedresst.
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

Globale Analyse ganzheitlich simulierter Doppelwandzylinder

In Anbetracht der Tatsachen, dass, wie aus Abbildung 6.11 ersichtlich ist, eine Wechselwir-
kung zwischen dem inneren und dufieren Zylinder nicht ausgeschlossen werden kann und
die Einfliisse der Linienverbreiterungsmechanismen nicht bekannt sind (Abbildung 6.12)
wurden 1000 doppelwandige Zylinderaggregate mit einer gaufSverteilten diagonalen Unord-
nung AE, (¢ = 250 cm 1) simuliert und mittels der zuvor verwendeten globalen Analyse
ausgewertet. Abbildung 6.13 zeigt die polarisationsaufgeldsten Spektren und die dazugeho-
rigen Durchschnittsspektren, sowie die durch die globale Analyse erhaltenen PAS. In den
Abbildungen 6.13(a,b) bzw. (c,d) wurden die Simulationen ohne diagonale Unordnung und
einem Stickdressing von 10 cm ™! bzw. 200 cm ! durchgefiihrt. (e,f) und (g,h) zeigen zwei

Beispiele der 1000 Simulationen mit diagonaler Unordnung und einer Dressingbreite von

200cm— L.
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Abbildung 6.13: (a,c,e,g) Zweidimensionale Darstellung der polarisationsaufgeldsten Spektren eines
doppelwandigen Zylinders. Die Auflosung der Polarisation betragt 3°. (b,d,f,h) Zugehoriges Durch-
schnittsspektrum (schwarz) und die PAS der globalen Analyse (rot, blau). Die Dressingbreiten der
Stickspektren sind 10 cm ™! in (a,b) und 200cm ™" in (c,d), (e,f) und (g/h). In (a,b) und (c,d) wurde
keine diagonale Unordnung angelegt, wohingegen die in (e,f) und (g,h) gauf3verteilt ist und eine
Standardabweichung von ¢ = 250 cm ™! hat.
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

Sowohl die Verteilungen der spektralen Schwerpunkte der Durchschnittsspektren (schwarz),
sowie der PAS (rot, blau), als auch die energetische Differenz der spektralen Schwerpunkte
der nieder- und hochenergetischen PAS und ihr Phasenwinkel ¢ sind in Abbildung 6.14
dargestellt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind (in der oben genannten Rei-
henfolge) (12903 +11) cm~! (schwarz), (12886 + 13) cm ™! (rot), (12924 4 15) cm™~! (blau),
(38 £ 18) cm~! und (89,0 4-1,0)°.
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Abbildung 6.14: Verteilungen der Ergebnisse aus der globalen Analyse der ganzheitlich simulierten
Spektren doppelwandiger Zylinderaggregate. (a) Spektrale Schwerpunkte des Durchschnittsspek-
trums (schwarz) und der nieder- und hochenergetischen PAS (rot, blau). (b) Spektrale Differenz der
spektralen Schwerpunkte der PAS. (c) Phasenwinkel § zwischen den nieder- und hochenergetischen
PAS.

6.3 Dreidimensionale Spiralen-Aggregate

Eine weitere Annahme fiir in Chlorosomen enthaltene BChl Molekiilaggregate sind dreidi-
mensionale Spiralen. Als Grundlage zur Anordnung der BChl Molekiile bzw. der Dipole
wurde die zuvor beschriebene Einheitszelle herangezogen (vgl. Abbildung 6.1). Im Prinzip
wird zur Erzeugung von dreidimensionalen Spiralenaggregaten eine zweidimensionales,
planare Lamelle aus der Einheitszelle zusammengesetzt, welche anschlieffend um die a-Achse
(der Einheitszelle) mit kontinuierlich ansteigendem Kriimmungsradius aufgerollt wird. Wie
auch im vorangegangenen Abschnitt wurden zwei Strukturen unterschiedlicher Grofle si-

muliert. Zwei planare Lamellen mit Gréfien von 50 nm x 19 nm und 50 nm x 29 nm wurden
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6 Simulationen verschiedener J-Aggregate

dazu unter gleichen Bedingungen aufgerollt, woraus dreidimensionale Spiralenaggregate mit
Durchmessern von 1 = 6,57nm und @, = 8,66 nm erzeugt wurden. Die Lange der Aggrega-
te (in Richtung der z-Achse) wurde auf 50 nm festgelegt. Die Grundlage fiir die spiralformige
Struktur ist eine Wurzelschnecke (eng.: Theodorous spiral) [166]. Die Wurzelschnecke ge-
wihrleistet, dass bei ansteigendem Kriimmungsradius die Abstdnde zwischen angrenzenden
Dipolen gleich bleiben, so dass die Vorgaben durch die Einheitszelle eingehalten werden
konnen. Die Positionen der Dipole innerhalb der dreidimensionalen Spiralenaggregate sind

durch Gleichung (6.4) definiert.

S a
7 (n1,n2) = (\/7’12'bx/ Pny n1'§+7’l2'bz> (6.4)
Die Helices und Dipole auf den zugehorigen Helices werden durch 1 und n;, représentiert.
b
by und b, sind die Projektionen von b auf die x- bzw. die z-Achse. ¢,, = arctan (r_x) + Pp,—1
2

gibt den Winkel (ausgehend vom Zentrum des Aggregates) zwischen benachbarten Dipolen
einer Helix an.
Die Dipolausrichtung ist, wie auch bei den Zylinderaggregaten, positionsabhédngig und

wird durch Gleichung (6.5) beschrieben.

fi(ni,np) = p- (=sin(p) - sin(@n, — a(m)), sin(p) - cos(¢n, —a(m1)), cos(p))  (6.5)

u steht dabei fiir die Dipolstdrke, B fiir den Winkel zwischen dem Dipol und der z-Achse
und «a(n7) fiir den Winkel zwischen dem Dipol und der Tangente der Spiraloberfldche. Genau
wie die zylindrischen Strukturen besitzen die dreidimensionalen Spiralenaggregate eine
syn-anti Konfiguration, sodass die Dipole benachbarter Helices entweder zur Innen- oder
AuBenseite des Aggregates zeigen. Um dies zu realisieren gilt fiir a(n7) = ag - (—1)™ mit

Xo =4°,
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Abbildung 6.15 zeigt polarisationsaufgeldste und die dazugehorigen Durchschnittsspek-
tren, sowie die durch die globale Analyse erhaltenen PAS des simulierten dreidimensionalen
Spiralenaggregates mit einem Durchmesser von @1 = 6,57 nm. In den Abbildungen 6.15(a,b)
bzw. (c,d) wurden die Simulationen ohne diagonale Unordnung und einem Stickdressing
von 10cm ™! bzw. 200 cm ™! durchgefiihrt. (e f) und (g,h) zeigen zwei Beispiele der 1000 Si-
mulationen mit diagonaler Unordnung und einer Dressingbreite von 200 cm 1. Nach dem
Gleichen Aufbau sind in Abbildung 6.16 Ergebnisse der Simulationen des Spiralenaggregates

mit einem Durchmesser von &, = 8,66 nm dargestellt.
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Abbildung 6.15: (a,c,e,g) Zweidimensionale Darstellung der polarisationsaufgelosten Spektren einer
dreidimensionalen Spirale des Durchmessers 21 = 6,57 nm. Die Auflosung der Polarisation betragt
3°. (b,d,f,h) Zugehoriges Durchschnittsspektrum (schwarz) und die PAS der globalen Analyse (rot,
blau). Die Dressingbreiten der Stickspektren sind 10 cm ™! in (a,b) und 200cm ™! in (c,d), (e,f) und
(g/h). In (a,b) und (c,d) wurde keine diagonale Unordnung angelegt, wohingegen die in (e,f) und (g,h)
gaufverteilt ist und eine Standardabweichung von ¢ = 250 cm ™! hat.

Es wurden fiir Spiralenaggregate beider Durchmesser, wie auch im Fall der Zylinder, je-
weils 1000 polarisationsaufgeldste Spektren mit einer gaufiverteilten Diagonalen Unordnung
AE, (0 = 250 cm™!) simuliert und global analysiert. Die Verteilungen der Grofen, die daraus

gewonnen wurden sind fiir das Spiralenaggregat mit einem Durchmesser von @1 = 6,57 nm
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Abbildung 6.16: (a,c,e,g) Zweidimensionale Darstellung der polarisationsaufgelosten Spektren einer
dreidimensionalen Spirale des Durchmessers 21 = 8,66 nm. Die Auflosung der Polarisation betragt
3°. (b,d,f,h) Zugehoriges Durchschnittsspektrum (schwarz) und die PAS der globalen Analyse (rot,
blau). Die Dressingbreiten der Stickspektren sind 10cm ™! in (a,b) und 200cm™~! in (c,d), (e,f) und
(g/h). In (a,b) und (c,d) wurde keine diagonale Unordnung angelegt, wohingegen die in (e,f) und (g,h)
gaufiverteilt ist und eine Standardabweichung von ¢ = 250 cm ™! hat.

in Abbildung 6.17 und fiir dasjenige mit einem Durchmesser von &, = 8,66 nm in Abbil-
dung 6.18 dargestellt. Die zugehorigen Mittelwerte und Standardabweichungen sind in

beiden Fillen der Tabelle 6.1 zu enthehmen.
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Abbildung 6.17: Verteilungen der Ergebnisse aus der globalen Analyse der simulierten Spektren
des dreidimensionalen Spiralenaggregats mit einem Durchmesser von &1 = 6,57 nm. (a) Spektrale
Schwerpunkte des Durchschnittsspektrums (schwarz) und der nieder- und hochenergetischen PAS
(rot, blau). (b) Spektrale Differenz der spektralen Schwerpunkte der PAS. (c) Phasenwinkel § zwischen
den nieder- und hochenergetischen PAS.
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Abbildung 6.18: Verteilungen der Ergebnisse aus der globalen Analyse der simulierten Spektren
des dreidimensionalen Spiralenaggregats mit einem Durchmesser von @1 = 8,66 nm. (a) Spektrale
Schwerpunkte des Durchschnittsspektrums (schwarz) und der nieder- und hochenergetischen PAS
(rot, blau). (b) Spektrale Differenz der spektralen Schwerpunkte der PAS. (c) Phasenwinkel § zwischen
den nieder- und hochenergetischen PAS.

spektraler Schwerpunkt spektrale Differenz ~ Phasenwinkel
Durchschnitt PAS 1 PAS 2
[cm™1] [em™1] [cm™!] [cm™!] [Grad]
3d Spirale1, g1 = 6,57nm 13048 +14  13025+16 13074419 48+24 88,8+0,9
3d Spirale 2, @, = 8,66nm 12990 £ 10 12981 +12 13014+ 14 33+£17 89,0£0,8

Tabelle 6.1: Mittelwerte und Standardabweichungen der spektralen Schwerpunkte der Durchschnittss-
pektren, der PAS, der Differenz zwischen den spektralen Schwerpunkten und dem Phasenwinkel der
PAS dreidimensionaler spiralformiger Aggregate .

6.4 Lammellen-Aggregate

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein weiteres Modell eines BChl Molekiilaggregates simuliert.
Hierbei handelt es sich um eine zweidimensionale, planare Lamelle, die ebenfalls aus der
zuvor beschriebenen Einheitszelle konstruiert wurde. Die Ausdehnung der Lamelle betrédgt
50 nm in Richtung der z-Achse und 20 nm in Richtung der y-Achse. Die Positionen der Dipole

innerhalb des Aggregates sind durch Gleichung (6.6) definiert.

S a
7 (ny,np) = (0, ny-by, ny-by+ny- E) (6.6)
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n1 und n; geben dabei die Dipole entlang der y- bzw. z-Richtung an. b, und b, sind
die Projektionen von b auf die y- bzw. die z-Achse. Die Orientierung der Dipole auf ihren

entsprechenden Positionen ist durch Gleichung (6.7) gegeben.

i (n1,na) = p- (—sin(B) - sin(a(nz)), sin(B) - cos(a(nz)), cos(p)) 6.7)

Hier entspricht y der Dipolstarke, f dem Winkel zwischen dem Dipol und der z-Achse
und a(n) dem Winkel zwischen dem Dipol und der Lamellenoberfliche. Um die syn-anti
Konfiguration des Lamellenaggregates zu realisieren gilt a(n) = ag - (—1)" mit ap = 4°.

Wie auch bei den Simulationen der Zylinder- und Spiralenaggregate wurde als Betrach-
tungsebene die xz-Ebene gewdhlt. Das bedeutet, dass man im Falle eines realen Experimentes
entlang der Richtung der y-Achse die Kante der Lamelle die sich entlang der z-Achse erstreckt
betrachten wiirde. Dementsprechend wurden ebenfalls alle exzitonischen Ubergangsdipol-
momente i in die xz-Ebene projiziert.

Simulierte Spektren ohne diagonale Unordnung und mit einem Stickdressing von 10 cm ™!
bzw. 200 cm ™! und die zugehérigen PAS der globalen Analyse sind den Abbildungen 6.19(a,b)
bzw. (c,d) dargestellt. Die Abbildungen 6.19(e,f) und (g,h) zeigen jeweils ein Beispiel der
1000 mit diagonaler Unordnung AE,, (¢ = 250 cm ™) und einer Dressingbreite von 200 cm~!
simulierten Spektren, sowie die zugehorigen PAS der globalen Analyse.

Im Gegensatz zu den zylindrischen oder spiralférmigen Strukturen weisen die polari-
sationsaufgeldsten Spektren der zweidimensionalen, planaren Lamelle nur Beitrdge unter
dhnlichen Polarisationen auf. In den in Abbildung 6.19 gezeigten polarisationsaufgelosten
Spektren betrdagt die Polarisation unter der eine maximale Intensitdt auftritt ungefahr 90°
und wird davon ausgehend in Vielfachen von 180°, entsprechend der cos?-formigen Intensi-
tatsmodulation wiederholt. Unter Polarisationen von 0°, 180°, 360° usw. nimmt die Intensitit
an allen spektralen Positionen einen Wert von (nahe) Null an. Bei genauerer Betrachtung

des polarisationsaufgeldsten Spektrums der Abbildung 6.19(a) erkennt man, dass ein ge-
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Abbildung 6.19: (a,ce,g) Zweidimensionale Darstellung der polarisationsaufgelosten Spektren einer
zweidimesionalen, planaren Lamelle der Grofle 20 nm x 50 nm. Die Auflosung der Polarisation betragt
3°. (b,d,f,h) Zugehoriges Durchschnittsspektrum (schwarz) und die PAS der globalen Analyse (rot,
blau). Die Dressingbreiten der Stickspektren sind 10cm ™! in (a,b) und 200cm™~! in (c,d), (e,f) und
(g/h). In (a,b) und (c,d) wurde keine diagonale Unordnung angelegt, wohingegen die in (e,f) und (g,h)
gaufiverteilt ist und eine Standardabweichung von ¢ = 250 cm ™! hat.

ringer Phasenunterschied zwischen den intensitditsmodulierten Beitragen unterschiedlicher
spektraler Positionen besteht. Dieser Unterschied ist mit zunehmender Dressingbreite nicht
mehr ersichtlich (Abbildungen 6.19(c,e,g)). Aus dem Vergleich der Abbildung 6.19(c) mit den
Abbildungen 6.19(e,g) ist ersichtlich, dass die diagonale Unordnung einen geringeren Einfluss
auf die Gestalt der polarisationsaufgeldsten Spektren austibt als bei den Simulationen der
zylindrischen oder spiralférmigen Aggregate.

Die globale Analyse der 1000 mit diagonaler Unordnung und einer Dressingbreite
von 200cm ! simulierten Spektren liefert Mittelwerte und Standardabweichungen von
(13210 £17) em™1, (13149 +-29)cm ! und (13218 - 40) cm ™! fiir die spektralen Schwer-
punkte der Durchschnittsspektren und der nieder- und hochenergetischen PAS, sowie
(69 +54) cm~! fiir die Differenz der spektralen Schwerpunkte und (64,0 +0,1)° fiir den
Phasenwinkel der PAS. Thre Verteilungen sind in Abbildung 6.20 dargestellt.
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Abbildung 6.20: Verteilungen der Ergebnisse aus der globalen Analyse der simulierten Spektren des
zweidimensionalen, planaren Lamellenaggregates. (a) Spektrale Schwerpunkte des Durchschnittss-
pektrums (schwarz) und der nieder- und hochenergetischen PAS (rot, blau). (b) Spektrale Differenz der
spektralen Schwerpunkte der PAS. (c) Phasenwinkel § zwischen den nieder- und hochenergetischen
PAS.

6.5 Zusammenfassung und Diskussion der Simulationsergebnisse

Bei allen durchgefiihrten Simulationen wurden die Wechselwirkungen aller beteiligten Uber-
gangsdipolmomente in Dipol-Dipol Niherung berticksichtigt. Es wurden keine weiteren N&-
herungen, beispielsweise besondere Randbedingungen (vgl. Referenzen [113, 116, 117, 119]),
denen die Aggregate unterlagen, herangezogen. Der wesentliche Unterschied zwischen zylin-
drischen Aggregaten dieser Arbeit und theoretischen Studien an zylindrischen J-Aggregaten,
die in Kapitel 3.3.1 besprochen wurden, besteht darin, dass letzte aus tibereinander gestapel-
ten Ringen, die um einen Scherwinkel gegeneinander rotiert sind, bestehen, wohingegen die
in dieser Arbeit simulierten Aggregate aus Helices aufgebaut sind, die sich um eine zylin-
drische Struktur herum winden. Aufgrund der helikalen Parametrisierung war es moglich
dreidimensionale, spiralformige Aggregate zu bilden, indem der Kriimmungsradius mit
jedem weiteren, auf der Helix patzierten Dipol vergrofiert wurde.

In Tabelle 6.2 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der mit diagonaler Un-
ordnung simulierten Aggregate zusammengefasst. Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass die
Spektralen Schwerpunkte des Durchschnittsspektrums und der PAS sowohl fiir die zylin-

drischen als auch fiir die spiralféormigen Aggregate mit Vergroflerung des Aggregates zu
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niedrigeren Energien verschieben. Dieses Verhalten wurde ebenfalls in den Referenzen [111-

114, 116, 119] beschrieben.

spektraler Schwerpunkt spektrale Differenz ~ Phasenwinkel
Durchschnitt PAS 1 PAS 2
[em~1] [em~1] [em~1] [em~1] [Grad]
Zylinder 1, g1 = 5,32nm 13041 +41 13019+16 13065+ 16 46 £24 88,0+1,0
Zylinder 2, g, = 9,28 nm 12955+ 11 12950+13 12975+13 25+ 14 88,0+1,0
Doppelwandiger Zylinder 12903 11 12886 =13 12924+ 15 38 +18 89,0+ 1,0
3d Spirale 1, 1 = 6,57 nm 13048 + 14 13025+16 13074+£19 48 +£24 88,8+ 0,9
3d Spirale 2, #; = 8,66 nm 12990 +10 12981 +12 13014+ 14 33£17 89,0+0,8
Planare Lamelle der Grofie 20nm x 50 nm 13210 =17 13149 +29 13218 £40 69 + 54 64,0+ 0,1

Tabelle 6.2: Mittelwerte und Standardabweichungen der spektralen Schwerpunkte der Durchschnittss-
pektren, der PAS, der Differenz der spektralen Schwerpunkte der PAS und des Phasenwinkels § der
PAS aller mit diagonaler Unordnung simulierter Aggregate.

Die Differenz zwischen den nieder- und hochenergetischen PAS wird mit zunehmender
Aggregatgrofie der Zylinder bzw. der dreidimensionalen Spiralen geringer. Das ist intuitiv
verstandlich, weil der Orientierungsfaktor « (vgl. Gleichung (3.6)) grofiere Werte annimmt,
wenn das Aggregat, bei gleichbleibenden Abstanden zwischen den Dipolen, vergrofiert
wird. In diesem Fall ist der Winkel, den angrenzende Dipole einschliefsen kleiner und somit
wird x aufgrund seiner Winkelabhdngigkeit grofier. Dies bewirkt ebenfalls einen geringeren
relativen Einfluss der diagonalen Unordnung auf grofiere Aggregate. Interessant ist, dass
die spektralen Schwerpunkte der PAS des doppelwandigen Zylinders nur eine geringfiigig
kleinere Differenz aufweisen als der einzelwandige Zylinder mit einem Durchmesser von
21 = 5,32nm. Es hat den Anschein, dass der innere Zylinder des doppelwandiges Aggrega-
tes das definierende Element fiir Exzitonzustdnde bei hoheren Energien ist. Die Differenz der
spektralen Schwerpunkte der PAS im Fall des Spiralenaggregates mit einem Durchmesser
von g, = 8,66 nm befindet sich genau zwischen dem doppelwandigen und dem grofleren

(22 = 9,28 nm) einzelwandigen Zylinderaggregat. Dieser Umstand ldsst sich ebenfalls nach-
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vollziehen, da der Orientierungsfaktor x im Fall der spiralférmigen Aggregate eine Funktion
der Bogenldnge der Helices ist und somit kleinere Werte als im kleineren Zylindrischen
Aggregat, aber auch grofiere Werte als im grofieren zylindrischen Aggregat annimmt. Das
bedeutet, dass die Eigenschaften kleinerer und grofierer zylindrischer Aggregate innerhalb
eines spiralférmigen Aggregates vereint werden. Der Phasenwinkel ist bei allen zylindri-
schen und spiralférmigen Aggregaten sehr dicht um 90° verteilt. Das ist ein Indiz dafiir, dass
exzitonische Ubergangsdipolmomente orthogonal zueinander orientiert sein kénnen.

Die Ergebnisse der Simulationen der planaren, zweidimensionalen Lamelle unterscheiden
sich stark von denen der gekriimmten, dreidimensionalen Strukturen. Zuerst ist ersichtlich,
dass die spektralen Schwerpunkte des Durchschnittsspektrums und der PAS, im Vergleich
zu den zylindrischen und spiralférmigen Aggregaten, um hohere energetische Mittelwerte
verteilt sind. Zweitens nimmt die Differenz der spektralen Schwerpunkte der nieder- und
hochenergetischen PAS hohere Maximalwerte an und drittens ist der Phasenwinkel um einen
Wert von (64,0 £ 0,1)° verteilt. Aus letzterem lésst sich schlussfolgern, dass die exzitonischen
Dipolmomente der Lamelle nicht orthogonal zueinander orientiert sein konnen oder dass
es nur eine dermafien geringe Anzahl gibt, dass sie keinen nennenswerten Einfluss hat. Die
Lamelle wurde so aufgebaut, dass die optische Achse unter experimentellen Bedingungen
entlang der y-Achse und somit parallel zur kurzen Seite der Lamelle (20 nm) verlaufen wiirde,
sodass man die Kante der langen Seite (50 nm) betrachtet. Unter den Gesichtspunkt, dass
die Lamelle planar ist und somit keine Kriimmung aufweist und dass die auf ihr platzierten
Dipole nur Winkel von £4° mit ihrer langen Seite einschliefsen, ist es verstandlich, dass nur
ein duflerst geringer Anteil der Oszillatorenstdrke in Exzitonzustdnden vorhanden ist, deren
Ubergangsdipolmomente sowohl senkrecht zur langen als auch senkrecht zur kurzen Seite

der Lamelle orientiert sind.
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Um die statistischen Ergebnisse der experimentellen Daten mit denen der Simulationen zu
vergleichen, wurden die Histogramme der Kapitel 5 und 6 zusammengefasst und sind in
Abbildung 7.1 dargestellt. Die erste Spalte zeigt dabei Verteilungen der spektralen Schwer-
punkte der Durchschnittsspektren und der nieder- (rot) und hochenergetischen (blau) PAS.
In der zweiten Spalte sind die Verteilungen der Differenz zwischen den nieder- und hoch-
energetischen PAS abgebildet und in der dritten Spalte der Phasenwinkel der nieder- und
hochenergetischen PAS. In den ersten beiden Reihen sind die Ergebnisse des Chlorobaculum
tepidum Wildtyp bzw. des bchR Mutanten dargestellt. Die darauf folgenden Reihen zeigen
die Verteilungen der simulierten Strukturen, die durch die griinen Symbole im jeweils rech-
ten Histogramm angedeutet sind. Diese sind einzelwandige Zylinder mit Durchmessern
von g1 = 5,32nm bzw. g1 = 9,28 nm, ein doppelwandiger Zylinder mit den gleichen
Durchmessern der einzelwandigen Zylindern, zwei dreidimensionale Spiralenaggregate mit
Durchmessern von g1 = 6,57 nm bzw. @, = 8,66 nm und eine zweidimensionale, planare
Lamelle mit einer Groéfie von 20 nm x 50 nm. Die Verteilungen der spektralen Schwerpunkte
sind im Falle aller Simulationen, verglichen mit den experimentellen Daten des Chloroba-
culum tepidum Wildtyp bzw. des bchR Mutanten, zu niedrigeren Energien verschoben und
sind gegentiiber dem Chlorobaculum tepidum Wildtyp auch deutlich schmaler. Die Diskre-
panz zwischen Simulation und Experiment beziiglich der energetischen Positionierung der
Verteilungen ist eine direkte Konsequenz der Vereinfachungen, die zur Eingrenzung freier

Parameter der Simulationen gemacht wurden. Es wurde angenommen, dass alle monomeren
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BChl Molekiile eines Aggregates die Gleiche Ubergangsenergie besitzen. Zusitzlich wurde
die relative Permittivitdt der Umgebung vernachléssigt (¢ = 1). Durch diese beiden Parame-
ter ldsst sich eine Verlagerung der spektralen Schwerpunkte realisieren. Dementsprechend
sind die Differenz zwischen den spektralen Schwerpunkten und der Phasenwinkel § der
PAS im Vergleich zwischen Simulation und Experiment aussagekréftiger als die absolute
Positionierung der spektralen Schwerpunkte.

An dieser Stelle muss erwdahnt werden, dass die Nahordnung des bchR Mutanten im
Gegensatz zu der des Wildtyps nicht bekannt ist und sich ihre Einheitszellen, durch welche
die Pigmente angeordnet werden moglicherweise unterscheiden. Nichtsdestotrotz werden
die Ergebnisse des bchR Mutanten mit denen der Simulationen verglichen um eventuelle
Aussagen {iber die Heterogenitit der in Chlorosomen enthaltenen BChl Molekiilaggregate zu

treffen.
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Abbildung 7.1: Die Reihen beziehen sich auf verscheidenen strukturelle Modelle der supramolekulare
BChl Organisation, die durch die griinen Symbole auf der rechten Seite angedeutet werden. Von
oben nach unten: (a-c) Experimentelle Daten: wild type Chlorosome, (d-f) Experimentelle Daten: bchR
Mutant Chlorosome, (g-i) einzelwandiger Zylinder mit &1 = 5,32nm, (j-1) einzelwandiger Zylinder
mit @, = 9,28 nm, (m-0) doppelwandiger Zylinder, (p-r) Spirale 1 mit &1 = 6,57 nm, (s-u) Spirale 2 mit
@2 = 8,66 nm, (v-x) planare Lamelle der Grofie 20 nm x 50 nm. Die erste Spalte zeigt die spektralen
Schwerpunkte des Durchschnittsspektrums (grey) und der nieder- (rot) und hochenergetischen (blau)
PAS. Die zweite Spalte zeigt die Differenz der spektralen Schwerpunkte der PAS und die dritte
Spalte den Phasenwinkel dder PAS. Die Zahlen in den Graphen geben jeweils die Mittelwerte und
Standardabweichungen der entsprechenden Verteilungen an.



7 Vergleich zwischen Experiment und Simulation

7.1 Vergleich der Ergebnisse des Chlorobaculum tepidum Wildtyp mit

den Simulationen

Das Histogramm der Differenz der spektralen Schwerpunkte der PAS des Chlorobaculum
tepidum Wildtyp weist eine breite Verteilung auf, in der deutliche energetische Separatio-
nen (> 200 cm~!) auftreten. Die gleichen Verteilungen der simulierten dreidimensionalen
Aggregate (einzelwandige Zylinder, doppelwandiger Zylinder und Spiralen) weisen eine

1 werden nur in den Fillen der

symmetrische Gestalt auf und Hochstwerte von 150 cm™
kleineren Aggregate erreicht. Im Falle der planaren, zweidimensionalen Lamelle ist die Dif-
ferenz der spektralen Schwerpunkte der PAS asymmetrisch und dhnelt der Verteilung des
Chlorobaculum tepidum Wildtyp. Es werden energetische Separationen von 225 cm ™! erreicht.
Die Phasenwinkel ¢ der experimentellen und simulierten Daten sind, mit Ausnahme der
Lamelle eng um 90° verteilt. Die Verteilung des Phasenwinkels 6 = (64,0 +0,1)° der Lamelle
weicht stark von den experimentellen Befunden des Chlorobaculum tepidum Wildtyp ab.

Der Vergleich der experimentellen Befunde mit denen der Simulationen ldsst vermu-
ten, dass das Innere von den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Chlorosomen nicht
ausschliefilich mit zweidimensionalen, planaren Lamellenaggregaten gefiillt ist, die unterein-
ander nicht wechselwirken. Anhand der Simulationen ist ein Ausschluss zylindrischer oder
spiralformiger Aggregate nicht moglich. Unter den Annahmen mehrwandiger, rohrenférmi-
ger Aggregate [110] und grofler Heterogenitit der Proben [121, 167, 168] ist es wahrscheinlich,
dass das Histogramm der Differenz der spektralen Schwerpunkte der PAS des Chlorobacu-
lum tepidum Wildtyp (Abbildung 7.1(b)) eine Superposition aus mehreren Verteilungen der
simulierten zylindrischen und spiralférmigen Aggregaten ist (Abbildungen 7.1(h k,n,q,t)).

Zusammengefasst sind die polarisationsaufgeldste Fluoreszenz-Anregungsspektren der
BChl Molekiilaggregate von Chlorosomen des Chlorobaculum tepidum Wildtyp kompatibel
mit dem Modell der Einheitszelle aus Referenz [105], welche die Nahordnung definiert. Es
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7 Vergleich zwischen Experiment und Simulation

ist anzunehmen, dass ein Gemisch verschiedener Aggregatstrukturen (Zylinder, dreidimen-
sionale Spiralen) in einem Chlorosom enthalten sind. Es ist durchaus moglich, dass ebenfalls
Lamellenaggregate zwischen den rohrenartigen Aggregaten enthalten sind, die sich an deren
Oberflachen anschmiegen und somit nicht planar, sondern gewellt sind. Vermutlich konnten
derartige Anordnung den Phasenwinkel § zu geringeren Werten hin beeinflussen, wie es
in Abbildung 7.1(c) zu sehen ist. Diese Vermutung muss allerdings durch Simulationen
gewellter lamellenartiger Aggregate iiberpriift werden und ist aufgrund der Vielzahl freier

Parameter nicht Bestandteil dieser Arbeit.

7.2 Vergleich der Ergebnisse des Chlorobaculum tepidum bchR

Mutanten mit den Simulationen

Die Verteilungen der spektralen Schwerpunkte der Durchschnittsspektren und der PAS der
Chlorosome des Chlorobaculum tepidum bchR Mutanten sind deutlich schmaler als die des
Wildtyp Chlorosome und stimmen beziiglich ihrer Standardabweichungen (nicht beztiglich
ihrer absoluten Position) relativ gut mit den Befunden der Simulationen der zylindrischen
und spiralféormigen Aggregate iiberein. Die Histogramme der Differenzen der spektralen
Schwerpunkte der PAS der grofieren rohrenformigen Aggregate (Zylinder 2, = 9,28 nm,
dreidimensionale Spirale &, = 8,66 nm) stimmen ebenfalls gut und deutlich besser als die
der kleineren Aggregate mit dem zugehorigen Histogramm des bchR Mutanten tiberein. Mit
einem Mittelwert und einer Standartabweichung von (89,1 + 3,3)° stimmt das Verhalten
des Phasenwinkels J sehr gut mit dem der simulierten, réhrenformigen Strukturen tiberein.
Die Tendenz zur besseren Ubereinstimmung mit den Befunden der groferen Aggregate
legt nahe, dass die strukturelle Unordnung innerhalb des bchR Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp reduziert ist. Die Mutation des bchR Mutanten bewirkt eine Festlegung der Ry
Seitengruppe an der Position C;, der enthaltenen BChl Molekiilaggregate. Aufgrund dieser
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Tatsache ist die Variation der Homologe der enthaltenen BChl Molekiile reduziert. Die
Bindung zwischen BChl Molekiilen findet zwischen der Hydroxylgruppe an der C} Position
und Ketogruppe der C}, Position eines angrenzenden BChl Molekiils statt (vgl. Kapitel 2.4).
Die Cy, Seitengruppe befindet sich in unmittelbarer Nihe zur Ketogruppe der C}, Position,
was zu dem Riickschluss fiihrt, dass durch die Festlegung der C;; Seitengruppe durch die
Mutation auch der unmittelbare Einfluss der Seitengruppe auf die Bindung festgelegt wird.
Dieser Umstand konnte zur Folge haben, dass grofiere Aggregate mit einer geringeren Anzahl
an Unterdomédnen geformt werden und das kleinere Aggregate eine untergeordnete Rolle
spielen.

Generell kann aufgrund des Vergleichs der Histogramme der experimentellen Daten mit
den Befunden der Simulationen keines der zylindrischen oder spiralférmigen Aggregate aus-
geschlossen werden. Aufgrund des niedrigen Mittelwertes und der Standartabweichung der
Differenz der spektralen Schwerpunkte der PAS ist aber eine Tendenz zu grofieren Aggregat-
strukturen ersichtlich. Weiterhin ist es, aus den oben genannten Griinden und der Verteilung
des Phasenwinkels § unwahrscheinlich, dass nicht wechselwirkende zweidimensionale,
planare Lamellen im Inneren der Chlorosome des Chlorobaculum tepidum bchR Mutanten

enthalten sind.

7.3 CD Spektren verschiedener Chlorosome des griinen

Schwefelbakteriums Chlorobaculum tepidum

Die Zirkulardichroismus-Spektroskopie (eng.: circular-dichroism spectroscopy) ist eine
hochst sensitive Methode zur Untersuchung helikaler Eigenschaften optisch aktiver Medien
und es wurden unldngst Ensemble-CD Spektren an Chlorosomen des griinen Schwefel-
bakteriums Chlorobaculum tepidum aufgenommen [93]. Es wurden sowohl der Wildtyp, als

auch die bchQ, bchR und bchQR Mutanten untersucht. Ihre Spektren sind in Abbildung 7.2
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dargestellt und wurden zur besseren Vergleichbarkeit auf eine maximale Intensitit von eins
normiert. Es ist ersichtlich, dass die CD Spektren des Wildtyp und des bchQ eine dhnliche
Gestalt aufweisen. Beide Spektren haben eine positive Bande bei niedrigen und eine negative
Bande bei hohen Energien. Dieses Verhalten ist genau gegensitzlich zu den Chlorosomen
der bchR und bchQR Mutanten. Diese weisen eine negative Bande bei niedrigen und eine
positive Bande bei hohen Energien auf. Tatsdchlich sind die CD Spektren der bchR und bchQR

Mutanten, bis auf geringe Abweichungen in der negativen Bande, identisch.

— wild type

Intensitit [w.E.]

| | |
13000 14000 15000

Photonenenergie [cm ']

Abbildung 7.2: Normierte CD Spektren der Chlorosomensembles des wild type (schwarz), bchQ
Mutanten (rot), bchR Mutanten (blau) und bchQR Mutanten (griin). Aus [93].

Durch die Mutationen des griinen Schwefelbakteriums Chlorobaculum tepidum wurden
im bchR Mutanten die Rj, Seitengruppe an der Position Cip, im bchQ Mutanten die Rg
Seitengruppe an der Position Cg und im bchQR Mutanten sowohl die R, Seitengruppe, als
auch die Rg Seitengruppe festgelegt. Aufgrund der identischen CD Spektren der Chlorosome
der bchR und bchQR Mutanten und des deutlich unterschiedlichen CD Spektrums des bchQ
Mutanten, bei dem die Ry, Seitengruppe variabel ist, 1dsst sich schlussfolgern, dass die R;»
Seitengruppe im Gegensatz zur Rg Seitengruppe einen entscheidenden Unterschied in der
Aggregation der BChl Molekiile im Vergleich zum Wildtyp herbei fiihrt.

Unter der Berticksichtigung, dass eine Bindung zwischen BChl Molekiilen durch die

122



7 Vergleich zwischen Experiment und Simulation

Hydroxylgruppe an der C3} Position eins BChl Molekiils und der Ketogruppe der C1, Position
eines angrenzenden BChl Molekiils entsteht, ist es wahrscheinlich, dass eine Variation der Ry,
Seitengruppe einen breit gefdcherten Einfluss (wie auch immer geartet) auf diese Bindung
austibt. Aufgrund der grofieren Distanz zwischen der Bindung und der Rg Seitengruppe,
ist anzunehmen, dass letzte einen vernachlassigbar kleinen Einfluss auf die Bindung und
damit auf die Anordnung der BChl Molekiile hat. Als Folge der genannten Umstédnde ist eine
Reduktion der strukturellen Heterogenitét innerhalb individueller Chlorosome, bei denen die
Ri, Seitengruppe festgelegt ist, ebenfalls wahrscheinlich. Die Interpretation der CD Spektren
erhértet in diesem Fall die in Abschnitt 7.2 getroffene Schlussfolgerung.

Des weiteren ist eine grundlegend andere Nahordnung der BChl Molekiilaggregate des
bchR und des bchQR verglichen mit der des Wildtyps oder des bchQ Mutanten denkbar.
Um genauere Aussagen dartiber treffen zu konnen ist eine Kenntnis iiber die Nahordnung
und somit der Einheitszelle der BChl Molekiilaggregate des bchR Mutanten erforderlich.
Diese Informationen konnen durch NMR Experimente an Chlorosomen des bchR Mutanten
gewonnen werden und liegen derzeit nicht vor. Mit der Kenntnis der Nahordnung kénnten
Simulationen von Aggregatstrukturen wiederholt und anschlieffend mit den experimentellen

Ergebnissen verglichen werden.
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8 Zusammenfassung

Chlorosome sind die grofiten und wichtigsten Lichtsammelkomplexe der griinen Schwefel-
und nicht-Schwefelbakterien. Ihre Aufgabe ist die Absorption von Photonen und der Transfer
der Energie bis hin zum Reaktionszentrum. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die elektro-
nische Struktur und die exzitonischen Zustdnde einzelner Chlorosome des Chlorobaculum
tepidum Wildtyp und bchR Mutanten untersucht.

Sowohl die Chlorosome des Wildtyp, als auch die des bchR Mutanten wurden durch
Absorptions- und Fluoreszenz-Emissionsspektroskopie an Ensembleproben charakterisiert.
Einzelne Chlorosome wurden darauthin bei Raumtemperatur und 1,5 K untersucht. Von
jedem der untersuchten Chlorosome wurde eine bestimmte Anzahl von Fluoreszenz-Anre-
gungsspektren aufgenommen und nach jeder Aufnahme wurde die Polarisation der Anre-
gungsstrahlung um einen bestimmten Winkel gedreht. Auf diese Weise wurden polarisa-
tionsaufgeloste Fluoreszenz-Anregungsspektren erhalten. Im Gegensatz zu den bei Raum-
temperatur aufgenommen polarisationsaufgeloste Fluoreszenz-Anregungsspektren , dessen
Durchschnittsspektren breite Banden ohne Besonderheiten aufweisen, zeigen die bei 1,5K
aufgenommenen Spektren ausgeprégte Schultern auf den nieder- oder hochenergetischen
Flanken des Maximums der Durchschnittsspektren. Die Analyse der Spektren und der
frequenzabhédngigen Modulationstiefe zeigt, dass bei tiefen Temperaturen strukturelle Fluk-
tuationen unterdriickt werden und die in Chlorosomen enthaltenen BChl Molekiilaggregate
in bestimmten Konformationen eingeschlossen werden. Bei Raumtemperaturaufnahmen

wird iiber derartige Konformationen gemittelt und die Spektren erscheinen somit homogener.
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8 Zusammenfassung

Es wurde eine Methode zur globalen Analyse der polarisationsaufgeltste Fluoreszenz-
Anregungsspektren in Analogie zu zerfalls-assoziierten Spektren (DAS) entwickelt, tiber
die sogenannte polarisations-assoziierte Spektren PAS erhalten wurden. Bei dieser Analyse
wurden die polarisationsaufgeldste Fluoreszenz-Anregungsspektren mit zwei globalen und
zwei frequenzabhingigen lokalen Parametern gefittet. An jeder spektralen Position wird
das polarisationsaufgelste Fluoreszenz-Anregungsspektrum mit zwei cos?> modulierten
Funktionen entlang der Polarisation gefittet. Der Nullphasenwinkel und der Phasenwinkel
der cos?-Funktionen sind dabei die globalen Parameter. Die Amplituden der cos>-Funktionen
sind die Intensitdten der PAS an der jeweiligen spektralen Position. Sowohl die polarisa-
tionsaufgeldste Fluoreszenz-Anregungsspektren der Chlorosome des Wildtyps als auch des
bchR Mutanten wurden mittels dieser Methode ausgewertet. Die Analyse der Spektren der
Wildtyp Chlorosome liefert breite Verteilungen der spektralen Schwerpunkte der Durch-
schnittsspektren und der PAS, sowie der Differenz der spektralen Schwerpunkte der PAS.
Anders verhilt es sich bei den Ergebnissen aus Analyse der Spektren der Chlorosome der
bchR Mutanten. In diesem Fall sind die Verteilung verglichen mit denen des Wildtyp eng
und deuten auf eine Reduktion der Probenheterogenitit. Der Phasenwinkel ist in beiden
Fallen eng um ungefiahr 90° verteilt, was auf orthogonal zueinander orientierte exzitonische
Ubergangsdipolmomente der BChl Molekiile hinweist.

Es wurden Computersimulationen verschiedener BChl Molekiilaggregate durchgefiihrt.
Fiir die strukturelle Nahordnung wurde eine Einheitszelle, die durch NMR Experimente
gefunden wurde, herangezogen. Die strukturelle Fernordnung wurde durch zwei einzelwan-
dige Zylinder unterschiedlicher Durchmesser, einen doppelwandigen Zylinder, der aus den
einzelwandigen Zylinder zusammengesetzt wurde, zwei dreidimensionale Spiralen unter-
schiedlicher Durchmesser und eine zweidimensionale, planare Lamelle realisiert. Die durch
die Simulationen der Aggregatmodelle erhaltenen Spektren sind kompatibel mit den experi-

mentell aufgenommenen Spektren. Im Falle der Wildtyp Chlorosome wurde geschlussfolgert,
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dass ein Gemisch verschiedener BChl Molekiilaggregate im Inneren der Chlorosome enthal-
ten ist und das kleinere Aggregate einen entscheidenden Einfluss haben. Im Falle des bchR
Mutanten wurde vermutet, dass hauptsachlich grofiere Aggregate aufgrund der reduzierten
strukturellen Heterogenitdt das Innere eines Chlorosoms ausfiillen. Nicht-wechselwirkende
zweidimensionale, planare Lamellen wurden in beiden Féllen ausgeschlossen. Es muss al-
lerdings erwdhnt werden, dass wechselwirkende oder gewellte Lamellenaggregate nicht
simuliert wurden und moglicherweise Zwischenrdume, die zwischen rohrenartigen Aggre-
gaten entstehen ausfiillen konnten.

Generell wurde gezeigt, das Spektroskopie bei tiefen Temperaturen und an individu-
ellen Komplexen eine potente Methode darstellt, die Eigenschaften aufzeigt, die unter
Raumtemperatur- oder Ensembleexperimenten verborgen bleiben. Der Vergleich zwischen
experimentellen Befunden und denen numerisch simulierter Modelle ermoglicht Aussagen

tiber die Kompatibilitdt hypothetischer und realer Pigmentanordnungen.
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9 Summary

Chlorosomes are the biggest and most important light-harvesting complexes of green sulphur
and non-sulphur bacteria. They absorb photons and transfer the energy to the reaction
centre. This work covers the investigations of the electronic structure and excitonic states of
individual chlorosomes of the Chlorobaculum tepidum wild type and bchR mutant.

Both chlorosomes from the wild type and from the bchR mutant have been characterised
by absorption and fluorescence-emission spectroscopy of ensemble samples. Thereupon
individual chlorosomes were investigated at room temperature and 1,5K. In case of each
individual chlorosom a certain number of fluorescence-excitation spectra were acquired and
after each spectrum the polarisation of the exciting radiation was rotated about a certain
angle. Thus polarisation-resolved fluorescence-excitation spectra were obtained. In contrast
to the polarisation-resolved fluorescence-excitation spectra that were acquired at room tem-
perature and exhibit broad, featureless bands, the spectra recorded at 1,5 K show pronounced
shoulders on the low and high energy flanks of the peak intensity of the average spectrum.
The analysis of the spectra and the frequency dependent modulation depth indicate that struc-
tural fluctuations are suppressed at low temperature and that aggregates of BChl molecules
in the inside of chlorosomes are trapped in certain configurations. The room temperature
spectra represent a temporal average over many conformational states and appear more
homogeneous.

In analogy to decay-associated spectra (DAS) polarisation-associated spectra (PAS) were

obtained by method that was developed to analyse the polarisation-resolved fluorescence-
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excitation spectra in a global manner. Using this method the polarisation-resolved
fluorescence-excitation spectra were fitted with two global and two frequency dependent
local parameters. Each spectral position of the polarisation-resolved fluorescence-excitation
spectrum was fitted with two cos?-functions as a function of the polarisation. The initial phase
and the phase angle of the cos?-functions represent the global parameters. The amplitudes of
the cos?-functions accord to the intensities of the PAS at the corresponding spectral position.
Both the polarisation-resolved fluorescence-excitation spectra of the wild type and bchR
mutant chlorosomes were analysed using this procedure. The evaluation of the wild type
chlorosome spectra leads to broad distributions of the spectral centres of gravity (spectral
means) of both the average spectrum and of the PAS as well as of the separation of the PASs
spectral means. The outcome of the evaluation of the bchR mutant spectra behave contrary
to the above mentioned. Here distributions are, compared to the wild type distributions,
much narrower and indicate a reduction of the sample heterogeneity. The phase angle is in
both cases narrowly distributed around approximately 90° and gives evidence for excitonic
transition-dipole moments of the BChl molecules that are aligned orthogonal with respect to
each other.

Computer simulations of different aggregates of BChl molecules have been carried out.
The basis of the structural short-range order is a unit cell, that was found through NMR
experiments. The long-range order was realised by two single wall cylinders of different
radii, a double wall cylinder, assembled from the single wall cylinders, two 2-dimensional
scrolls (spirals structures) of different radii and a planar sheet. Spectra that were obtained
through the simulations of the aggregate structures are compatible with the experimentally
acquired spectra. In case of the wild type chlorosomes it was concluded that a mixture of
different BChl molecule-aggregates is present in the inside of a chlorosome and that rather
smaller aggregates than big ones are present. In case of bchR mutant chlorosomes it was

assumed, that mainly large aggregates that also reduce structural heterogeneity fill the inside
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of chlorosomes. Non-interacting 2-dimensional, planar sheets were excluded in both cases.
However, it must be stated, that interacting or undulated sheet structures have not been
simulated. It is conceivable that they occupy empty space that occurs between rod-like
aggregates.

It has been shown that low temperature spectroscopy of individual complexes is a powerful
tool to reveal properties that are hidden at room temperature or averaged out at ensemble
experiments. The comparison between experimental results and numerically simulated

models allows to find conclusions concerning hypothetical and actual pigment assemblies.
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