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1 Motivation

Viele Reaktionen in biologischen Molekilen verlaufen sbredl, dass sie mit der Aufnahmezeit tblicher Spek-
tralphotometer nicht verfolgt werden kénnen. Die Blithlispektroskopie ist eine Methode, bei der transiente Ab-
sorptionsanderungen nach einer photochemischen Anragiifigpher Empfindlichkeit und Zeitauflosung aufge-
nommen werden kdnnen. Im Versuch charakterisieren SieingbeBlitzlichtphotometer die Elektronentranspor-
treaktionen bei den priméren Prozessen in der Photosyntires messen Differenzspektren im Kurzzeitbereich
bis zu Mikrosekunden. Sie lernen dabei die EigenschafteamieElektronentransfer beteiligten Molektile kennen
und untersuchen die Wirkung von Herbiziden.

2  Grundlagen

2.1 Bakterielle Photosynthese

2.1.1  Uberblick

Bei Purpurbakterien befindet sich der Photosyntheseappaspeziellen, in sich geschlossenen, intracytoplasma-
tischen Membransystemen, den Chromatophoren. Im ersteitt®er Photosynthese wird Lichtenergie durch die
Lichtsammlerkomplexe eingefangen und zum Reaktionszen{RC) weitergeleitet. Dort wird die Lichtenergie
in raumliche getrennte Ladungen umgewandelt und in diesen lgespeichert. Dies ist die Voraussetzung fur die
Umwandlung der eingefangenen Lichtenergie in elm@misch gebundene, physiologisch verwertbare Form.

2.1.2 Lichtsammlerkomplexe

In der Photosynthese wird fast die gesamte Lichtenergiehd@ntennensystemeeingefangen. Die Photonen
werden durch Antennenpigmente absorbiert und in Richtlmglamender Anregungsenergie durch strahlungslo-
sen Energietransfer ("Forster-Mechanismus”, s.u.) Gbsteve Antennensysteme zum Reaktionszentrum (RC)
geleitet; das Reaktionszentrum wirkt hierbei alergrefalle.

Bei den photosynthetisch aktiven Purpurbakterien, dievesi Antennensysteme zum Einfang der Lichtenergie.
Sie werden als light harvesting (engl.: ernten) complexH@.) und LHC Il, bzw. nach ihren Absorptionsmaxi-
ma im nahen Infrarot als B875- und B800-850-Komplex bezethBeide bestehen bei Purpurbakterien jeweils
aus zwei kleinen hydrophoben Proteinuntereinheiten indidgeAntennenpigmente (Carotenoide und Bakterio-
chlorophylle) eingelagert sind.



Der B875-Komplex ist fest mit dem Reaktionszentrum asedziind wird in einer festen Stochiometrie dazu ge-
bunden. Das molare Verhaltnis von Reaktionszentrum zu B&#8plex betragt ca. 1:12, die genaue Zahl ist je-
doch unbekannt. Im Gegensatz zum B875-Komplex kann der B808Komplex je nach Lichtverhaltnissen und

Wachstumsbedingungen in einer variablen Menge gegenigmrREaktionszentrum gebildet werden. Er dient
zur VergréRerung des Einfangquerschnittes fir Riavtdoei schlechten Lichtverhaltnissen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Anordnung deleAmenkomplexe um das Reaktions-
zentrum. 1: B800-850-Komplex, 2: B875-Komplex, &aRtionszentrum

Anregungsenergie, die im Reaktionszentrum nichtesatzt werden kann, wird durch Fluoreszenz abdutstra
oder dissipativ abgeleitet, um die Zerstérung vigmieénten durch photochemische Nebenreaktionen rhinve
dern. Fluoreszenz ist somit ein wesentlicher Schethanismus flur die Pigmente der Photosynthese.

2.1.3 Weiterleitung der Lichtenergie in den Lichtsalerkomplexen

Bevor ein absorbiertes Lichtquant zum Reaktionszentrulaingé wird es im Antennenkomplex von einem Pig-
ment-Molekil zum anderen strahlungslos weitergegebess Bisst sich durch ddRdrster-Resonanz-Energie-
transfer (kurz: FRET) beschreiben. Eine spezielle Form des FRET, bei dem dieligetai Molekile Fluoro-
phore sind, ist der Fluoreszenz-Energietransfer. Da dibrg¢haeinlichkeit fir den Energietransfer mif Rom
Abstand R zwischen den Fluorophoren abhangt, wird diesgsikalische Prinzip in der Fluoreszenzspektrosko-
pie oft zur Abstandsbestimmung verwendet (sieheaigh

Der Energietransfer zwischen den Antennenpigmentenwfénan solchen mit hoher Anregungsenergie zu sol-
chen mit niedriger Anregungsenergie. Die Absorptionsspekder Akzeptoren sind also generell rotverschoben
gegeniber denen des Donors. Insbesondere hat das Rezdtitvnm eine besonders niedrige Anregungsenergie.
Dies liegt daran, dass der angeregte Donor vor dem Enexggéér in den Schwingungsgrundzustand des ersten
elektronisch angeregten Zustandsr&axiert. Die Energie, die fur den Strahlungstransfer\zerfiigung steht, ist
also geringer, als die Energie die der Donor aliedrbat.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des LHCII-Kompgex®n PSII
(nach Richter)




2.1.4 Das bakterielle Reaktionszentrum

Sehr gut charakterisiert und zum Teil in ihrer atomarenk®tmuaufgeklart sind die Reaktionszentren einiger pho-
tosynthetischer Bakterien. D&®aktionszentrum (siehe Abb. 3), ebenfalls ein membranstandiger Pigmemt-Pr
tein-Komplex, wird von den drei Proteinen H, M und L und eiR&ihe von Redoxkomponenten gebildet: einem
'special pair' von 2 Bakteriochlorophyll a oder b Moleki{&TChl, Dimer), zwei einzelnen Bakteriochlorophyllen

a oder b (BChl), Bakteriopheophytin (BPheo), den Chinomkidlen Q und Q und einem Eisen (Fe)-Atom.
Diese Kofaktoren und Pigmente sind zum Teil aktiv an der logdtrennung beteiligt. Die redoxaktiven Kofakto-
ren bilden eine Elektronentransportkette, mit deren Hiekrecht zur Membranebene Ladungen getrennt wer-
den. An diese Ladungstrennung sind protolytische Readtiarekoppelt, die letztendlich zur Synthese von ATP
fuhren, womit die eingefangene Lichtenergie in ciselngebundene Energie umgewandelt worden ist.

Der primare Donor (P), ein Bakteriochlorophyll (BChl)-Dimer, wird durch Litanregung zu einem starken Re-
duktionsmittel. Dies hat eine Ladungstrennung zur Folgezdr Reduktion des primaren Akzeptors,@inem
Ubi-oder Menachinon, fihrt. Im Verlauf dieser sehr scherelReaktion (Pikosekunden-Bereich) werden der inter-
medidre Akzeptor I, ein Bakteriopheophytin (BPheo)-Moreomind mdéglicherweise auch ein akzessorisches
BChl (B) kurzzeitig reduziert und wieder oxidiert. Durcledhnordnung der Pigmente im Reaktionszentrum wird
eine transmembrane Ladungstrennung erreicht, die die, etlich stabile Form in der Elektronentransportkette
darstellt, da alle weiteren Schritte im Elektronentramsp@sentlich langsamer sind. Vom priméren Akzeptar Q
wird das Elektron weiter zum sekundaren Akzeptgr €&nem Ubichinon, im Zeitbereich von ca. 100 psec tber-
tragen. In der intakten Membran wird der oxidierte primanbr durch ein l6sliches Cytochrom, bei manchen
Bakterien auch durch eine mit dem Reaktionszentrum feszéasge Cytochrom c-Untereinheit, zurtickreduziert.
Das sekundére Chinons@t nach einem zweiten Durchlauf der Reaktionsfolge zwebitduziert. Es verlasst als
elektrisch neutrales Hydrochinon das Reaktionszentrudhgilot seine Elektronen an die sekundéare Elektronen-
transportkette ab. Die freies@indungsstelle wird wieder durch ein neutralesnohibesetzt.
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Abbildung 3:links: Anordnung der Pigmente im bakteriellen Reaktionszentier. Elektronentransfer findet nur Gber
den rechten Zweig statRechts: Schema des Elektronentransfers. Nach neueren Erkerartnisslauft der Weg des
Elektrons auch tber den BakteriochlorophylimonoBer

In zeitlicher Abfolge entstehen wahrend der Ladtnegsiung also folgende Zustédnde im Reaktionszentrum

Cyt . PIQ,Qg — Cyt, P+I_QAQB - CytrecPJrIQ_AQB — Cyt,, P+IQAQ_B — Cyt,,PlIQ, Qg

Im isolierten Reaktionszentrum fehlt das Cytochrom undgdigennten Ladungen rekombinieren zum Ausgangs-
zustand. Die Ladungsrekombination erfolgt dabei aus destedid PQg" mit einer Halbwertszeit von ca. 0.3 s bis
1.5 s, und falls kein @vorhanden ist, aus dem Zustand® mit einer Halbwertszeit von ca. 60 ms (die angege-
benen Halbwertszeiten beziehen sich auf die voetiiesEpezie®Rb. capsulatus

P'Q,—PQ,  P'Q,Q;—PQ,Qg

Mit den priméren Elektronentransportschritten sind kaitige spektrale Veréanderungen im ultravioletten und
sichtbaren Spektralbereich, sowie im nahen Infrarot (hisl®00 nm) verbunden. Sie haben ihre Ursache in der



voriibergehenden Bildung der Radikale (BGhIBPhea Q, aber auch in der indirekten Einwirkung des elektri-
schen Feldes auf benachbarte Pigmente ("ElektrochroffeétE"). Aus der spektralen Abhangigkeit der lichtin-
duzierten Anderungen, ihrer Kinetik und ihrem Verhaltemeygiber duBeren Parametern (z.B. Redoxpotential,
Hemmstoffe etc.), kann auf die Natur der am Elektronengrarideteiligten Pigmente und den Mechanismus ih-
rer Reaktionen geschlossen werden.

2.2 Elektronische Ubergange

Wechselwirkung zwischen elektromagnetischen Wellen umtekilen fihrt bei der Absorption im Bereich des
UV-und sichtbaren Lichtes zur Anregung von Elektronen, ilgeaneinen von Valenzelektronen. Trifft Licht mit
geeigneter Frequenz n auf ein Molekll im Grundzustand, ksbsorption erfolgen und das Molekdl in einen
elektronisch angeregten Zustand angehoben werden. Dikkg&ticin den Grundzustand kann durch spontane
bzw. stimulierte Emission erfolgen. Das Wort "kann" driidkbei Ubergangswahrscheinlichkeiten fiir die beiden
Strahlungsprozesse Absorption und Emission aus.

Die photophysikalischen Prozesse bei elektronischendiingen sind indablonski-Termschemazusammenge-
fasst. Vom Grundzustand, hieg, kommt man durch Absorption in die héheren Singulett-Zud¢as, S, usw..
Die Ruckkehr zu Skann von $ und von hdheren Singulett-Zustanden &is durch Emission von Strahlung
(Fluoreszengoder durch strahlungslose Desaktivieruimddrnal conversionlC) erfolgen. Meist erfolgt zunachst
eine strahlungslose Relaxation in den Schwingungsgrwstaad von $bevor ein Fluoreszenzphoton emittiert
werden kann. Strahlungslose Spin-Umkehrprozesse flhuefriplett-Zustanden J(Intersystem crossingdie
entgegen dem Spin-Verbot durch Strahlungsemissttnogphoreszehnder durch erneutdstersystem crossing
nach § zurtickkehren kénnen.

3 Abs = Absorption
[ —
w=i—H— F = Fluoreszenz
w=—H—
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IC —_— =T p
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Abbildung 4: Jablonski-Termschema




2.3 Lichtabsorption und Spektrum

Fallt ein Lichtstrahl der Intensit& &uf ein homogenes, isotropes Medium der Schichtdicke d) Bann er, abge-
sehen von Reflexions-und Strahlungsverlusten, durch #atisa geschwéacht werden. Fir die Intensitét des aus-
tretenden Strahls gilt dann | 541, Aus dem differenziellen Ansatz dl =tdx flr die Abnahme der Intensitéat dl
im Schichtdickenbereich dx erhalt man durch Integrationlje®™ mit a als substanzspezifischen Absorptionsko-
effizienten. Fir Losungen, bei denen ausschlielargeldste Stoff der Konzentration ¢ absorbggit,

|
In I—O = -c-d und daraus mit = 2,303 a:

I
A = Iogl—O = ¢-C-d Lambert-Beersches Gesetz

A : Absorption (optische Dichte, dimensionslos), ¢ : Korzation [mol I'], € : molarer Extinktionskoeffizient
[I-cm™-mol*] (korrekterweise sollte man eigentlich vom Absorptionsffizienten sprechen, dies hat sich aber bis-
her nicht durchgesetzt).

Das Lambert-Beersche Gesetz gilt streng genommen nur féliglas, monochromatisches Licht und verdinnte,
homogene Proben. Bestimmt man fir alle Wellenlarigdie Extinktion und daraus die substanzspezifische Gro-
Reg, erhalt man eine Absorptionskurs@) und damit ein Absorptionsspektrum.

Eine Klassifizierung der elektronischen Ubergédnge laisst mit Hilfe der beteiligten Molekilorbitale vorneh-
men. Aus besetzten bindenderodern-Orbitalen oder aus nichtbindenden n-Orbitalen (einsatakt®nenpaa-

re) kann ein Elektron in die leeren antibindendgroder n*-Orbitale angehoben werden. Entsprechend werden
die elektronischen Ubergange (Banden im Absorpsipektrum) kurz alsc*, nn*, nn*, no* bezeichnet.

Die Lage der Absorptionsbanden hangt von der Natur desrefékthen Ubergangs ab. Die*- und no*-Uber-
gange sind sehr energiereich, sie spiétevivo bei photosynthetischen Vorgangen und auch in der VIS-Adisor
onsspektroskopie keine Rolle, wahrend-und nn*-Ubergéange fiir die Photochemie der Pigmeinteivo undin
vitro verantwortlich sind.

Im elektronischen Grundzustand ist praktisch aussclidieflas unterste Schwingungsniveau besetzt (n = 0).
Beim Ubergang nach,®rreicht man verschiedene hohere Schwingungsnivwéaud ,2,3... mit unterschiedlicher
Wabhrscheinlichkeit (Franck-Condon-Prinzip). Dies fuhut einer Feinstruktur im Spektrum des elektronischen
Ubergangs, die sich bei Raumtemperatur meist ier aiierbreiterung der Absorptionsbande duRert.

2.4  Spektroskopie der photosynthetischen Pigmentahtbaren Spektralbereich

Die Spektren der photosynthetischen Porphyrin-Pigmeegigen im wesentlichen zwei Paare von Ubergéngen;
ein Paar im blauvioletten oder UV-Bereich (Soret-Bande BJ ein Paar im roten oder nahen UV-Bereich (Q-
Ubergange). Diese Ubergange kénnen mit einem Vier-Osbitadell beschrieben werden; danach erfolgen die
vier Ubergange zwischen den beiden obersten gefiillten endodiden untersten ungefiiliten Orbitalen. Bei den
ausgedehnten, nahezu ebenen, konjugierten Molekiilenemi®drphyrinpigmenten liegen die Dipolmomente der
Ubergange in der Ebene des Molekiils. Zwei von ihnen sindRicktung, zwei in y-Richtung polarisiert, wobei
die Polarisationsrichtungen entlang der beiden Molekigidnalen durch die N-Atome des Porphingeristes ver-
laufen und die langerwelligen Ubergange als y-Ubergangeiblenet werden. Der @QJbergang entspricht damit
einem $-S-Ubergang, der QUbergang einem hoherenergetischepSsUbergang. Der QUbergang ist ein
Ubergang relativ geringer Intensitét, da er aus Symmetiieben nur schwach erlaubt ist,-Qnd Q-Bande zei-
gen im Absorptionsspektrum Schwingungsfeinstruktur.

Die B-Ubergénge der Soret-Region sind weniger gut aufteléslie Q-Ubergénge. DiexBind B,-Bande bilden
zusammen die Soret-Bande; auf der Seite zu kleineren Waatigen ist eine kleine Schulter, digBande zu er-
kennen; sie wird einem weiteran*-Ubergang zugeordnet.
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Abbildung 5: links: Strukturformel von BChl a , tes: Absorptionsspektren von BChl a und Chl a inekt

Insgesamt ergibt sich flir das Reaktionszentrumefalgs Spektrum:

400 —

200

elmM ™ em Y

Wavelength (nm)

Abbildung 6: Absorptionsspektrum des bakteriellen Reaktionszentreimer carotenoidfreien Mutante von Rb.sphae-
roides
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4  Vorbereitung auf den Versuch

Elektromagnetisches Spektrum (UV, sichtbarer Spektraible, nahes Infrarot), Absorption, Lambert-Beersches
Gesetz, Absorptionsspektrum, Reaktionskinetik (Reaktister Ordnung), Zeitkonstante, Halbwertszeit, Reduk-
tion, Oxidation, Radikal, (Bakterio-) ChlorophylPheophytin.

5 Versuchsaufbau

Eine gebrauchliche Messmethode zur Erfassung kurzzegjggktraler Anderungen, ist die Blitzlichtphotometrie.
In den durchzufiihrenden Experimenten wird sie zur MessangAtsorptionsanderungen, die beim Elektronen-
transport im Reaktionszentrum stattfinden, verwendet. ddr verwendeten Apparatur sind allerdings die sehr
schnellen Vorgange der Ladungstrennung (Halbwertszeitd?iko- und Sub-Mikrosekundenbereich) nicht mess-
bar. Beobachtet werden kénnen jedoch die Prozesdeadungsrekombination.

Blitzlampe
oder
Laser
—_——Filter
)\EXC
P> WKCEH Ry
Wolframlampe  Monochromator Probe Detektor

Speicher-Oszilloskc
Abbildung 7: Versuchsaufbau

Licht von einer Wolframlampe wird in einem Monochromatoekpal zerlegt §.,) und auf die Probe abgebildet.
Der Anteil, der die Probe durchsetzf)(lwird in einem Detektor in einen Strom umgewandelt, derldehtinten-
sitét | proportional ist. Mit einer kurzen, intensiven Ztzeleuchtung (Laserblitz, Fotoblitz oder Lampe mit Foto-
verschluss) bei einer geeigneten Anregungswellenlaggézw. in einem geeigneten Wellenlangenbereich) wird
der Elektronentransport angeregt. Die durch ihn hervofgeen AbsorptionsdnderungéyA werden bei der
Messlichtwellenlangé.,, als Intensitatsanderungevt vom Detektor registriert. Durch optische Filter werden-An
regungs- und Messlichtwellenlange voneinander getresmtjass der Detektor kein Anregungslicht registriert.
Das Detektorsignal wird verstéarkt und mit einem Speichalloskop aufgezeichnet. Fir kleine Intensitatsande-
rungenAl besteht ein linearer Zusammenhang mit der Absorptiodg-ozw. Konzentrationsanderungge, d.h.
Al~AA~Ac, wobeiAc fur die durch die Zusatzbelichtung erzeugte Katragionsanderung steht.

6  Versuchsdurchfiihrung

Fur die Messungen zur Ladungsrekombination werden Memsbraon Mutanten des PurpurbakteriuRisodob-
acter capsulatu®der Rhodobacter sphaeroide®rwendet. In diesen Mutanten befindet sich als photoggith
scher Komplexur das Reaktionszentrum in den Membranen.

Aufgaben:

a) Messung der Transmissionsspektren der beim vlenserwendeten Filter.

b) Messung des Absorptionsspektrums von RC (inm®OPhosphatpuffer pH 7, 0,02 % LDAO).
1.) Puffer mit Referenz Luft
2.) Reaktionszentrum mit Referenz Luft
3.) Reaktionszentrum mit Referenz Puffer

Sie erhalten aus diesen drei Messungen zwei Absorptiokisepe Berechnen Sie hieraus die RC-Kon
zentration mik;;0.,=10 I/(molcm). Notieren Sie sich die Positionen der Absorgtinaxima.

¢) Messung der spektralen Abhangigkeit der AbsonstinderungA zwischen 700 nm und 1000 nm (Messung

der Messlichtintensitat und der maximalen blitzeinigrten Anderung kurz nach dem Blitz).



lo I = Absorption A,

I l,= I+ Al = Absorption A,

Blitz

Differenzspektrum: AA=A,-A,
Abbildung 8: Prinzip der Messung

Sie werden dabei zwei Parameter messen:
1.) Die auf den Detektor vor dem Einblitzen aufeatle Lichtintensitat |
2.) Die nach dem Einblitzen auftretende maximaterisitatsanderungl.

Ein Differenzspektrum erhalt man aus der Differenz der Apsonsspektren nach und vor dem Einblit
zen. Hierbei erhalten Sie es aus den beiden genes&arametern UndAl.

Machen Sie sich klar, warum das so ist!

Legen Sie eine Tabelle in folgender Form an:

Wellenlange\ | Intensitat] | maximale Intensitatsanderufd) | Absorptionséanderung
(nm) v) (mV) AA=.... (MOD)
700
710
1000

d) Untersuchung der Ladungsrekombinations-Kinetik anStelle der maximalen Absorptionsanderung und an-
schlieRende Auswertung (Bestimmung der Halbwetjszei

Nutzen Sie zum Darstellen einer solchen Kinetik mogliclast gesamte Oszilloskop-Display aus. Ubertragen
Sie dann diese Kinetik vom Oszilloskop an den PC. Hier kérfBiendie Daten in Form einer csv-Datei ab
speichern (erste Spalte: Zeit, zweite Spalte: Spaghn und anschlieRend z.B. mit Origin auswerten.

Achtung: Beim Ubertragen vom Oszilloskop an den PC wird nur das auf @sailloskop dargestellte Bild
Ubertragen (Pixel), die Informationen tber die Skalierdeg Zeit- bzw. Spannungsachse fehlen. Diese mus
sen vor der Auswertung erst berechnet werden:

Die Zeitachse ergibt sich durch: "erste Spalte04 O(Tim/Div)
und die Spannungsachse durch: "zweite Spalte0 / ¥ olts/Pos) + 4 - (Volts/Div) |

Die Informationen GbeTime/Div, Volts/Div und Volts/Pos sind in jeder csv-Datei enthalten (unten). Sie
geben an, welche Skalierung und welchen Offsetlmeaden Oszi-Einstellungen gewahlt hat.

e) Rekonstitution der £Bindungsstelle mit Ubichinon 0 (U§X-80°C Truhe, 1@l in 1 ml EtOH)
— Einfluss auf das Differenzspektrum und die Halliszsit der Reaktionskinetik.
f) Bestimmung der Wirkung des Herbizids Atratom{®l, entspricht 1 mg auf 1 ml EtOH)

— Einfluss auf die Halbwertszeit der Reaktionskiaeti



7 Auswertung

« Erklaren Sie die Absorptionsbanden des Absorpsipaktrums.
« Erklaren Sie die Wirkungsweise der optischerekFilt

« Konstruieren Sie aus den zeitabhéangigen Signalen bethiedenen Wellenlangen ein Differenzspektrum der
primaren Ladungstrennung PIQ P*lIQ,

» Bestimmen Sie die Halbwertszeit der Ladungsrekoation mit/ohne @ sowie nach Herbizid-Zugabe.

« Erklaren Sie die Wirkung dergZowie der Herbizid-Zugabe.

8 Anhang

FUr Physiker und sonstige Interessierte: Nach Forster $éds dieser Strahlungstransfer durch den Grenzfall ei-
ner sehr schwachen Kopplung zwischen induzierten Dipoésehireiben-& Rechnung wird mit den unabhéngi-
gen Molekulwellenfunktionen durchgefiihrt, die Gesamigrdlinktion ist der Produktzustand aus Donorwellen-
funktion und Akzeptorwellenfunktion, nicht eine Linearkbination, wie im Falle starker Kopplung). Die Wech-
selwirkung zwischen den induzierten Dipolen lasst sichSatgpotential auffassen. Solche "Stérungen” des Ha-
miltonoperators fihren dazu, dass die Energieeigenzistédes ungestorten Hamiltonoperators nicht stationar
sind und damit dazu, dass eine gewisse Wahrscheinlichikeileh Ubergang besteht. Somit wird Anregungsener-
gie vom Donor auf den Akzeptor Ubertragen.

Wegen der schwachen Kopplung bleibt die Form der Absorpsipektren unveréndert, im Gegensatz zur Excito-
nenaufspaltung, die im Grenzfall starker Kopplung ebémiakischen induzierten Dipolen auftritt. In der quan-
tenmechanischem Rechnung ist dann zwar das Storpotelaiieth gaber hier ergibt sich die Gesamtwellenfunkti-
on aus einer Linearkombination der beiden Molekileméunktionen.

Zur Ableitung der Transferwahrscheinlichkeit wollen wierfnis goldene Regel verwenden. Diese besagt, dass
die Wahrscheinlichkeit k proportional zum Quadrat des &abdukts <1|V|0>. Hierbei sind 0 und 1 der An-
fangs-bzw. der Endzustand, V der Operator des StorpoleMiéursivschrift deutet Operatoren an). Dieses er-
gibt sich aufgrund der Dipol-Dipolkopplung zu:

V=n-2(uDuA)/R-3(uDR)(uAR)/RE
u sind die Dipolmomente von Donor und Akzeptor, R ist der Abdtawischen beiden, n der Brechungsindex.
Man kann dies vereinfachen, indem alle Effekte der Oriemtig in einen Parametergepackt werden. Damit er-
gibt sich:
V=n?kuyu, R
wobei mity hier der Betrag des Dipolmoments gemeint. Jetalen wir mit Fermis goldener Regel
k~[k/R3(y DOy Allupu,ly D1y A0 2

[wD1yAO> ist der Ausgangszustand (Donor angeregt, Akzeptorthiaid {yDOyALl> der Endzustand (Donor ab-
geregt, Akzeptor angeregt). Dies lasst sich noch weiteintrchen, wenn man bericksichtigt, dass der Dipolmo-
mentoperator von D nur auf die Donorzustéande ektwiknaloges gilt fir den Akzeptor.

k ~ n—2ic2/R6l(w DOluoly DLI2(w Allu,w AD)2

Ausrechnen der Skalarprodukte und ZusammenfassigreeGroZen in Rergibt:

1Ry

mit t der Fluoreszenzlebensdauer des Donors, R: Abstand zwigateor und Akzeptor, R der Abstand zwi-

schen D und A, bei dem strahlende Relaxation in den GrunazdgEmission eines Lichtquants) und Dipol-Di-

pol-Ubertragung nach dem Forster-Mechanismus in gleicAesmalR stattfinden. Die Ubertragungsrate k ist

;\RB, und hangt damit extrem vom Abstand zwischen D und A ab. FilorGphylle wurden R-Werte von ~ 70
gefunden.



