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1 Motivation

Zwei Dinge sind zu unserer Arbeit
notig: Unermiidliche Ausdauer und die
Bereitschaft, etwas, in das man viel
Zeit und Arbeit gesteckt hat, wieder
wegzuwerfen.

Albert Einstein

Im Zuge der Evolution hat die Natur photoaktivierbare Proteine entwickelt, die es
bewerkstelligen die Sonnenenergie in biochemisch nutzbare Energie umzuwandeln. Hierzu
besitzen diese Proteine kleine Molekiile, sogenannte Chromophore, die die absorbierte
Lichtenergie auf das Protein iibertragen, was zur Aktivierung unterschiedlicher molekula-
rer Prozesse fiihrt. Herausstechende Systeme sind hierbei sicherlich die photosynthetischen
Komplexe, Phototropine, Cryptochrome, Phytochrome sowie Retinalproteine.

Retinalproteine kommen in der Natur in allen drei Doméanen des Lebens vor und
erfiillen dort unterschiedlichste Funktionen. Vertebrata (Wirbeltiere) und Invertebrata
(Wirbellose) besitzen in der Retina der Augen bzw. der Photorezeptoren das soge-
nannte Rhodopsin als priméren Lichtrezeptor. Die Absorption von Photonen fithrt zur
Aktivierung des G-Proteins Transducin und damit zur Auslésung der visuellen Signal-
transduktion. Rhodopsin gehort entsprechend zur Klasse der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren, die die grofste und vielseitigste Gruppe von Membranrezeptoren darstellt
[1H6]. Neben Rhodopsin sind in den letzten Jahren weitere Retinalproteine in Eukaryoten
wie Pilzen (Neurospora Rhodopsin) [7], Dinoflagellaten [§], Cryptomonaden [9] und
Griinalgen gefunden worden. Besonderes Aufsehen erregte dabei die Entdeckung der
Retinal-basierten Inonenkanéle Channelrhodopsin-1 und -2 aus dem Augenfleck der
Alge Chlamydomonas reinhardtii [10], [11]. Die Durchlissigkeit fiir ein- und zweiwertige
Kationen bietet unmittelbar die Moglichkeit in nicht-invasiver Weise durch Licht direkt
Zellen oder intrazellulire Ca?t-Ionen-abhiingige Prozesse anzuregen. Mittlerweile wird
ChR-2 zur optogenetischen Kontrolle neuronaler Zellen genutzt [12HI5].

Im Gegensatz zu den eukaryotischen Rhodopsinen leben archaebakterielle Retinalpro-
teine unter weit widrigeren Umstédnden. Die seit dem Erdaltertum existierenden Archaeen
haben sich durch spezifische Anpassungsstrategien in Habitaten wie austrocknenden
Salzseen und Kiistenstreifen sowie Salinen durchgesetzt, wo sie neben den hohen Salzkon-
zentrationen intensiver Sonnenstrahlung ausgesetzt sind [I6HI9]. Die vorherrschenden
Sauerstoffmangelbedingungen fithrten wahrscheinlich dazu, dass die Halobakterien eine
eigene Art der Photosynthese entwickelten. Kernstiick dieser Energiekonversionsmaschine-
rie ist das Retinalprotein Bakteriorhodopsin. Mit bis dato iiber 4000 Publikationen (Web
of Knowledge, Titel-Stichwortsuche “Bacteriorhodopsin”) ist Bakteriorhodopsin eines der
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bestuntersuchten Transmembranproteine. Als lichtgetriebene Protonenpumpe erzeugt es
einen Protonengradienten iiber die Zellmembran, der von einer F1Fo-ATP-Synthase zur
Generierung des Energiespeichers Adenosintriphosphat (ATP) genutzt wird [16, 20, 21].
Der Wirkungsgrad der Energieumwandlung liegt dabei im Bereich der pflanzlichen Pho-
tosynthese. Unterstiitzt wird das ganze System dadurch, dass Halobakterien wie der
Organismus Halobacterium salinarum zwei sensorische Retinalproteine besitzen, die {iber
die Ankopplung an eine Geiftel Phototaxis betreiben. Hierbei bewegen sich die Zellen
vermittelt iiber die Sensorproteine SensorrhodopsinI und II zu gelb-orange-farbenem
Licht hin (negative Phototaxis), wihrend sie von Licht im ultravioletten, oder blauen
Spektralbereich wegschwimmen [22], 23]. Das vierte Retinalprotein Halorhodopsin dient
der osmotischen Balance der Zelle [24H26].

Waéhrend die ersten Rhodopsine der eukaryotischen und archaealen Doméne schon
seit den spéten 1970er Jahren bzw. frithen 1980er Jahren bekannt sind, wurde mit
Proteorhodopsin das erste bakterielle Retinalprotein erst im Jahre 2000 entdeckt [27) 28].
Unter anderem durch Shotgut-Sequencing-Verfahren [29] konnten mittlerweile iiber
800 Proteorhodopsin Varianten entdeckt werden. Als vektorielle Protonenpumpe stellt
Proteorhodopsin dhnlich wie Bakteriorhodopsin einen elektrochemischen Gradienten zur
Verfiigung, der zur Energiegewinnung oder fiir andere Prozesse genutzt werden kann
[30, BI]. Da sich aber die Richtung des Protonentransports bei einem pH-Wert von
etwa 7 umkehrt, ist die Frage nach der urspriinglichen Funktion der Proteorhodopsine
im Meerwasser (pH-Wert &~ 7) ungeklart. Diskutiert wird unter anderem, ob sie als
Photosensoren dienen kénnen oder eine regulatorische Rolle einnehmen. Mit Anabaena
Sensorrhodopsin wurde 2003 das erste prokaryontische Sensor-Retinalprotein entdeckt [32].
Es weist eine hohe Ahnlichkeit zu den archaealen Sensorrhodopsinen auf. Photobiologische
Studien lassen vermuten, dass Anabaena Sensorrhodopsin ein photochromer Farbensensor
ist [33].

Kennzeichnend fiir alle genannten Retinalproteine ist das gemeinsame heptahelikale
Transmembranmotiv [33H37|. Der Chromophor ist dabei kovalent {iber eine Schiffbase an
die Seitenkette eines Lysins gebunden. Gestartet werden alle meist zyklischen Reaktionen
durch die lichtgesteuerte Isomerisierung des Retinals. In der Vielzahl der Fille wird
dabei die Isomerisierung von der all-trans-Konfiguration in die 13-cis-Konfiguration
beobachtet, selten aber auch 11-cis nach all-trans (Rhodopsin). Fiir das Verstandnis der
biochemischen Prozesse der Retinalproteine spielt die Dynamik der Priméarreaktion sowie
die Wechselwirkung zwischen Chromophor und Protein eine zentrale Rolle. Gegenstand
dieser Arbeit ist es daher die lichtgesteuerten Prozesse in unterschiedlichen Rhodopsinen
und auf unterschiedlichen Zeitskalen zu untersuchen.

Dies scheint mit modernster Laserspektroskopie ein relativ einfaches Unterfangen zu
sein. Man sollte aber nicht vergessen, dass die heute zur Verfiigung stehenden Methoden
das Ergebnis einer iiber Jahrzehnte andauernden intensiven Forschung und komplexen
Entwicklung sind, deren herausragendste Arbeiten mit Chemie- bzw. Physik-Nobelpreisen
geehrt wurden. Fiir “grundlegende Arbeiten auf dem Gebiet der Quantenelektronik, die
zur Konstruktion von Oszillatoren und Verstidrkern auf der Basis des Maser-Laser-
Prinzips fithrten” wurden Townes, Bassow und Prochorow bereits 1964 mit dem Physik-



Nobelpreis ausgezeichnet [38]. Fiir die Anwendung dieser Technik in Form von ersten
Blitzlichtphotolysemessungen zu “Untersuchungen von extrem schnellen chemischen
Reaktionen” bekamen Eigen, Norrish und Porter drei Jahre spéter den Chemie-Nobelpreis
[39]. Auch das weitere Voranschreiten auf diesem Gebiet wurde ausgezeichnet. 1981
erhielten Bloembergen und Schawlow den Physik-Nobelpreis “fiir ihren Beitrag zur
Entwicklung der Laserspektroskopie” [40]. Zu dieser Zeit hétten wahrscheinlich die
wenigsten geglaubt, dass man in Kiirze auch Reaktionen mit einer Zeitauflésung von
wenigen Femtosekunden messen kénnen wiirde und somit chemische Reaktionen wie
Bindungsbriiche oder auch Isomerisierungen direkt beobachtbar werden. Zewail wurde
“fiir seine Studien des Ubergangszustands chemischer Reaktionen mit Hilfe der Femto-
sekundenspektroskopie” 1999 mit dem Chemie-Nobelpreis ausgezeichnet [41]. Die weitere
Verfeinerung der Femtosekundenspektroskopie und ihrer Nebendisziplinen fithrte dazu,
dass es heutzutage hochprazise Lasertechniken gibt. Unter anderem fiir die Entwicklung
des “optischen Frequenzkamms” erhielten Hansch und Hall 2005 den Nobelpreis in
Physik [42]. Diese Aufzdhlung zeugt von der Wichtigkeit, photophysikalische und photo-
chemische Prozesse verstehen zu lernen. Die aus den zeitaufgelosten Studien gewonnenen
Erkenntnisse sind nicht zuletzt bei biologischen Systemen wie den Retinalproteinen
eine wichtige Voraussetzung fir die Entwicklung zukiinftiger Technologien. Fiir das
bereits gut untersuchte Bakteriorhodopsin gibt es mittlerweile mehrere kommerzielle
Anwendungsgebiete [43].
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2 Physikalische Grundlagen

Phantasie ist wichtiger als Wissen,
denn Wissen st begrenzt.
Albert Einstein

Die Beobachtung der Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung und Materie
durch Anderung des Lichtspektrums bezeichnet man allgemein als Spektroskopie. Man
unterscheidet hierbei zwischen elastischer Streuung (Beugungsexperimente), inelastischer
Streuung (Raman-Spektroskopie) und resonanter Absorption bzw. Emission von Photo-
nen. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem letzten Teilgebiet und beschrankt
sich auf zeitaufgeloste und statische Betrachtungen des ultravioletten, sichtbaren und
mittelinfraroten Spektralbereichs. Die Grundlagen hierfiir sollen in den nachfolgenden
zwei Unterkapiteln dargestellt werden. Die Inhalte wurden den relevanten Lehrbiichern
entnommen [44-48)].

2.1 Spektroskopie im ultravioletten und sichtbaren
Spektralbereich

In den Naturwissenschaften steht der Begriff des Lichts fiir das gesamte elektromagne-
tische Wellenspektrum. Dieses ist {iber die Wellenlénge definiert und iiber die nachfolgende
Beziehung mit der Frequenz und der Energie der Photonen verkniipft.

_h-c
DY
c entspricht der Lichtgeschwindigkeit (2,99 - 108 ™) und h dem Planckschen Wirkungs-
quantum (6,63-10734 Js). Dem fiirs Auge sichtbaren Bereich von 750 nm - 400 nm schlieRt
sich der ultraviolette (UV) Bereich an. Diesen unterteilt man aufgrund unterschiedlicher
biologischer Wirkungen in UV-A (400 nm - 320 nm), UV-B (320 nm - 280 nm) und UV-C
(280nm - 10nm).

Die Absorption von elektromagnetischen Wellen des ultravioletten und sichtbaren
Spektralbereichs fiihrt zur Anregung eines Valenzelektrons. Ein Ubergang findet immer
dann statt, wenn das Ubergangsdipolmoment sz 4, definiert als

E=h-v (2.1)

HEA = /ﬂ}Elﬂ/)A dr , (2.2)

ungleich Null ist. 14 und g sind hier die Wellenfunktionen des Anfangs- und End-
zustands. Es ist daher ein Mafs fiir die Starke der Kopplung zwischen elektronischem
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Ubergang und elektromagnetischem Feld. Das Elektron wird in den elektronisch an-
geregten Zustand angehoben. Der Ubergang findet nach dem Franck-Condon-Prinzip
vertikal statt. Neben der Regel, dass sich das Ubergangsdipolmoment beim Ubergang
dndern muss, gibt es noch weitere Auswahlkriterien fiir das Auftreten von elektroni-
schen Ubergingen, die sich auf die Erhaltung des Drehimpulses zuriickfithren lassen.
Es gilt zum einen das Spin-Verbot, das besagt, dass sich die Multiplizitat, definiert
als M = 2S5 + 1, wihrend des Ubergangs nicht #ndern darf. Dies bedeutet, dass ein
Singulett-Grundzustandselektron nur in einen angeregten Zustand mit Singulettcha-
rakter angehoben werden darf. Zum anderen gilt die Regel von Laporte. Diese besagt,
dass Elektroneniibergénge zwischen Orbitalen gleicher Paritdt untersagt sind. Zudem
gibt es Fille, in denen sich die beim Elektroneniibergang beteiligten Orbitale nicht
oder nur wenig iiberlappen (Charge-Transfer-Uberginge, n— 7*-Uberginge bei Car-
bonylverbindungen). Auch hier wird der elektronische Ubergang nicht beobachtet. Die
Ubergangswahrscheinlichkeit oder auch Oszillatorstérke eines Ubergangs hingt vom
Quadrat des Ubergangsdipolmoments ab.

Lo puf? (2.3)

Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz ist die Intensitdt der beobachteten Absorption im
Spektrum gegeben durch den Quotienten aus der einfallenden (Ip) und der austretenden
Strahlung (7). Die Absorption ist wiederum abhéngig von der Konzentration der Probe
¢, dem molaren Extinktionskoeffizienten e sowie der Weglange der Strahlung durch die
Probe (Schichtdicke) d.

A = logI—IO —e(N)-c-d (2.4)

Ein Absorptionsspektrum ist definiert als die wellenldngenabhéngige Absorption. Auf-
grund der Energiebreite der elektronischen Niveaus erhéalt man ein Bandenspektrum, das
durch Lage, Intensitdt und Feinstruktur charakterisiert ist.

Klassifizierung elektronischer Uberginge

Elektronentibergénge lassen sich mit Hilfe der beteiligten Molekiilorbitale (MO) einteilen.
Es finden Ubergéinge aus besetzten bindenden o- und 7-Orbitalen sowie nichtbindenden
n-Orbitalen in leere, antibindende ¢*- bzw. 7*- Orbitale statt. Sie werden entsprechend
mit o0 — o*, 1 — 7, n — o* oder n — 7* bezeichnet. Die Absorptionsbande kann
je nach Lage einer ganz bestimmten charakteristischen Gruppe eines Molekiils (bspw.
Carbonylgruppe) bzw. dem ganzen Molekiil (bspw. Polyen) zugeordnet werden. Man
bezeichnet diese dann auch als Chromophore (griech.: Farbtriager). Die Lage wird jedoch
durch sterische, induktive und mesomere Effekte stark beeinflusst. In fliissiger Phase hat
auch das Losungsmittel aufgrund seiner Wirkung als Dipol einen charakteristischen Ein-
fluss auf die Lage der Absorptionsbanden. Langwellige Verschiebungen einer Absorption
bezeichnet man als bathochrom, eine kurzwellige Verschiebung als hypsochrom.
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Weiterhin sind die d-d-Ubergénge von Ubergangsmetallkomplexen aufgrund der gerin-
gen Aufspaltung des Ligandenfeldes im sichtbaren Spektralbereich angesiedelt. Sie sind
fiir viele charakteristische Farben in Komplexverbindungen verantwortlich. Neben diesen
Ubergiingen beobachtet man noch Charge-Transfer-Ubergéinge, bei denen durch Absorp-
tion Elektronen aus Ligandenorbitalen in Zentralatomorbitale (oder auch umgekehrt)
iibergehen. Aufgrund der grofen raumlichen Verschiebung ist das Ubergangsdipolmoment
sehr groft und die Absorptionsbande hiufig sehr intensiv.

Die Deaktivierung angeregter Zustande

Nach Anregung kann ein Elektron im angeregten Zustand seine Energie auf verschiedene
Arten wieder abgeben. Am héufigsten erfolgt die Energieabgabe durch strahlungslose De-
aktivierung, bei der das Molekiil seine elektronische Energie in Rotations-, Schwingungs-
und Translationsenergie der umgebenden Molekiile umwandelt. Eine weitere Moglich-
keit, die Anregungsenergie wieder abzugeben, ist die Teilnahme an einer chemischen
Reaktion, Energielibertragung oder Elektronentransferreaktion. Die dritte Moglichkeit
liegt schlieklich in der strahlenden Deaktivierung, bei der das angeregte Elektron seine
iiberschiissige Energie in der Form von Photonen wieder abstrahlt. Man unterscheidet
hierbei zwei Prozesse: Fluoreszenz und Phosphoreszenz.

Bei der Fluoreszenz erfolgt die strahlende Deaktivierung durch spontane Emission.
Spontane Emission bezeichnet die Emission eines Photons beim Ubergang eines Elektrons
von einem hoheren in ein tieferes Energieniveau. Die Fluoreszenz-Banden von Molekiilen
sind meist relativ zu den Absorptionsbanden zu gréferen Wellenléngen verschoben. Diese
Verschiebung nennt man Stokes-Verschiebung. Den Prozess der Phosphoreszenz beob-
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Abbildung 2.1: Jablonski Diagramm zur Beschreibung der Prozesse nach elektronischer Anregung.
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achtet man, nachdem das angeregte Elektron seinen Spin umkehrt. Hiermit verbunden
ist eine Anderung der Multiplizitét, in Abbildung von angeregtem Singulettzustand
(T]) zum Triplettzustand (17). Man bezeichnet diesen Prozess als Intersystem Crossing
oder Interkombination. Die Wahrscheinlichkeit der Interkombination wird durch iiberlap-
pende Schwingungsniveaus beider Zustdnde erhoht. Obwohl Spinumkehr nicht erlaubt
ist, kann diese Auswahlregel durch eine starke Spin-Bahn-Wechselwirkung, wie man sie
bei Gegenwart eines schweren Atoms beobachtet, gebrochen werden. Dem Intersystem
Crossing folgt durch interne oder externe Umwandlungen oder durch Phosphoreszenz das
Erreichen des elektronischen Grundzustandes. Der Ubergang ist jedoch wiederum mit
einer Spinumkehr verbunden und deshalb optisch verboten. Dies ist der Grund, warum
Phosphoreszenz auch sehr langlebig ist. Alle beschriebenen Prozesse kdnnen in einem
Jablonski-Diagramm veranschaulicht dargestellt werden (Siehe Abbildung .

2.2 Infrarotspektroskopie

Infrarotes Licht deckt der Definition nach einen Spektralbereich von 0,75 pm bis 1000 pm
ab. Absorbiert ein Molekiil einen Lichtquant dieser Wellenlénge, so werden Molekiil-
schwingungen und -rotationen induziert. Der Infrarotbereich wird im allgemeinen in drei
Teilgebiete unterteilt: nahes Infrarot (n-IR), mittleres Infrarot (m-IR) und fernes Infrarot
(f-IR). Da es in der Infrarotspektroskopie iiblich ist die Wellenzahl 7, definiert als

.1
V= (2.5)

statt der Wellenléinge anzugeben, wird diese Grofe im folgenden benutzt.

A/ pm 7/ cm™t

n-IR  0,75-3 13000 — 3300
m-IR 3-30 3300 — 330
f-IR 30 - 1000 330 - 10

Tabelle 2.1: Spektralbereiche des infraroten Spektrums.

Im n-IR beobachtet man die Oberton- bzw. Kombinationsschwingungen der Grund-
schwingungen, die im m-IR angesiedelt sind. f-IR-Spektroskopie beschéftigt sich mit
Molekiilrotationen sowie Geriistschwingungen.

Das einfachste theoretische Modell zur Beschreibung der Schwingung eines Molekiils
ist der harmonische Oszillator. In diesem Modell werden die Atome als Massenpunkte
beschrieben, die durch masselose elastische Federn, die die Bindungen représentieren, zu-
sammengehalten werden. Fiir die Bindungen gilt das Hookesche Gesetz, das besagt, dass
die wirkende Kraft F der Auslenkung x proportional ist. Die Proportionalitdtskonstante
ist die Kraftkonstante k.
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F=—k-x (2.6)

Ausgehend vom Newtonschen Kraftgesetz und unter Beriicksichtigung der reduzierten

Masse p = ;272 erhélt man die eindimensionale Beschreibung des harmonischen
Oszillators.
d*z

Die zeitabhéngige Losung dieser Differentialgleichung
x(t) = xo - cos(2m - v - t) (2.8)

ergibt eine periodische Funktion mit der Schwingungsfrequenz v, die durch folgende
Gleichung gegeben ist:

1 [k
v=—4|— (2.9)
2\ p
Die quantisierten Schwingungsenergiecigenwerte konnen mit Hilfe der Schréodingerglei-
chung berechnet werden. Fiir den linearen harmonischen Oszillator erhélt man sie in
folgender Form:

E = (v + ;) hv (2.10)

h ist hierbei das Plancksche Wirkungsquantum und v die Schwingungsquantenzahl
v=20,1,2,3....

Der durch diese Gleichung beschriebene Oszillator besitzt mit v = 0 die Nullpunkts-
energie Fg = %hl/, was bedeutet, dass die Atome nie ohne Relativbewegung zueinander
sind und ein Molekiil daher immer in einem gewissen Ausmafs schwingt. Die Schwing-
ungsenergieniveaus weisen dquidistante Abstéinde auf. Ein Ubergang ist aber nur dann
beobachtbar, wenn hiermit eine Anderung des Dipolmoments verbunden ist. Geméf der
Auswahlregeln sind nur Ubergiinge erlaubt, die Av = +1 erfiillen.

Tatséchlich beschreibt der harmonische Oszillator aber zwei wesentliche Effekte realer
Molekiile nur ungeniigend. Zum einen werden die starken elektrostatischen Abstoflungen
bei Anndherung der positiv geladenen Atomkerne nicht beriicksichtigt, zum anderen
wird die Dissoziation des Molekiils bei Vergroferung der Bindung aufser Acht gelassen.
Besser beschrieben werden diese Eigenschaften durch das Modell des anharmonischen
Oszillators. Fiir die beschriebene Potentialkurve gibt es keine theoretisch ableitbare
analytische Form. Der Kurvenverlauf wird aber in guter Ndherung durch die nach P. M.
Morse benannte empirische Funktion wiedergegeben:

E = Deg [1 — exp(B(req — )] (2.11)
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D., ist die Dissoziationsenergie und die Konstante 3 ist gegeben durch:

2m2cp

f=w Dok

(2.12)

Als Konsequenz sind die Energieniveaus nicht mehr dquidistant, sondern verringern sich
zur Dissoziationsgrenze hin. Zudem sind Uberginge mit Av = 42, 3,4 erlaubt, die im
Spektrum im n-IR-Bereich als Obertonschwingungen der zwei- bis n-fachen Frequenz der
Grundschwingung beobachtet werden.

Normalmoden

Betrachtet man ein Molekiil mit N Atomen, so hat aufgrund der Unabhéngigkeit der drei
Raumkoordinaten jedes Atom 3NN Freiheitsgrade. Hiervon entfallen drei auf die transla-
torischen Bewegungen und im Falle nichtlinearer Molekiile weitere drei auf die Rotation.
Lineare Molekiile haben zwei rotatorische Freiheitsgrade, da das Tragheitsmoment der
Molekiilachse 0 ist. Fin nichtlineares Molekiil besitzt daher 3N — 6 Grundschwingungen,
ein lineares 3N — 5 Schwingungen. Diese werden als Normalschwingungen oder auch
Normalmoden bezeichnet. Je nach Schwingungsform unterscheidet man hier zwischen
Valenzschwingungen (v), die die Anderung von Bindungslingen beschreiben sowie Defor-
mationsschwingungen (§), die von einer Anderung der Bindungswinkel bei annéhernd
konstantem Bindungsabstand ausgehen. Die Deformationsschwingungen werden weiterhin
in ebene (“in plane”) und unebene (“out of plane”) Deformationsschwingungen einge-
teilt, die wiederum unterklassifiziert werden in Spreiz-(“bending”), Pendel-(“rocking”),
Torsions-(“twist”) und Kippschwingung (“wagging”). Zusétzlich teilt man noch nach dem
Symmetrieverhalten ein. So bezeichnet man Schwingungen, die unter vollstdndigem Er-
halt der Molekiilsymmetrie ablaufen als symmetrische Schwingungen und Schwingungen,
die unter Verlust eines oder mehrerer Symmetrieelemente stattfinden, als antisymme-
trisch. Da Makromolekiile aus einer groften Anzahl von Atomen bestehen, bedingt dies
mehrere hundert bis tausend Normalschwingungen, welche jeweils bei einer speziellen
Frequenz absorbieren. Die Abhéingigkeit der Frequenzen von der Temperatur und der
Umgebung, wie z.B Losungsmittel, zeigt die Schwierigkeit der Interpretation der Fiille der
Informationen eines Infrarotspektrums. Dennoch ist es gerade oberhalb von 1500 cm™!
moglich, charakteristische Einzelbindungen oder funktionelle Gruppen eines Molekiils
zu beobachten. Unterhalb von 1500 cm™! ist dies dadurch erschwert, dass sich die dort
absorbierenden Geriistschwingungen eines Molekiils haufig iiberschneiden, sodass man die
beobachteten Banden nicht mehr auf Normalschwingungen zuriickfithren kann. Zudem
beobachtet man in diesem Spektralbereich auch Kombinations- und Oberschwingungen.
Eine weitere Schwierigkeit ergibt sich dadurch, dass neben den Losungsmitteln auch das
in der Luft enthaltene COgy (45 bei 2349 cm™!) sowie Wasserdampf (Rotationsschwin-
gungsbanden von 1800 cm ™! bis 1400 cm™!) sehr starke Absorptionsbanden aufweisen.
Diese lassen sich aber durch Trockenluftspiilung kontrollieren. Um die Informationen
aus einem Spektrum herauszuarbeiten, ist man dazu {ibergegangen sogenannte Differenz-
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2.2 Infrarotspektroskopie

Spektroskopie zu betreiben. Dies bedeutet, dass man vor Initiierung einer Reaktion ein
sogenanntes Referenzspektrum des Ausgangszustands misst, das von den Produktspek-
tren abgezogen wird. Man erhélt so nur Informationen iiber Schwingungsbanden, die sich
gedndert haben. Negative Banden entsprechen im Differenzspektrum Banden des nun
gebleichten Ausgangszustands, positive Banden sind gleichbedeutend mit Produktbanden.
Differenzbanden koénnen zudem durch Verschiebung der Bandenposition entstehen. Durch
eine zeitaufgeloste Aufzeichnung der Bildung und des Zerfalls der Schwingungen kann
man die Reaktion verfolgen und reaktive Intermediate identifizieren.

Infrarotspektroskopie an Proteinen

Die Bedeutung der Infrarotspektroskopie fiir die Aufklarung biologischer Reaktionen
hat in den letzten Jahrzehnten zugenommen, da mit dieser Technik Aussagen iiber
die Struktur, die Umgebung des Proteinriickgrats und der Seitenketten sowie iiber
Modifizierungen chemischer Gruppen getroffen werden kénnen. Zudem ist es durch die
Entwicklungen der letzten 15 Jahre auf dem Gebiet der Kurzzeit-Infrarotspektroskopie
moglich, Dynamiken in einem Zeitbereich von wenigen 100fs bis hin zu Sekunden
schwingungsspektroskopisch zu untersuchen.

Strukturelle Einblicke in ein Protein bekommt man iiber die Schwingungsbanden des
Peptidriickgrats. Betrachtet man eine freie, planare Peptidgruppe, so erhélt man 9 zuge-
ordnete Schwingungsmoden, die als Amid A, Amid B, sowie Amid I-Amid VII bezeichnet
werden. Die Zusammensetzung dieser Schwingungen ist in Tabelle aufgelistet.

Bandenposition in HyO /cm™? Zuordnung
Amid A und B 3300 / 3070 vN-H
AmidlI 1650 vC=0
Amid Il 1550 vC=N, 6N-H
AmidIII 1400 - 1200 vC=N, dN-H, in phase
AmidIV - VII < 1000 CO, CC, NH, CNC

Tabelle 2.2: Zuordnung der Amidmoden.

Die grofite Bedeutung fiir die Analyse von Proteinstrukturen haben die AmidI- und
Amid II-Banden. Die Amid I-Schwingung zwischen 1630 cm ™! und 1690 cm™! besteht
zu etwa 80% aus der C=0-Valenzschwingung der Peptidcarbonylgruppe. Die Lage
und die Intensitdt der Absorptionsbande korrelieren mit den - und ¢-Winkel des
Riickgrates und damit der Sekundérstruktur des Proteins. Tabelle veranschaulicht
dies. Besonders auffallig ist, dass sich die AmidI-Bande in S-Faltblattstrukturen in
zwei Banden aufspaltet. Dies resultiert der Literatur nach [49, [50] aus einer Ubergangs-
dipolmomentkopplung (engl.: transition dipole coupling). Erschwert wird die Analyse
der AmidI-Bande dadurch, dass sie von einer starken Wasserbande iiberlagert wird.
Proteine werden daher hiufig in schwerem Wasser (D2O) untersucht. Dabei verdndert
ein sogenannter H/D-Austausch durch die verdnderte Masse der schwingenden Atome
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Sekundérstruktur  Bandenposition in HoO /em™!

a-Helix 1648 - 1657
(B-Faltblatt 1623 - 1641
1674 - 1695

Schleifen 1662 - 1686
ungeordnete Knéuel 1642 - 1657

Tabelle 2.3: Amid I-Moden verschiedener Strukturelemente. (Nach Goormaghtigh et al. [51], [52])

die Schwingungsfrequenzen und damit die Lage der Absorptionsbanden im Spektrum.
Fiir die Amid I-Bande liegen diese Verschiebungen abhéngig von der Struktur bei 4 -
10cm~!. Die AmidII-Bande zeigt hingegen eine groRere Sensitivitit beziiglich H/D-
Austauschexperimenten und wird um etwa 100cm™! verschoben. Hierbei dndert sich
aber nicht nur die Lage der Bande, sondern auch die Zusammensetzung der Mode.
Wihrend sich die Amid II-Bande in HoO aus 40-60% N-H-Biegeschwingung, 18-40%
C-N-Streckschwingung und ca. 10% C-C-Streckschwingung zusammensetzt, enthélt sie
in D20 keine Anteile der N-D-Biegeschwingung [51]. Sie wird daher dann auch Amid IT*-
Bande genannt. Das beschriebene Schieben der Amid II-Mode wird h&ufig eingesetzt
um den Deuterierungsgrad eines Proteins zu bestimmen. Im Falle strukturselektiver,
unterschiedlicher H/D-Austauschraten konnen auch Aussagen iiber die rdumliche Lage der
Sekundarstrukturelemente gemacht werden. Neben den strukturell sensitiven Amidbanden
des Proteinriickgrats sind im IR-Spektrum von Proteinen natiirlich auch Schwingungen
der Seitenketten zu beobachten. Da es im Reaktionszyklus von Retinalproteinen fast
immer zu Protonenverschiebungen kommt, sind De- und Reprotonierungsreaktionen
haufig. Diese finden in der Mehrzahl an den Seitenketten der Glutamin (Glu)- und
Asparaginsduren (Asp) statt. Man beobachtet daher prominente Differenzbanden im
Bereich der C=0 Streckschwingung und der asymmetrischen sowie symmetrischen COO™-
Valenzschwingung, sowie Banden durch COH-Biege- und CO-Streckschwingungen.

Zuordnung Bandenposition in HoO /cm ™!
Asp, vC=0 1716
Glu, vC=0 1712
Asp, 1,,CO0~ 1574 - 1579
Glu, v,CO0~ 1556 - 1560
Asp, v,COO~ 1402
Glu, v,COO~ 1404
Asp,Glu, §COH 1264 - 1450
Asp,Glu, vC-O 1160-1253

Tabelle 2.4: Asparagin- und Glutaminsiure-Seitenkettenschwingungen nach [49, [53].
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Messtechnik

Zur Aufnahme von Infrarotspektren kann man sich grundsétzlich zwei unterschiedli-
cher Techniken bedienen. Zum einen kénnen dispersive Spektrometer, wie sie auch fiir
die UV-vis Spektroskopie eingesetzt werden, verwendet werden, zum anderen Fourier-
Transform-Spektrometer. Beide Methoden nutzen Plancksche Strahler als Strahlungs-
quellen. Beispiele hierfiir sind der Nernst-Stift, ein Zirkoniumdioxid-Stab mit Zusétzen
an Yttriumoxid beheizt auf 1600 °C, oder aber auch der Globar, ein Siliziumcarbidstab,
der elektrisch auf 980 bis 1650 °C erhitzt wird. Neuer sind mit Heizwendeln umwickelte
Keramikstédbchen, welche von gesinterten Schichten aus Aluminiumoxid und Zirkonsili-
kat umgeben sind. Infrarotdetektoren wandeln die einfallende Strahlungsintensitit in
ein elektrisches Signal um. Man unterscheidet zwischen thermischen Detektoren und
Quantendetektoren. Thermische Detektoren wie DTGS (Deuteriertes Triglycinsulfat)
besitzen eine wellenlangenunabhingige Empfindlichkeit. Bei Quantendetektoren ist die
Empfindlichkeit wellenzahlabhéngig, sie sind jedoch sehr schnell und empfindlich. Thr
Arbeitsprinzip beruht auf dem photoelektrischen Effekt, bei dem Elektronen aus photo-
aktivem Material von Photozellen und Photomultipliern freigesetzt werden, die dann als
Ladungstriager aufgefangen werden. Weit verbreitet ist der MCT-Detektor (engl.: Mercury
Cadmium Tellurid), der eine sehr hohe Ansprechgeschwindigkeit und Empfindlichkeit
hat, die sogar auf Schwankungen der Umgebungstemperatur reagiert. Dieser Detektor
muss daher unbedingt stickstoffgekiihlt betrieben werden.

Ein klassisches Gitterspektrometer arbeitet nach dem Zweistrahlprinzip. Die Strahlung
der Lichtquelle wird in zwei gleich intensive Teile aufgeteilt, von denen einer durch
die Probe, der andere als Referenz durch das Losungsmittel bzw. die Umgebungsluft
geleitet wird. Durch einen Monochromator (Beugungsgitter oder Prisma) wird die
Strahlung spektral divergiert, sodass der Detektor eine Wellenldnge nach der anderen
aufzeichnen kann. Zeitaufgeloste Messungen konnen mit der dispersiven Technik in einer
blitzlichtphotolyseanalogen Weise betrieben werden. Zum Abtasten werden hierbei meist
Bleisalzdiodenlaser benutzt, die in bestimmten Wellenzahlenbereichen durchgestimmt
werden konnen, jedoch aufgrund von Modenspriingen nicht auf allen Frequenzen stabil
emittieren.

Das FTIR-Spektrometer arbeitet auf eine géinzlich andere Art und Weise. Die Grund-
idee dieser Technik ist es, alle Frequenzen des Spektrums simultan zu erfassen. Dies wird
realisiert, indem die Strahlung mittels eines Interferometers (Michelson-Interferometer) in
eine andere Doméne konvertiert wird. Analog zur herkémmlichen Fouriertransformation,
in der Frequenzen (1) in den Zeitraum (s) iibertragen werden, wird hier das Fourierpaar

Wellenzahl (1) und Verschiebeweg (cm) gebildet.

L[t o
I1(9) = 277/00 I(D) exp (i70d) do (2.13)
400
I(5) = % /_ 1(6) exp (i 78) di (2.14)
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Technisch wird dies folgendermafen umgesetzt: Die IR-Strahlung wird durch einen
Strahlteiler in zwei Teile aufgeteilt. Die eine Hélfte des Lichts wird auf einen fest
angebrachten Spiegel reflektiert, die andere wird durchgelassen und gelangt so auf einen
beweglichen Spiegel. Beide Strahlen werden nach Reflexion an diesen Spiegeln durch
Rekombination zur Interferenz gebracht. Je nach Abstand des beweglichen Spiegels
zur Interferometerplatte resultiert eine unterschiedliche Phasendifferenz zwischen den
beiden Teilstrahlen, wodurch die Interferenzamplitude moduliert wird. Der Verlauf der
Intensitdt am Detektor in Abhéngigkeit von der optischen Wegdifferenz wird Interfero-
gramm genannt. Die Intensitét des Interferogramms ist an dem Punkt, an dem beide
Spiegel den gleichen Abstand zum Strahlteiler haben, am groften, was unter dem Begriff
ZPD (engl.: zero path difference) bekannt ist.

Fester S piegel

Vom Globar >

Beweglicher
S piegel

Zur Probe

Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau des Michelson-Interferometers im IR-Spektrometer.

Der vereinigte Messstrahl durchlduft nach dem Interferometer die Probe und trifft
auf den Detektor. Am Detektor wird ein Interferogramm I(J) gemessen. Mit Hilfe eines
Fast-Fourier-Transform-Algorithmus (FFT-Algorithmus) wird das Spektrum I(7) der
im Strahlengang befindlichen Probe berechnet. Um die Fourier-Transformation, die von
—00 < § < oo definiert ist, fiir den endlichen Interferometerweg auszufithren, wird
dem Integral die sogenannte Apodisationsfunktion D(#) hinzugefiigt, die innerhalb der
beobachtbaren Intensitédten eins und aufterhalb null ist.

16) = / T 15)D () cos(2n6) d (2.15)

:% .

Um die Position des beweglichen Spiegels im Interferometer genau zu bestimmen, benutzt
man einen Helium-Neon-Laser. Die Strahlung des Helium-Neon-Lasers verhélt sich im
Interferometer analog zur IR-Strahlung, generiert jedoch als monochromatische Strahlung
bei Modulation ein sinusartiges Interferogramm:.

Gegeniiber der dispersiven Methodik hat das FTIR-Spektrometer folgende Vorteile:

e Reduzierte Aufnahmezeit, da alle Wellenlédngen gleichzeitig aufgenommen werden.
(Multiplex- oder Fellgett-Vorteil)

e Verbessertes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis, da sténdig die gesamte Leistung der
Lichtquelle zur Verfiigung steht. (Jacquinot-Vorteil)
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e Prizise Wellenzahlenkalibrierung durch Verwendung eines Helium-Neon-Lasers.
(Connes-Vorteil )

Die FT-Technik kann auch zur zeitaufgelosten Messung von Infrarotspektren genutzt
werden. Man unterscheidet zwei Methoden: RapidScan und StepScan. Die RapidScan-
Methode beruht dabei auf der schnellen, sukzessiven Aufnahme von vollstandigen In-
terferogrammen. Der bewegliche Spiegel wird hierfiir mit konstanter Geschwindigkeit
zwischen zwei gewéhlten Positionen verfahren. Die Zeitauflosung dieser Technik ist daher
durch die Spiegelgeschwindigkeit und die Anzahl an Mittlungen limitiert und liegt fiir
herkdmmliche Spektrometer bei etwa 10 ms.

Eine weitaus bessere Zeitauflosung von einigen Nanosekunden kann iiber die StepScan-
Technik erreicht werden. Hierbei werden die einzelnen Spiegelpositionen nacheinander
angefahren und der Zeitverlauf der Intensitédten des jeweiligen Interferometerpunktes
nach Starten der Reaktion (meist in Form eines kurzen Laserblitzes) iiber eine schnelle
Transientenrekorderkarte aufgenommen. Hierbei ist aber zu beachten, dass die Reaktion
fiir jede anzufahrende Spiegelposition neu gestartet werden muss, wobei die Messbeding-
ungen (Konzentration der Probe, Temperatur) identisch sein miissen. Nach Anfahren
aller Verfahrpunkte werden die zeitabhéngigen Interferogramme gebildet und analog zu
den statischen Spektren durch Fourier-Transformation umgerechnet.
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3 Ultrakurzzeitspektroskopie

Zeit ist das, was man an der Uhr ab-
lvest.
Albert Einstein

Vorgénge auf molekularer Ebene laufen in einem Zeitbereich von nur wenigen hundert
Femtosekunden ab. Will man diese Vorgidnge in Echtzeit untersuchen, so benétigt man
eine Technik mit eben dieser Zeitauflosung. Die Anreg-Abtast-Spektroskopie wurde fiir
diese Fragestellung entwickelt. Die Zeitauflosung ist hier durch die Dauer der verwendeten
Lichtpulse gegeben. Lasersysteme mit Femtosekundenpulsen sind mittlerweile kommerzi-
ell erhéltlich. Da diese Lasersysteme aber nur auf einer Wellenldnge arbeiten, bendtigt
man zuséatzlich Moglichkeiten zur Wellenldngenkonversion, die durch nichtlineare optische
Methoden in doppelbrechenden Kristallen gegeben sind. Das Kapitel ist wie folgt struk-
turiert: Am Anfang wird ein Uberblick iiber die theoretischen Hintergriinde nichtlinearer
Optik und Doppelbrechung in optischen Kristallen gegeben gefolgt von der Darstellung
der Moglichkeiten zur Erzeugung kurzer Laserpulse. Da diese Prozesse in der Literatur
gut beschrieben sind, sind die Inhalte nachfolgend zitierten Fachbiichern entnommen
[54H61]. Das Kapitel schlieft mit der Beschreibung der verwendeten Experimente.

3.1 Nichtlineare Optik

Fillt eine elektromagnetische Welle auf ein dielektrisches Medium, so erzeugt sie dort
durch Ladungsverschiebung in den Molekiilen induzierte elektrische Dipolmomente p(FE),
deren Vektor-Summe pro Volumeneinheit als dielektrische Polarisation P bezeichnet wird.
In der linearen Optik ldsst sich die Abhéngigkeit vom anliegenden Feld iiber folgende
lineare Beziehung zwischen Polarisation P und Feldstirke E beschreiben.

Pi(t) ~ eoxV E(t) (3.1)

x ist hierbei der Suszeptibilitdtstensor. Gleichung ist jedoch nur eine Néaherung fiir
kleine elektrische Feldstarken. Die bei kurzen Laserpulsen auftretenden hohen Strah-
lungsintensitéiten fithren dazu, dass die Beziehung zwischen Polarisation und Feldstarke
nicht mehr linear ist, sondern nichtlinear. Bei der Beschreibung der Polarisation miissen
jetzt auch Terme héherer Ordnung beriicksichtigt werden. Die Grofse der nichtlinearen
Suszeptibilitdt hdngt von der Art und der Symmetrie des nichtlinearen Mediums ab
und ist ein Mafs fiir die Gréfse der nichtlinearen Riickstellkraft bei der Verformung der
Elektronenhiille durch die einfallende Lichtwelle.
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Pu(t) = e [X@)E(t) + (ME) E(t) + (< X(3)E(t)) E(t)) E(t)} (3.2)

Wahrend die lineare Optik die Konsequenz hat, dass sich mehrere elektromagnetische
Wellen, die gleichzeitig durch ein Medium propagieren, nicht gegenseitig beeinflussen
(Superpositionsprinzip), fithren die Beitrige hoherer Ordnung in der nichtlinearen Op-
tik dazu, dass durch die Wechselwirkung mehrerer Lichtbiindel im Festkorper neue
Frequenzen entstehen konnen.

Wichtige Effekte nichtlinearer Beitrdge sind im Fall quadratischer Suszeptibilitét
x? # 0 die Frequenzverdopplung, Summen- und Differenzfrequenzerzeugung sowie die
parametrische Verstarkung. Die Suszeptibilitit zweiter Ordnung weist im Festkorper
ungefihr einen Wert im Bereich von y(2) ~ 10_10% auf. Alle Prozesse entsprechen
Drei-Wellen-Wechselwirkungen. Betrachtet man sich das ganze anschaulich, so wird im
Photonenbild bei der Frequenzverdopplung aus zwei einlaufenden Photonen ein Photon
doppelter Energie hergestellt. Bei der parametrischen Konversion wird hingegen ein
einlaufendes Photon in zwei resultierende aufgespalten. Fiir die erwahnten Prozesse muss
Energie- sowie Impulserhaltung gelten:

hws = hwy + hwy + AE;  hks = hks + hky + Ak (3.3)

Ak hat prinzipiell bei effizienter Konversion keinen signifikanten Beitrag.

Die nichtlinearen Effekte um die Frequenzverdopplung sowie Summen- und Differenz-
frequenzerzeugung kénnen durch einfache mathematische Uberlegung unter Vernachlissi-
gung der vektoriellen Eigenschaften veranschaulicht werden. Hierfiir betrachtet man die
Wechselwirkung zweier oszillierender Felder £y und Fo. Unter der Annahme, dass nur
der erste nichtlineare Term aus Gleichung [3.2 eingeht, erh&lt man:

Pyu(t) = e X(2) [El cos <w1 t+ky Z) + Es cos <w2 t+ ko Z’)}
= ex? [E% cos?(wy t + k1 )
+ B2 cos?(wa t + ko 2)
+2Fy Eycos(wr t + ks Z) cos(wa t + ko Z)} (3.4)

Nach Umformung erhélt man neben der optischen Gleichrichtung (w = 0) vier neue
Frequenzanteile entstehen.
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Py, = €0X(2)E12 CoS [2 w1t + klz }
Py, = eox(z)Eg cos [2 wat + kgz }
Pyivw, = 2c0xPEIE3 cos [(wl + wo)t + (k1 + ko)Z }
Py, = 2c0xPEIE2 cos[(wl —wo)t + (k1 — k)2 } (3.5)

Hierbei entsprechen die Terme Py, und Py, der Verdopplung (SHG, engl. second
harmonic generation) der Ausgangsfrequenzen. Die Mischterme P, 4w, und P, .,
beschreiben die Summenfrequenz (SFG, engl. sum frequency generation) sowie die
Differenzfrequenz (DFG, engl. difference frequency generation).

Auf die kubischen Suszeptibilitdten soll hier nicht weiter eingegangen werden. Sie
kénnten prinzipiell aber analog behandelt werden. Wichtige Beispiele nichtlinearer Pro-
zesse, fiir die x) = 0, x(®) #£ 0 ist, sind Frequenzverdreifachung, Vier-Wellen-Mischen,
Selbstfokussierung und Selbstphasenmodulation, induzierte Streuung (Rayleigh, Raman)
sowie Zwei-Photonen-Absorption. Typische Werte von () liegen im Festkorper bei

2
Werten um =~ 10*17%.

3.2 Phasenanpassung in nichtlinearen Kristallen

Effektive Wellenldngenkonversion nur dann moglich, wenn die Phasenfehlanpassung
gleich null
Ak=0 (3.6)

bzw. die Kohérenzlange, d.h. die Lénge, nach der ein Wellenpaar so aufter Phase schwingt,
dass es maximal destruktiv interferieren, unendlich ist.

le =00 (3.7)

Eine Moglichkeit dies zu erreichen besteht in der Phasenanpassung in doppelbrechenden
Materialien. Ein weiteres Verfahren ware die “Quasi-Phasenanpassung”. Hierbei lédsst
man Phasenfehlanpassung zu, kompensiert sie aber durch die Benutzung von Kristallen
mit ortsabhéngiger periodischer Nichtlinearitdt. Diese Kristalle setzen sich aus mit
der Kohérenzlénge wechselnden Schichten aus normalem und “invertierten” Kristall
zusammen. Der schichtweise Vorzeichenwechsel der nichtlinearen Suszeptibilitat zweiter
Ordnung fiihrt eine entgegengesetzte Phase ein, die zu einer besseren Anpassung fiihrt.
Ein Beispiel eines solchen Kristalls ist der periodisch gepolte LiNbO3 (PPLN)-Kristall.
Dieser wird unter anderem im benutzten Kurzpulslasersystem der Firma Clark-MXR
benutzt.

Die fiir die Phasenanpassung benutzten doppelbrechenden Materialien sind in der Regel
optisch ein- oder zweiachsige Kristalle. Prinzipiell wird ein Laserstrahls beim Auftreffen
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auf einen solchen Kristall in zwei Strahlen aufgespalten. Der eine ist hierbei senkrecht
zur Ebene, die vom Wellenvektor und der optischen Achse aufgespannt wird, polarisiert
und wird als ordentlich (O) bezeichnet. Der Brechungsindex np(w) ist unabhéangig vom
Winkel zwischen Einfallsrichtung und optischer Achse des Kristalls . Der andere Strahl
ist parallel zur beschriebenen Ebene polarisiert. Er wird aufserordentlich (EO, engl.
extraordinary) genannt. Der Brechungsindex ist hier abhéngig vom Winkel 6 und lasst

sich wie folgt angeben.
1 cos? (0 sin?(6
ngo(w,0)  npw)  nyew)
n%o(w) ist hier der auRerordentliche Brechungsindex bei Einfall senkrecht zur optischen
Achse.
Durch die Beobachtung zweier Brechungsindizes lassen sich jetzt zwei Félle unterschei-
den.

e npo(w) > no(w) = Positiv einachsige Kristalle, z.B. Quarz

e npo(w) < no(w) = Negativ einachsige Kristalle, z.B. f-Bariumborat (BBO)

Aufgrund der Tatsache, dass die Konversion in Kristallen mit normaler Dispersion
vonstatten geht, muss die Oberwelle stets dem kleineren Brechungsindex zugeordnet
werden. Das bedeutet, dass die Oberwelle in einem negativ uniaxialen Kristall als
aufterordentlich, in einem positiv uniaxialen Kristall als ordentlicher Strahl gewahlt wird.
In einer Typ-I-Phasenanpassung ist daher die Polarisation der Grundwelle senkrecht zur
Oberwelle. In einer Typ-II-Phasenanpassung wird die Polarisation der Grundwelle auf
den ordentlichen und den auferordentlichen Strahl verteilt, d.h. in einem 45°-Winkel zu
den Kristallachsen eingestrahlt.

Die Winkelphasenanpassung beruht nun auf der Abhéngigkeit des auferordentlichen
Brechungsindex vom Winkel zwischen dem Wellenvektor und der optischen Achse, 6.
Fiir optisch einachsige Kristalle gilt:

cos? sin® .
neO(G) = < 2(0) + 2(0)> (39)

o) "Eo
Durch geeignete Wahl des Winkels zwischen Grundwelle und optischer Achse kann
somit Phasenanpassung erreicht werden. Fiir die Typ-I-Phasenanpassung in einem
negativ uniaxialen Kristall kann z.B. der Phasenanpassungswinkel 6, fiir den Frequenz-
verdopplungsprozess iiber nachfolgende Gleichung berechnet werden.

n52 (w) — n52 (2w)

sin?6,, =

nEQO(%J) — n52(2w) (3.10)

Beschrankungen in der Anwendung nichtlinearer Kristalle ergeben sich durch mehrere
auftretende Effekte. Zum einen kann die erzeugte Welle nur auf einer bestimmten
Léange im Kristall verstarkt werden, da sich die einlaufenden und auslaufenden Wellen
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3.3 Erzeugung ultrakurzer Laserpulse

in unterschiedliche Richtungen ausbreiten. Dieser Effekt wird als raumlicher Walk-
Off bezeichnet. Hieraus resultiert, dass eine Verldngerung des Kristalls nicht mehr
zu einer Intensitétssteigerung fiithrt. Eine weitere Einschrankung liegt darin, dass der
einfallende Strahl nur eine endliche Apertur aufweist. Hierdurch ergibt sich der sogenannte
Akzeptanzwinkel. Auch die Unterschiede der Gruppengeschwindigkeiten (GV, engl. group
velocity) der ein- und auslaufenden Strahlen fiihrt nach einer bestimmten Lénge zu
einem Verlust der Phasenanpassung. Dieser Effekt wird in der einschlagigen Literatur
als zeitlicher Walk-Off beschrieben.

Fasst man alle diskutierten Punkte zusammen so ergeben sich zur optimalen Fre-
quenzkonversion folgende Anforderungen an nichtlineare Kristalle: Die Kristalle sollten
von guter optischer Qualitit sein, was gleichbedeutend mit einer hohen Zerstérschwelle
ist, einen hohen nichtlinearen Koeffizienten aufweisen und im Wellenléngenbereich der
beteiligten Strahlen transparent sein. Durch geeignete Schnittwinkel, muss die Phasenan-
passungsbedingung erfiillt sein. Zudem muss noch auf kleine Walk-Off-Winkel sowie
geringe Gruppengeschwindigkeitsdispersion geachtet werden.

3.3 Erzeugung ultrakurzer Laserpulse

Kurze Laserpulse werden durch Uberlagerung von stehenden Wellen unterschiedlicher
Frequenz erzeugt. Die Wellen miissen hierfiir exakt in Phase sein. Durch Superposition
der einzelnen Moden erzeugt man ein Wellenpaket, das ausgekoppelt werden kann. Dabei
muss beachtet werden, dass die ausgekoppelten Pulse umso kiirzer sind, je mehr Moden
gekoppelt werden. Die Kopplung der Lasermoden kann mit unterschiedlichen Verfahren
erreicht werden. Die Pulse im Resonator kénnen dabei entweder iiber ein aktives oder
ein passives Element hervorgerufen werden, was der jeweiligen Technik den Namen gibt.

Aktive Modenkopplung

Bei der aktiven Modenkopplung werden die oszillierenden Lasermoden gezielt durch
akusto-optische oder elektro-optische Modulatoren gesteuert. Die Intensitdt der monochro-
matischen Lichtwelle wird hierbei mit der Frequenz f moduliert. Das Frequenzspektrum
der optischen Welle weist daher neben der sogenannten Trégerfrequenz vy Seitenbénder
mit den Frequenzen vy =+ f auf. Die Seitenbénder entsprechen genau dann den Resonator-
moden, wenn die Modulationsfrequenz f gleich dem Modenabstand ist. In diesem Fall
konnen die Seitenbénder an der Laseroszillation teilnehmen und werden zudem selbst
moduliert, wodurch héhere Bénder entstehen. Die Moden sind nicht mehr unabhéngig
voneinander, da sie durch den Modulator miteinander gekoppelt sind. Technisch ist die
maximale Modulationsfrequenz auf wenige Gigahertz begrenzt. Es konnen daher nur
Laserpulse mit Pulsdauern von einigen Nanosekunden bis zu hundert Pikosekunden
erzeugt werden.
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Passive Modenkopplung

Weitaus kiirzere Pulse konnen iiber passive Modenkopplung erzeugt werden. Hierbei wird
der aktive Modulator im Resonator z.B. durch einen passiven Absorber ausgetauscht. Die
Energieniveaus des Absorbers sollten eine moglichst kurze Relaxationszeit haben. Da der
Absorber alle Pulse abschwécht, muss die Verstarkung im Lasermedium hoch sein. Der
Absorber muss ein nichtlineares Sattigungsverhalten aufweisen. Er wird also mit zuneh-
mender Pulsintensitit transparenter. Das bedeutet, dass ein zuféllig auftretender, leicht
intensiverer Puls, ein sogenannter Laserspike, geringste Absorption und damit grofste
Nettoverstarkung erfiahrt. Nachdem der Puls nach wenigen Resonatorumlaufen sehr stark
angewachsen ist, macht er den iiberwiegenden Anteil der gesamten Laseremission aus.
Nach einem Einschwingstadium besteht die Laseremission aus einer regelméfigen Folge
von intensiven Pulsen. Als Absorber konnen sowohl Farbstoffe, deren Relaxationszeiten
im Bereich von 107 bis 10712 s liegen, als auch Halbleiter benutzt werden. Man kann
hierbei Pulsdauern von wenigen Pikosekunden erhalten. Um noch kiirzere Laserpulse zu
erhalten, werden heute Techniken wie die nichtlineare Polarisationsdrehung (Angewandt
im Oszillator des Clark-Lasersystems) sowie die Kerr-Linsen-Modenkopplung (Angewandt
im Spectra Physics Laser) benutzt. Der Prozess der nichtlinearen Polarisationsdrehung
beruht darauf, dass beim Propagieren eines intensiven Pulses durch eine optische Faser
nichtlineare, intensititsibhéngige Anderungen im Polarisationszustand auftreten. Diese
Anderung ist normalerweise nicht eine exakte Drehung der Polarisationsrichtung, sondern
eher die Erzeugung eines elliptischen Polarisationszustands. Die physikalischen Griinde
hierfiir sind Selbstphasenmodulation, Kreuzphasenmodulation sowie Doppelbrechung in
der Faser. Um den Kopplungsmechanismus in Gang zu setzen, bedarf es einer Fluktuation
im Intensitédtsprofil. Dieser Laserspike entsteht beispielsweise einfach aus dem Laserun-
tergrund, kann aber auch durch Bewegung eines Resonatorendspiegels generiert werden.
Bei Erhchung der nichtlinearen Wechselwirkungsstrecke im Resonator erhoht sich die
Wahrscheinlichkeit fiir das Selbststarten der Modenkopplung. Setzt man hinter die Faser
eine Polarisationsoptik, beispielsweise einen Faraday-Rotator, der so angeordnet werden
kann, dass die maximale Transmission bei der hochstmoglichen optischen Intensitét
stattfindet, erhélt man einen kiinstlich hergestellten sittigbaren Absorber [62H66].

Bei der Kerr-Linsen-Modenkopplung wird der nichtlineare Prozess der Ausbildung einer
Kerrlinse beim Durchtritt eines intensiven Laserstrahls durch ein nichtlineares Medium,
z.B. Titan-Saphir, zur Modenkopplung benutzt [67-69]. Dieser Selbstfokussierungsprozess
beruht auf der Nichtlinearitdt des Brechungsindex n in solchen Medien.

n(I) =no(w) +na(w) - I (3.11)

Da der Brechungsindex intensitédtsabhéngig ist, fithrt dies fiir ein gaukformiges Intensitéts-
profil im Laserstrahl zu unterschiedlicher Brechung. Je nachdem, ob ng > 0 oder no < 0
ist, wirkt das nichtlineare Material als Zerstreuungs- oder Sammellinse. Im Falle von Titan-
Saphir werden hohe Intensitéaten starker fokussiert als kleine Intensitéiten, was zu einer
Brechung der Randstrahlen in Richtung der Strahlachse und damit zur Fokussierung fiihrt.
Stellt man eine kreisféormige Blende in die Fokalebene beim Pulsmaximum, so werden
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die hohen Intensitidten durchgelassen, die kleinen aber ausgeblendet. Dadurch werden
die Pulsflanken abgeschnitten und der Puls verkiirzt. Uber Kerr-Linsen-Modenkopplung
kénnen Pulse von 10 bis 100 fs erzeugt werden.

Verwendete Lasersysteme

Eine Schwierigkeit der Kurzzeitspektroskopie besteht darin, dass die von den Laseros-
zillatoren bereitgestellten Pulsenergien fiir die Spektroskopie zu gering sind. Mitte der
1980er Jahre wurde diese Problematik durch die Entwicklung des Prinzips der “Chirped
Pulse Amplificatio”, kurz CPA, eine bis heute weit verbreitete Methode zur Verstarkung,
gelost. Hierbei werden die Lichtpulse aus dem Oszillator von anfénglichen zehn bis
hundert Femtosekunden auf eine Lénge von einigen hundert Pikosekunden gedehnt,
bevor die Verstirkung um einen Faktor 10°-10° erfolgt. AnschlieRend werden die Pulse
wieder komprimiert. Ein komplettes Femtosekundenlasersystem benétigt demnach prin-
zipiell einen Oszillator, der die Femtosekundenpulse bereitstellt, und einen regenerativen
Pulsverstarker mit vorgeschalteter Pulsdehnung und nachgeschalteter Komprimierung.

Das Clark-CPA-2001 System

Fir die in dieser Arbeit beschriebenen Anreg-Abtast-Experimente wurde ein Titan-
Saphir-Festkorperlaser des Modells Clark MXR CPA 2001 benutzt, der grundsitz-
lich aus Diodenlaser, frequenzverdoppeltem Erbium-Glasfaseroszillator, Pulsstrecker,
frequenz-verdoppeltem Nd:YAG-Pumplaser, regenerativem Titan-Saphir-Verstarker so-
wie Kompressor aufgebaut ist [70]. Der Oszillator besteht aus einem Ringresonator in
Glasfasertechnik mit einer Freistrahlstrecke fiir optische Elemente. Die Glasfaser ist
teilweise mit Er®t-Tonen dotiert, die das aktive Medium darstellen. Die undotierte Faser
besitzt anomale Dispersion. Sie kann hierdurch die Gruppengeschwindigkeitsdispersion
der dotierten Faser sowie der anderen optischen Elemente kompensieren. Uber eine Faser
wird der cw-Strahl (980 nm) des Diodenlasers eingekoppelt. Dies fiihrt zur Besetzungsin-
version in der Erbium-Faser. Die richtige Einstellung der Wellenplattchen ermoglicht den
Pulsbetrieb des Ringlasers iiber nichtlineare Polarisationsdrehung. Desweiteren dient ein
doppelbrechender Filter als Bandpass. Um den Oszillator nur in eine Richtung zu betrei-
ben, bendtigt man zudem noch einen optischen Isolator. Die Pulse der Zentralwellenlénge
von 1550 nm werden in einem Lithiumborat-Kristall auf 775 nm frequenzverdoppelt.
Die Energie der Pulse aus dem Oszillator ist fiir die nichtlinearen Prozesse des Expe-
riments nicht ausreichend. Die Pulse werden daher im regenerativen Verstarker nach-
verstarkt. Als Verstarkermedium dient ein Titan-Saphir-Kristall. In diesem sind ca.
0,1 Gew. % Al3T-Tonen durch Ti**-Ionen ersetzt und in die AloO3-Matrix eingebaut. Die
Sauerstoffionen sind hexagonal dichtest gepackt. Die AI>*- bzw. Ti**-Ionen liegen in
den Oktaederliicken. Da Ti3*-Ionen einen ca. 25 % grokeren Ionenradius als Al>*-Ionen
besitzen, kommt es zu einer trigonalen Verzerrung der Kristallstruktur. Dies fithrt dazu,
dass der normalerweise dreifach entartete Grundzustand 2Ty, und der energetisch hoher
liegende, zweifach entartete 2Eg—Zustand weiter aufgespalten werden. Zudem wird durch
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starke Kopplung der Zustdnde an die Schwingungsmoden des Saphir-Kristalls homogene
Verbreiterung hervorgerufen. So kommt es, dass sowohl die Fluoreszenzbande bei ca.
800nm als auch die Absorptionsbande bei ca. 500 nm einige 100 nm breit ist [71]. Da
aufgrund der Heisenbergschen Unschéarferelation ein Lichtimpuls umso kiirzer sein kann,
je breiter das Frequenzspektrum ist, aus dem dieser zusammengesetzt ist, ist Ti:Saphir
ein geeignetes Medium sowohl fiir die Erzeugung als auch fiir die Verstarkung von Femto-
sekundenpulsen. Zur Verstarkung wird der Ti:Saphir-Kristall {iber einen Nd:YAG-Laser
gepumpt. Die Pockelszelle und der Strahlteiler, die die Seedpulse aus dem Oszillator in
den Resonator einkoppeln, dienen als optischer Schalter. Durch ein Triggersignal des
Pumplasers wird die Pockelszelle bei Besetzungsinversion aktiviert. Der zweite Strahltei-
ler steht nun fiir die Pulse mit verdnderter Polarisation auf Durchlass und kopplet die
Pulse in den Verstéarker ein. Nach sieben Umlaufen wird der Puls mit einer etwa sechs
Grofsenordnungen héheren Energie ausgekoppelt.

Um Beschédigungen von Optiken durch zu hohe Spitzenintensitéiten zu vermeiden,
werden die aus dem Oszillator kommenden Pulse in einem Pulsstrecker von ca. 100 fs
auf etwa 200 ps gedehnt. Nach ihrer Verstarkung in der regenerativen Verstarkereinheit
werden die Pulse abschliefsend wieder komprimiert. Hierzu verwendet man einen Git-
terkompressor [72] [73]. Bei stabilem Betrieb erhélt man Pulsdauern von 150 fs bei einer
festen Wellenldnge von 775 nm und einer Repetitionsrate von 1kHz. Die Pulsenergie
betrigt ungefahr 800 pJ.

Das Spectra-Physics Tsunami-Spitfire-System

Die in dieser Arbeit getdtigten Fluoreszenzaufkonvertierungsmessungen benutzen ein
Spectra Physics Tsunami-Spitfire-Lasersystem als Pulsquelle [74]. In diesem werden die
kurzen Laserpulse iiber Kerr-Linsen-Modenkopplung in einem Ti:Sa-Oszillator hergestellt,
der iiber einen frequenzverdoppelten Nd:YVO, Lasers (cw, 532nm) gepumpt wird. Man
erhélt hierdurch Pulse im 100 fs Bereich mit einer Repetitionsfrequenz von 80 MHz und
einer Pulsenergie von etwa 7nJ. Uber den Einbau eines Spalts im internen Prismenkom-
pressor ist es moglich den Laser innerhalb eines Wellenldngenbereichs von 760 nm und
840 nm durchzustimmen. Nach dem Prinzip der CPA werden die den Oszillator verlas-
senden Pulse in der Spitfire-Verstirkereinheit verléngert und verstéirkt. Die Verstdrkung
findet in einem Ti:Sa-Kristall statt, bei dem die Energie der umlaufenden Pulse iiber
einen giitegeschalteten Nd:YLF-Laser auf 1,2 mJ erhéht wird. Hiernach werden die Pulse
in einem Pulskompressor zeitlich komprimiert. Die Ein- und Auskopplung des Resonators
wird liber Pockelszellen gewéhrleistet. Man erhélt Pulse im Bereich von 100 fs mit einer
Energie von 1,2mJ bei einer Repetitionsrate von 1kHz.

3.4 Anreg-Abtast-Spektroskopie

Die Untersuchung ultraschneller Phénomene auf einer Zeitskala von Attosekunden bis
hin zu wenigen Nanosekunden beruht auf dem Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie.
Hierbei wird die Probe durch den sogenannten Anreg- bzw. Pumppuls in einen z.B.
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elektronisch oder vibratorisch angeregten Zustand versetzt. Nach einer iiber eine optische
Verzogerungsstrecke definierten Zeit fragt ein weiterer Puls, der Abtast- bzw. Probepuls,
die Reaktion ab, indem die Anderung der Transmission oder Reflexion gemessen wird.

Femtosekunden
Laser

D

+—>

Q)\U Detektor
Verzégerungs- Prféi\\\\\\\

strecke

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Anreg-Abtast-Experiments.

Die Beobachtung des Abtastpulssignals als Funktion der Verzégerungszeit gibt die
Dynamik nach Photoanregung wieder. Das Abtastsignal wird normalerweise iiber mehrere
tausend Pulse gemittelt. Die Zeitauflosung des Experiments héngt hierbei lediglich von
der Léange der Pulse ab. Man benétigt daher ultrakurze Pulse in einem Bereich weniger
Femtosekunden.

Um die Verzégerung der Pulse ohne zeitlichen Jitter zu bewerkstelligen ist es un-
abdingbar, dass sie den gleichen Ursprung haben. Es ist aber durchaus iiblich, dass
beide unterschiedliche Wellenldngen besitzen, was man als Zwei-Farben- Anreg-Abtast-
Spektroskopie bezeichnet. Diese Wellenlangenkonversion wird iiber die in Kapitel
theoretisch beschriebenen nichtlinearen Prozesse bewerkstelligt.

3.4.1 Transiente Absorption im sichtbaren Spektralbereich

Prinzipiell konnen Anreg-Abtast-Experimente in unterschiedlichen Wellenldngenbereichen
durchgefiihrt werden. In dieser Arbeit wurden in der Mehrzahl transiente Absorptionsin-
derungen mit Anreg- und Abtastpulsen im UV sowie sichtbaren Spektralbereich benutzt.
Durch die Anregung in diesem Spektralbereich werden Anderungen der elektronischen
Struktur induziert und eine Population im elektronisch angeregten Zustand generiert.
Durch Abtastung mit einem spektral breiten Weifllichtpuls kénnen die Dynamik dieser
Zustidnde und ihre Reaktionskanile aufgeklart werden. Verschiebungen von Banden geben
zudem Riickschliisse auf Energieumverteilungen sowie Kiihlprozesse.

Die folgenden Abschnitte erldutern zuerst die Physik der benutzten Konversionspro-
zesse. Hierbei wird zuerst auf die Weiflichterzeugung als Mittel zur Generierung spektral
breiter Abtastimpulse eingegangen. Danach werden mehrere Moglichkeiten aufgezeigt,
die Anregungspulse im nahen UV sowie im sichtbaren Spektralbereich durchzustim-
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men. Anschliefend wird ein Uberblick iiber den verwendeten Aufbau gegeben und die
wichtigsten Komponenten werden dargelegt.

Weiflichterzeugung

In der vorliegenden Arbeit wurden stabile und spektral breite Weiklichtpulse durch
Fokussierung in ein transparentes Medium generiert [75]. Der kurze Laserpuls wird hier
beim Durchgang durch den Festkorper spektral verbreitert. Medien der Wahl sind Saphir
sowie CaFy, wobei letzteres deutlich intensivere Anteile im UV-Bereich <430nm auf-
weist. Der vollstandige Mechanismus der Weiflichterzeugung ist bis dato nicht endgiiltig
geklért [76H79]. Fest steht jedoch, dass Selbstfokussierung und Selbstphasenmodulation
mitverantwortlich fiir die Verbreiterung des Spektrums sind [80]. Selbstfokussierung,
auch transversaler Kerr-Effekt genannt, ist ein nichtlinearer Effekt dritter Ordnung, der
wie folgt veranschaulicht werden kann: Aufgrund des nichtlinearen, intensitdtsabhéngigen
Brechungsindex erfihrt ein Laserbiindel gauftformiger Intensititsverteilung in der Mitte
den groften Brechungsindex. Dies bewirkt, dass die Intensitét zum Zentrum des Strahls
hin gebiindelt wird. Der Vorgang ist identisch zu einem Durchtritt durch eine konvexe
Linse, nur dass die Kerr-Linse vom Puls selbst erzeugt worden ist. Der Prozess der
Selbstphasenmodulation kann in folgendem Bild beschrieben werden: Wenn ein Lichtpuls
durch ein nichtlineares Medium propagiert, dann &dndert sich der Brechungsindex an
einer Stelle x mit der Zeit. Dies fiihrt dazu, dass die Phasen der intensiven zentralen
Spektralkomponente gegeniiber den duferen Phasen verschoben werden. Diese Phasenver-
schiebung ist gleichbedeutend mit einer Frequenzverschiebung des Laserlichtes. Im Falle
der ansteigenden Flanke des Pulses erhilt man eine Verschiebung in Richtung zu roten
Wellenldngen, im Falle der abfallenden Flanke zu blauen Wellenldngen. Der Puls wird
also spektral verbreitert. Effekte wie das Vier-Wellen-Mischen, die stimulierte Raman-
und Brillouinstreuung oder die Bandliicke des verwendeten Materials bestimmen dabei
die spektralen Eigenschaften des Weiflichtkontinuums [81, 82].

Frequenzverdopplung

Die Frequenzverdopplung, kurz SHG (engl.: Second Harmonic Generation), ist ein Son-
derfall der bereits in Kapitel[3.1] theoretisch beschriebenen Summenfrequenzerzeugung.
Bei der Summenfrequenzerzeugung wird im Photonenbild aus zwei einlaufenden Photo-
nen ein auslaufendes Photon erzeugt. Im Fall der Frequenzverdopplung haben die zwei
einlaufenden Photonen die gleiche Frequenz. Auch hier muss wieder Energie- und Impul-
serhaltung gelten. Anschaulich bedeutet Frequenzverdopplung also, dass ein Laserstrahl
der Frequenz w in einem nichtlinearen Kristall, im vorliegenden Fall g-Bariumborat
(6-BBO), in einen Strahl der Summenfrequenz 2w umgewandelt wird [83]. 8-BBO ist ein
negativ einachsig doppelbrechender Kristall. Aufgrund seines groften Transparenzbereichs
von 190 nm bis 3 pm, seiner hohen Zerstorschwelle und seiner effektiven Nichtlinearitat
gehort §-BBO zu den am weitesten verbreiteten nichtlinearen Kristallen. Er wird auch
flir die meisten der nachfolgenden nichtlinearen Konversionsprozesse benutzt.
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Der nichtkollineare optisch parametrische Verstirker

Die Wellenldngenkonversion im nichtkollinearen optisch parametrischen Verstarker, kurz
NOPA (engl.: noncollinear optical parameric amplifier), ist ein nichtlinearer Prozess
zweiter Ordnung. Sie basiert auf dem Prinzip des Drei-Wellen-Mischens. Hierbei wird
bei Fokussierung in einen nichtlinearen Kristall ein Pumplichtpuls in eine Signalwelle
und eine niederfrequente Idlerwelle aufgespalten. Durch Einstrahlung von Seed-Weiflicht
kann je nach zeitlichem Zusammentreffen eine bestimmte Wellenldnge verstiarkt werden.
Fiir die drei Wellen muss Energieerhaltung und Impulserhaltung gelten. Die nachfolgende
Gleichung beschreibt die Energieerhaltung, wobei das Teilungsverhéltnis der Energien
fiir die zwei entstehenden Photonen durch Wahl der experimentellen Randbedingungen
einstellbar ist.

Wrdler = WPump — Wsignal (312)

Die Impulserhaltung entspricht im Photonenbild der Phasenanpassung. Phasenanpas-
sung kann anschaulich als gleich schnelle Propagation der Wellenfronten, in diesem Fall
von Signalwelle und Pumpwelle, gesehen werden. Bei Nichtiibereinstimmung der Phasen-
geschwindigkeiten kommt es zu destruktiver Interferenz und damit zu einer Abnahme
der Konversionseffizienz.

Die Bedingung fiir die Phasenanpassung lautet:

AE = EPump - ESignal - Eldler =0 (313)

Im NOPA ist die Geometrie der Wellenvektoren nichtkollinear, was bedeutet, dass die
Wellenvektoren Epump, Egigml und l;:}dler nicht parallel zueinander sind. Das heifst wieder-
um, dass die Phasenanpassung fiir viele verschiedene Wellenldngen erreicht werden kann.
Durch die nichtkollineare Anordnung ist es zudem moglich, die Gruppengeschwindigkeit
zwischen Idlerwelle und Signalwelle anzupassen. Hierdurch ldsst sich sowohl der Ver-
starkungsfaktor als auch die Verstarkungsbandbreite erhéhen. Die zeitliche Ausdehnung
der Pulse wird unterdriickt. Zur Realisierung der oben angesprochenen Vorginge wurde
(-BBO als doppelbrechendes Medium verwendet. Abbildung zeigt den schematischen
Aufbau des in dieser Arbeit benutzen NOPAs. Uber einen Strahlteiler wurde der an-
kommende Strahl aus dem Laser fiir die Konversion in den Pump- und den Seedstrahl
aufgeteilt. Der Pumpstrahl wird zuerst in einem $-BBO-Kristall (0 =30°, d = 0,5mm)
frequenzverdoppelt, bevor er iiber einen Hohlspiegel in den NOPA-Kristall fokussiert
wird (0 =29°, d = 2mm). Aufgrund des Zerfalls der Pumpphotonen in je zwei Photonen
(Signal und Idler) bildet sich ein parametrischer Superfluoreszenzring. Fokussiert man
nun den in 2mm dickem Saphir erzeugten Weiflichtstrahl unter einem geeigneten Winkel
zum Pumpstrahl in den NOPA-Kristall, findet die Verstdarkung statt. Durch die zeitliche
Verzogerung des Weiklichtstrahls kann man die gewiinschte Farbe mit dem Pumpstrahl
iiberlappen. Man erhélt so Pumpphotonen in einem Wellenldngenbereich von 470 nm bis
1600 nm [84H86]. Die nichtkollineare Geometrie sowie die Polarisation der Strahlen ist in
Abbildung [3.2] dargestellt.
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Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau des nichtkollinearen optisch parametrischen Verstérkers (NOPA).
Die Polarisationen sind sinnbildlich dargestellt. M1 = Hochreflektierender Spiegel fiir 775 nm,, M2 =
Hochreflektierender Spiegel fiir 389 nm, BS = Strahlteiler, SM = Hohlspiegel, L1 = Konvexlinse

Der Prismenkompressor

Da der durch nichtlineare Optik konvertierte Puls bereits mehrere optische Materialien
durchlaufen hat, ist er aufgrund der durch diese Materialien hervorgerufenen positiven
Gruppengeschwindigkeitsdispersion verbreitert. Da Experimente mit moglichst kurzen
Laserpulsen durchgefiihrt werden sollen, muss dem Puls anschlieftend eine negative
Gruppengeschwindigkeitsdispersion zugefiigt werden, damit er wieder komprimiert wird
[75, 87, [88]. Dies ist prinzipiell mit Gittern, Prismen oder gechirpten Spiegeln moglich,
da diese die unterschiedlichen Wellenléngen in unterschiedliche Richtungen brechen
(Wellenléangenabhingigkeit der Winkeldispersion) und die Wellenlangenkomponenten
damit wieder tiberlagert werden konnen. Abbildung[3.3|zeigt die schematische Darstellung
des Prismenkompressors. Prinzipiell miissen vier Prismen durchlaufen werden, da die
Wellenldngen nach dem Durchgang durch zwei Prismen zwar parallel sind, nicht aber

~250 fs ~50 fs

vom zum

— —
NOPA Experiment
\ 1 /
i;_|_.
1
M

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Kompressoraufbaus mit vier Prismen. M = Spiegelposi-
tion fiir einen Zweiprismenaufbau.
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aufeinander liegen. In der vorliegenden Arbeit wurde dies dadurch realisiert, dass zwei
Prismen zweifach in entgegengesetzter Richtung durchlaufen werden. Der Betrag der
negativen Gruppengeschwindigkeitsdispersion und damit die Kompression der Pulse
werden durch Variation der durchlaufenen Glasstrecke sowie dem Abstand der Prismen
innerhalb der Paare (angedeutet durch einen Doppelpfeil) bestimmt.

Die Summenfrequenzerzeugung

Um spektral durchstimmbare Anregpulse im UV-Bereich zu erhalten wurden in fritheren
Jahren starke n-IR-Pulse frequenzverdoppelt, vervierfacht oder aufwértskonvertiert [89].
Hierbei wurde jedoch nur ein Bereich von 250-350 nm abgedeckt und die erhaltenen
Energien waren zudem gering. Alternativ konnten durch einen mit 258 nm gepumpten
NOPA Pulse im Bereich von 335-480nm erzeugt werden [90]. Der in dieser Arbeit

BBO 26°
L1 0,1 mm

zum Experiment

M1

vom Laser vom NOPA

Abbildung 3.4: Schematischer Aufbau der Summenfrequenzerzeugung. Die Polarisationen sind sinnbild-
lich dargestellt. M1 = Hochreflektierender Spiegel fiir 775 nm, M(Ag) = Silberspiegel, L1 = Konvexlinse

verwendete Ansatz von Kozma et al. [91] benutzt das Prinzip der Summenfrequenz-
bildung des NOPAs mit der Lasergrundwellenldnge. Hierdurch kénnen durch die hohe
Durchstimmbarkeit des NOPAs UV-Pulse im Bereich von 290-450 nm generiert werden,
die sehr hohe Pulsenergien und gute Stabilitdt aufweisen.

Eine schematische Darstellung des optischen Aufbaus ist in Abbildung [3:4] gezeigt. Zur
Frequenzkonversion wurde ein 0,1 mm dicker S-BBO-Kristall mit einem Schnittwinkel
von 6 =45° benutzt. Die benutzte Anordnung lieferte Pulsbreiten von =~ 130 fs. Auf eine
weitere Kompression mit einem speziellen UV-Prismenkompressor [91] wurde verzichtet.

Der Messplatz

Bei dem in dieser Arbeit benutzten experimentellen Aufbau wird der wellenldngenopti-
mierte und komprimierte Anregpuls iiber eine schrittmotorgesteuerte Umwegstrecke rela-
tiv zu den Abtastimpulsen verzdgert und anschliefsend iiber einen Off-Axis-Parabolspiegel
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Abbildung 3.5: Durch Chopper erhaltene Pulsfolge.

in die Probe fokussiert. Die Probe wird in einer 0,1 bis 1 mm dicken Quarzkiivette bereit-
gestellt. Die Konzentration der Probe ist so eingestellt, dass die optische Dichte bei der
Anregungswellenldnge 0,5 bis 1 betréigt. Da die Photozyklen der Proben in Zeitbereichen
bis zu Sekunden liegen, muss ein Austausch des Probenvolumens gewéhrleistet sein,
damit im beobachteten Volumen nicht ein Gemisch aus verschiedenen Intermediaten der
Photoreaktion entsteht. Hierzu wird die Probe lateral mit entsprechender Geschwindigkeit
bewegt.

Das Abtastweiflicht wird mittels eines Strahlteilers in zwei Biindel aufgespalten. Ein
Teil des Weiklichts wird iiber den schon fiir die Fokussierung des Anregpulses benutzten
Off-Axis-Parabolspiegel in die Probe fokussiert und nach dem Durchgang durch die Probe
im Signal-Spektrometer analysiert. Der andere Teil dient als Referenz und geht nach der
Strahlteilung direkt in das Referenz-Spektrometer. In den Spektrometern werden die
verschiedenen Anteile des Weiflichts spektral dispergiert und auf eine Diodenzeile mit
42 Elementen fokussiert. Diese wird im Einzelschussdetektionsmodus iiber einen A /D-
Wandler mit dem PC ausgelesen. Um das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu verbessern
stehen sowohl im Anreg- als auch im Abtastarm des Experiments Chopper. Diese
Schlitzscheiben dienen dazu, den Puls zu gewiinschten Zeiten zu blocken. Die beiden
Chopper sind so aufeinander abgestellt, dass sich das in Abbildung dargestellte
Pulsmuster ergibt. Das Pulsmuster ermoglicht es, das Streulicht und Fluktuationen in
der Weiflichtaufspaltung zu bestimmen und vom Signal abzuziehen. Da Referenzarm
und Signalarm nicht gleich intensiv sind, ist es nicht mdglich das Absolutspektrum zu
messen. Der Term

N(t7 )\)block,ref

N(ta )\)block,sig

ermdglicht es aber das Relativspektrum zu erhalten. Die Absorptionsédnderung der Probe
ergibt sich nach folgender Formel:
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N(t> )\)block,ref - N(t, )\)therm,ref .

N(tu A)block,sig - N(t’ )\)therm,sig

N(t7 A)sig - N(t7 A)therm,sig - N(t, )\)scat,sig >
N(t, )\)ref - N(t’ )‘)therm,ref - N(t, )‘)scat,ref

AA =log <
(3.14)

Die in der Formel verwendeten Abkiirzungen stehen fiir ref = Referenz, sig = Signal,
block = geblockt, therm = thermisches Rauschen, scat = Streulicht (engl: scattering).

Artefakte um den Zeitnullpunkt

Ganz allgemein entstehen durch die nichtlineare Wechselwirkung der elektrischen Felder
von Anreg- und Abtastimpuls kohérente Artefakte. Neben diesen Kohérenzen sind zudem
noch weitere Effekte um den Zeitnullpunkt durch die Eigenschaften der Pulse zu erwarten.
Im folgenden sollen diese kurz erldutert werden.

Kohdrente Effekte um den Zeitnullpunkt und deren Korrektur

Die Wechselwirkung von Anreg- und Abtastpuls fiihrt bei transienten Absorptionsmes-
sungen zu kohérenten Effekten. Da die Dephasierungszeiten im Bereich von 10-30 fs
liegen, sind diese Kohérenzen um den Zeitnullpunkt zu finden. Die wichtigsten zugrunde-
liegenden Effekte sind hierbei Zweiquantenabsorption, Kreuzphasenmodulation sowie die
impulsive stimulierte Ramanstreuung [92H95]. Da diese Kohérenzen auch im Losungsmit-
tel auftreten, werden sie haufig als kohérentes Losungsmittelsignal bezeichnet. Kovalenko
et al. [95] konnten zeigen, dass sie im Probenspektrum durch Subtraktion des unter
gleichen Bedingungen und gleicher Geometrie gemessenen Losungsmittelsignals korrigiert
werden konnen.

Dispersion des Zeitnullpunkts durch gechirpte Abtastpulse

Ein weiterer, nicht vernachléassigbarer Effekt ist die Wellenldngenabhéngigkeit des Zeit-
nullpunkts. Dieser ist im Chirp des spektral breiten Abtastpulses begriindet, der auf den
Durchgang durch jedwedes dispersive Material wie Glas (Quarz und BK7), Losungsmittel
aber auch Luft zuriickzufiihren ist. Der Puls wird hierdurch zudem in die Lange gezogen.
Eine Kompression der Pulse durch einen Prismenkompressor wurde nicht vorgenommen.

Zur Bestimmung des Zeitnullpunkts wird die Lésungsmittelmessung benutzt. Die
Nullpunkte werden hierbei zuerst iiber die Lage der kohdrenten Artefakte grob festgelegt
und gegen die Wellenlénge aufgetragen. Diese Kurve wird durch die sogenannte Sellmeier-
Gleichung beschrieben, eine empirisch ermittelte Beschreibung der Abhéngigkeit des
Brechungsindex n eines Mediums von der Wellenldange A [96].
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AN
=14y S0 (3.15)
> 5

Aj und Bj; sind materialabhingige Koeffizienten. Das Fitten dieser Funktion an die grob
bestimmten Zeitnullpunkte berechnet die Verschiebung aus der Gruppengeschwindig-
keitsdispersion beim Durchgang durch verschiedene optische Materialien. Um Fehler der
urspriinglichen Abschitzung bei Abtastwellenléngen, an denen der Nullpunkt mit dem
Auge nicht eindeutig erkannt werden kann, zu beheben, wurden die Ergebnisse der ersten
Schéatzung durch die optimal angepassten Werte des Modells ersetzt. Der Nullpunkt kann
so auf 10fs genau angegeben werden [95].

Polarisation und Anisotropie

In der Anreg-Abtast-Spektroskopie hangt das Probensignal neben dynamischen Effekten,
die {iber die Verzogerungszeit der Pulse wiedergegeben werden, noch von zwei weiteren
Faktoren ab:

e Relative Polarisierung des Anreg- und Abtastpuls

e Winkel 0;; zwischen den Ubergangsdipolmomenten, die auf den Anreg- und Ab-
tastpuls reagieren

Bei Anregung der Probe mit einem polarisierten Puls werden bevorzugt die Molekiile
angeregt, deren Ubergangsdipolmoment parallel zur Pulspolarisation ist. Die Anregungs-
wahrscheinlichkeit ist proportional zu (@ E)Q und damit auch proportional zu cos? 6
(Photoselektion). Verdndert sich ein beobachtetes Dipolmoment wihrend der Obser-
vationszeitspanne, so kann diese Veranderung iiber polarisationsabhéngige Messungen
visualisiert werden. Ein Maf fiir die Orientierung der Ubergangsmomente ist die Aniso-
tropie r. Sie ldsst sich aus den Messungen von Anreg- und Abtastpuls in paralleler (||)
und senkrechter (L) Geometrie berechnen [97] 98].

et

— 3.16
Iy +2I, (3.16)

Fiir den Fall, dass nur ein elektronischer Zustand durch Anregung populiert wurde, kann
die Anisotropie auch iiber folgenden Ausdruck wiedergegeben werden.

(3cos?;; — 1)

< PQ(COS(Gij)) > (3.17)

ol DN Ot =

P, ist hierbei das Legendre-Polynom zweiter Ordnung der Korrelation des Ubergangs-

dipolmoments bei t =0 mit dem bei der Zeit t. Die Anisotropie kann Werte von r = %,
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was einer parallelen Ausrichtung des beobachteten Dipols zum angeregten entspricht, bis
Zur = —% fiir senkrechte Dipole annehmen.

Die Abhéngigkeit des Signal von der Rotationsdiffusion der Molekiile, kann dadurch
unterdriickt werden, dass im sogenannten magischen Winkel 05, = 54,74° gemessen wird.
Die Anisotropie ist in diesem Fall nicht vorhanden, da der Term

3cos’Oy —1=0 (3.18)

ist. Das Signal im magischen Winkel kann entweder direkt durch die Benutzung von
Wellenplatten und Polarisatoren gemessen werden oder iiber die Messungen in paralleler
und senkrechter Anreg-Abtast-Geometrie berechnet werden.

1(54,740) = IH + 21, (3.19)

Wie anhand von Reaktionszentren gezeigt wurde, sollte der Prozess der Rotationsdiffusion
bei grofen (Protein-)Systemen aufser Acht gelassen werden kénnen [99].

Durchfiihrung der Messung

Um die zeitliche und rdumliche Uberlagerung des Anreg- und Abtastpulses zu bestimmen
wird ein die Anregungswellenléinge stark absorbierender, bekannter Farbstoff anstelle
der Probe in den Strahlengang gestellt. Die Uberlappung der beiden Lichtpulse wird
mittels der starken induzierten Absorptionsédnderung, beispielsweise der Absorption
des angeregten Zustands, optimiert. Hierbei kann auch eine Anpassung des Fokus
hilfreich sein. Man geht davon aus, dass der Anstieg am Zeitnullpunkt durch eine mit
der Kreuzkorrelationszeit ausgeschmierte Errorfunktion beschrieben werden kann. Der
Wendepunkt dieser Funktion beschreibt den Zeitnullpunkt. Nach dieser Vorjustage wird
die zu untersuchende Probe unter gleicher Geometrie in den Strahlengang eingebaut.
Je nach Signalintensitéit kann versucht werden den Uberlapp auf die eigentliche Probe
zu optimieren. Der Probenmessung folgt eine Messung des Lésungsmittels. Hierdurch
koénnen wie oben beschrieben die Dispersion des Nullpunkts sowie das kohérente Artefakt
um tg korrigiert werden.

Auswertung der Daten

Die erhaltenen Messdaten wurden mit einer auf IDL 6.0 basierenden Software z20
ausgewertet. Die Software enthélt fiinf Programmkomponenten, von denen in dieser Arbeit
drei, ndmlich IKMITTEL, NKVIEW und MULTIVIEW nacheinander zur Auswertung
der Daten durchlaufen wurden.

Die durchgefiihrten Scans werden in Datenfiles der Bezeichnung ak*.dat gespeichert.
Die sogenannten ik*.dat Daten verwalten alle ak-files einer Messreihe. Das ik-File wird
im ersten Schritt in das Programm TKMITTEL geladen. Hier kann eine Auswahl der
Scans getroffen werden, sodass mogliche Fehlscans ausgeschlossen werden kénnen. Die
ausgewahlten Scans werden iiber die Average-Option gemittelt. Man erhélt ein nk-file.
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Das nk-file wird im zweiten Schritt in das Programm NKVIEW eingelesen. Hier ist es
moglich Losungsmittelkorrekturen vorzunehmen und damit die kohérenten Artefakte
(grofstenteils) zu entfernen. Zudem wird die Dispersion des Zeitnullpunktes durch Fitten
der Daten mit einem Sellmeier-Fit korrigiert. Nach der Korrektur erhélt man ein ek-file.

Das ek-file wird im dritten Schritt in das Programm MULTIVIEW geladen. Das
Programm erlaubt die Darstellung der Daten als wellenlangenabhéngige transiente
Absorptionsdnderungen iiber die Zeit in Form von Einzeltransienten oder 2D- bzw.
3D-Spektren wie auch die Erzeugung transienter Spektren. Verschiedene Messreihen
kénnen miteinander verglichen oder verrechnet werden, beispielsweise zur Berechnungen
von Anisotropie oder Spektren im magischen Winkel. Zudem besteht die Mo6glichkeit
iiber einen Fit eine Modellfunktion an die Daten anzupassen. Die transiente Absorption
wird hierbei iiber ein Ratenmodell dargestellt. Dabei wird davon ausgegangen, dass die
Probe eine bestimmte Anzahl n verschiedener Zustédnde annehmen kann.

Die Zustéande sind durch ihre Absorptionsquerschnitte o; spektroskopisch charakteri-
siert und mit zeitabhéngigen Besetzungszahlen N;(t) bevolkert. Die Absorptionsdnderung
ergibt sich zu:

n

AA()\PTObe7 t) = Z[Ui()\Probe) - UO(AProbe)]Ni(t) (320)
=1

Will man die Besetzungsdichten N; allgemeingiiltig beschreiben, muss man den Dich-
tematrixformalismus zur Berechnung benutzen. Mit der Annahme, dass die iibergangsre-
levanten Moden in einem Zustand thermisch relaxiert sind, bevor es zu einem weiteren
Ubergang kommt, kénnen Ubergiinge zwischen verschiedenen Zustéinden aber auch mit
Raten beschrieben werden. Die Besetzungsdichten werden iiber folgendes Gleichungssys-
tem errechnet:

QU
=
—~
~
S—
Il
|
M 3
™
S
Z
—
~
S—

(3.21)
=0

.

Hierbei sind k;; die Ratenkonstanten beim Ubergang vom Zustand j in den Zustand i.
Die Losung des Gleichungssystems ist eine Summe von Exponentialfunktionen.

AN (t) = Jz;Mij exp <—:]> (3.22)

Die Kehrwerte der in obiger Gleichung vorkommenden Zeitkonstanten entsprechen den Ei-
genwerten der Ratenmatrix k;;. Die Matrix setzt sich spaltenweise aus den Eigenvektoren
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der Ratenmatrix zusammen. Eingesetzt in Gleichung [3:20] ergibt dies:

- t
AA()\Probe) = Z[Ui()\Probea t) - UO()\Probe) : Mz]] - €Xp <_>

i—1 7
n
t
= Yaex (_> (3.23)
- T
=1

Gleichung [3:23] zeigt, dass die transienten Absorptionssignale unter den beschriebenen
Voraussetzungen durch eine Uberlagerung von Exponentialfunktionen beschrieben werden
konnen. Abschlieffend muss noch beriicksichtigt werden, dass die Laserpulse fiir die
Anregung und das Abtasten eine bestimmte Breite aufweisen. Um dem gerecht zu
werden, bezieht man die Kreuzkorrelationsfunktion, eine Instrumentenfunktion, mit ein.
Die transiente Absorptionsédnderung ergibt sich zu:

2, tp 1+ erf (ttC—DC - t;_?)
A14(>\P7”obea tD) - Z ai()\Probe) exp <42 - > ' 92 (324)
im1 Ti T;

tce ist hierbei die Kreuzkorrelationsbreite und erf die sogenannte Fehlerfunktion (engl.:
error function). Aus den Gewichtsfaktoren a; werden abhéngig von der Wellenlénge die
sogenannten Amplitudenspektren der Zeitkonstante gebildet.

Die Anpassung der Daten wird iiber den am Institut fiir Medizinische Optik der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen entwickelten URMEL-Algorithmus [100] realisiert.
Dieses Programm benutzt die Methode der kleinsten Fehlerquadrate um den besten Satz
an Zerfallszeiten 7; und Amplituden a; zu bestimmen. Die Anzahl der Zerfallszeiten muss
dabei vorgegeben werden.

3.4.2 Transiente Absorption im mittelinfraroten Spektralbereich

Will man ultraschnelle Prozesse wie Isomerisierungen, photochemische Abspaltreaktionen
oder Peptid- bzw. Proteinantworten auf schnelle Konformationsdnderungen struktur-
sensitiv in Echtzeit untersuchen, so erweist sich die Infrarotspektroskopie durch die
Moglichkeit ultrakurze Pulse in diesem Frequenzbereich zu generieren als leistungs-
starkes Tool. Ein solches Kurzzeitexperiment kann dabei auf vielfdltige Art und Weise
durchgefiihrt werden. Eine Moglichkeit besteht darin, analog zu den in Abschnitt
beschriebenen transienten Absorptionsmessungen im UV-vis Bereich, die zu untersuchen-
de Reaktion mit einem UV- oder sichtbaren Anregpuls zu starten und sie mit einem
spektral breiten IR-Puls abzufragen. In einigen Féllen kann es auch sinnvoll sein einen
infraroten Anregungspuls und einen sichtbaren Abtastpuls zu benutzten. Neben dieser
sogenannten eindimensionalen Infrarotspektroskopie (1D-IR) wurden in den letzten
Jahren in Anlehnung an 2D-NMR-Methoden wie COSY und EXCY zweidimensionale
Infrarottechniken (2D-IR) entwickelt. Diese erméglichen es die Energie der Schwingungs-
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eigenzustande, deren Populationen, Strukturinformationen wie Kopplungen sowie die
relativen Dipolorientierungen zwischen molekularen Gruppen im Gleichgewicht abzu-
fragen. Dariiber hinaus kénnen diese Methoden auch auf Systeme angewendet werden,
die sich nicht im Gleichgewicht befinden, was dann als transiente 2D-IR-Spektroskopie
(T2D-IR) bezeichnet wird. Diese Experimente benétigen einen Ausloser (Photoschalter,
Temperatur- und pH-Spriinge), um beispielsweise eine Konformationsdnderung zu einem
definierten Zeitpunkt zu induzieren. Eine Ubersicht iiber diese Technik findet man in
[TOTHIO05).

Erzeugung kurzer Abtastpulse im mittelinfraroten Spektralbereich

Die in den letzten Jahren am héufigsten benutzten Verfahren zur Generierung ultrakurzer
Laserpulse im mittelinfraroten Bereich verwenden optisch parametrische Verstarker (OPA,
engl. optical parametric amplifier) [I06]. Bei diesem Prozess treffen ein schwacher Seed-
Puls und ein intensiver Pump-Puls in kollinearer Anordnung auf einen nichtlinearen
Kristall. Das Pumpphoton wird dabei in ein Photon der Seed-Wellenlénge, das sogenannte
Signalphoton, und in ein langwelligeres Photon, genannt Idler, aufgespalten. Es muss
sowohl die Phasenanpassungsbedingung als auch Energieerhaltung gelten. Wie schon
im Falle des NOPAs diskutiert, wird, wenn Weisslicht als Seedstrahlung eingesetzt wird,
je nach zeitlichem Zusammentreffen von Seed- und Pump-Puls eine zu verstéarkende
Wellenldnge ausgewéhlt. Ein Vorteil der kollinearen Anordnung ist die hohe Effizienz.
Jedoch fithren die unterschiedlichen Gruppengeschwindigkeiten von Signal und Idler im
nichtlinearen Kristall dazu, dass beide Pulse rdumlich auseinanderlaufen. Da sich die
Pulse beim Durchlaufen des Kristalls gegenseitig immer neu generieren, fiihrt dies zu
einer Verldngerung der Signal- und Idler-Pulse. Die Erzeugung mittelinfraroter Pulse
kann nun vielseitig ablaufen. Eine Mdoglichkeit besteht in der direkten Verwendung der
Idlerwellenldnge eines mit 0,8 um gepumpten OPAs. Allerdings ist der normalerweise
benutzte BBO-Kristall fiir diese Falle nur méafig geeignet, da er bei Wellenldngen < 3um
nicht mehr transparent ist. Der Durchstimmbarkeitsbereich kann durch die Benutzung
von anderen nichtlinearen Kristallen wie KTiOPO4 [107], KNbO3 [I08] oder LiNbO3 [109]
auf Wellenldngen > 4pm erweitert werden. Aber auch in diesen Systemen ist er aufgrund
hoher Fehlanpassung der Gruppengeschwindigkeit zwischen den Signal- und Idlerstrahlen
auf ~ 5 ym beschrénkt. Weitere nichtlineare Kristalle mit erweiterter IR-Transparenz
sind zwar erhéltlich, man stéfst aber immer wieder auf das Problem, dass aufgrund von
Restabsorption oder des Fehlens von Phasenanpassung die Pumpwellenldngen weiter im
Nahinfraroten liegen miissen.

Ein alternativer, in dieser Arbeit benutzter Weg mittelinfrarote Pulse zu erzeugen, liegt
in der Differenzfrequenzerzeugung zwischen den Signal- und Idlerphotonen des OPAs.
Dieser Prozess wird zumeist in AgGaSs-Kristallen durchgefiihrt. Eine kontinuierliche
Durchstimmbarkeit von 2,4 um bis 12 pm wird hierdurch méglich gemacht [TTI0HI12]. Ein
Nachteil dieser Methodik sind die signifikant kleineren Ausgangsleistungen, die jedoch
fiir Anreg-Abtast-Spektroskopie vollig ausreichend sind.

36



3.4 Anreg-Abtast-Spektroskopie

Eine weitere Technik zur Erzeugung der gewiinschten Pulse ist die Fokussierung eines
einzelnen ultrakurzen Pulses in ein elektrooptisches Material (GaAs oder GaSe). Diese
Technik stammt aus der Erzeugung von ferninfraroter Strahlung mit Frequenzen im
Bereich einiger Terahertz [113], 114] und wurde auch auf den mittelinfraroten Bereich
erweitert [115].

Der in dieser Arbeit benutzte optische Aufbau ist an den in Referenz [112] diskutierten
angelehnt. Abbildung gibt eine schematische Darstellung.
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Abbildung 3.6: Schematischer Aufbau der Erzeugung kurzer Laserpulse im mittelinfraroten Spektral-
bereich. Die Polarisationen sind sinnbildlich dargestellt. M = Fundamentalspiegel, M(Au) = Goldspiegel,
DM = Dichroitischer Spiegel, SM = Hohlspiegel, L1 = Konvexlinse, .2 Achromat, L.3 = Konkavlinse,

LPF = Langpassfilter

Im Detail: Die erste parametrische Stufe verstarkt den IR-Anteil des in einem Saphir-
Substrat erzeugten Weiflichts. Als Pumpstrahl dient hierbei die Laserfundamentale. Man
erhélt fiir den Fall, dass der OPA-Kristall senkrecht zu den einfallenden Strahlen steht,
Signal- und Idlerwellen in einem Wellenldngenbereich von etwa 1,3 um bzw. 1,9 yum. Um
eine hohere Stabililtdt und Intensitéit zu erhalten wird ein zweiter Verstarkungsprozess
angeschlossen. Die Idlerwellenléinge wird hierzu nicht benétigt und iiber einen dichroiti-
schen Spiegel verworfen. Die Signalwellenlénge dient fiir diese zweite Verstarkungsstufe
als Seedstrahl und die Laserfundamentale erneut als Pumpquelle.

Die im zweiten Durchlauf erhaltenen Signal- und Idlerwellen werden zur Erzeugung mit-
telinfraroter Pulse einem Differenzfrequenzmischprozess in einem Silberthiogalatkristall
unterzogen. Die Wellenldnge kann durch Verkippung der OPA- und DFG-Kristalle sowie
Anpassung der zeitlichen Uberlagerung in einem Bereich von 4- 10 gum durchgestimmt
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Abbildung 3.7: Abhingigkeit der Differenzfrequenzwellenliange von den eingestrahlten Signal- und
Idlerfrequenzen

werden. Abbildung zeigt die Abhéngigkeit der Differenzfrequenzwellenlénge von den
eingestrahlten Signal- und Idlerfrequenzen. Mit Hilfe eines Germaniumbandkantenfilters
werden unkonvertierte Reste der Signal- und Idlerstrahlen abgetrennt. Die spektrale
Breite der Abtast-Pulse betrigt in etwa 100 cm™?.

Der Messplatz

Um die fiir die Anreg-Abtast-Spektroskopie grundlegende zeitliche Verzogerung beider
Pulse gegeneinander zu erlangen wird im vorliegenden Fall der Abtastpuls zweifach
gefaltet iiber eine verfahrbare Umlenkstrecke geleitet. Mit Hilfe von Parabolspiegeln wird
er anschliefend zusammen mit dem Anregstrahl in die Probe fokussiert. Hierbei gilt, dass
das Uberlappungvolumen umso grofer ist, je kleiner der Winkel zwischen ihnen ist. Der
Paraboloid fiir die Abtast-Strahlung enthélt daher eine Bohrung, durch die der Anreg-Puls
gefiihrt wird. Um kurzzeitige Schwankungen der Laserintensitdt zu eliminieren, besteht
zudem die Moglichkeit mit einem Referenz- Abtastpuls zu arbeiten. Der Referenzpuls
wird mit Hilfe eines gekeilten CaFs-Substrats erzeugt und so in das Spektrometer geleitet,
dass er keinen raumlichen Uberlapp mit dem Anregpuls besitzt, aber durch die Probe
lduft. Ein Parabolspiegel hinter der Probe kollimiert Abtast- und Referenz-Strahl, ein
weiterer fokussiert sie in das Spektrometer. Der in normaler Luft enthaltene Wasserdampf
wie auch COs-Gehalt fiihren dazu, dass durch die starken Absorptionsbanden im zu
untersuchenden Spektralbereich die Intensitit des Abtaststrahls erniedrigt wird. Zudem
kann es dazu kommen, dass der Puls durch die scharfen Absorptionsbanden spektral
zerschnitten wird. Der komplette Messplatz muss daher mit Trockenluft gespiilt werden.
Messungen wurden typischerweise ab einem Taupunkt von -30 bis -40°C durchgefiihrt.

Die m-IR Abtast-Pulse werden zunéchst im Spektrometer (Chromex, Sure-Spektrum
250is) tiber ein Gitter spektral divergiert. Die Detektion und Digitalisierung wird mit Hilfe
eines Boxcar-Integratorsystems mit A /D-Wandler (Infrared Systems Development Corp.,
IR-6416 Multi-Channel Laser Pulse Spectroscopy System) durchgefiihrt. Der spektral
divergierte Puls wird linear dispergiert auf ein 64-elementiges HgCdTe-Detektorarray
fokussiert, das mit fliissigem Stickstoff gekiihlt wird. Die Elemente liegen als Doppelzeile
vor. Hiervon dienen 32 zur Detektion des Abtast-Pulses und die iibrigen 32 fiir den
Referenz-Abtast-Puls. Das Signal wird vorverstérkt, integriert, anschlieffend iiber einen
16 Bit A /D-Wandler digitalisiert und im Computer weiterverarbeitet. Man erreicht fiir
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3.4 Anreg-Abtast-Spektroskopie

das verwendete Gitter eine spektrale Auflésung von 11,3 nm / Kanal (150 Linien / mm).

Zur Datenaufnahme wird das von Karsten Neumann entwickelte [I116] auf LabView
basierende Programm FIST (engl. femtosecond infrared spectrometer toolkit) verwendet.
Dieses nimmt vor der Aufzeichnung eines Scans (ein Scan ist definiert als das einmalige
Abfahren der Verzogerungsstrecke) durch Schlieffen eines Shutters das Dunkelstromsignal
Ip¢ fiir N Laserschiisse auf.

N
Tso(N) =+ 3 Tnas () (3.25)
j=1

Fiir jeden Kanal X\ und jede Verzogerungszeit tp werden N Laserpulse pro Datenpunkt
aufgenommen und aufsummiert. Die Signalintensitat wird jeweils um das Dunkelstromsi-
gnal korrigiert.

N
_ 1 _
I(\tp) = Z; Li(\tp) — Ia(N) (3.26)
1=
Um nun Transmissionsédnderungen zu messen wird durch Abblocken jedes zweiten Anreg-
pulses, technisch realisiert iiber ein Unterbrecherrad, abwechselnd eine Messung mit (/p)
und ohne Anregung (Ipp) durchgefiihrt. Die Benutzung des Unterbrecherrads hat den
Vorteil, dass mittelfristige Schwankungen in der Laserleistung hierdurch keinen Einfluss

auf das Signal haben.

Ip(\t
AT — Ip(Astp)

Top(Atp)
Bei Benutzung der referenzierten Messmethode ergibt sich die Transmissionsdnderung
Zu:

(3.27)

ATTeF Ip(\tp) ,I_Sezf(NtD)
Ior(M\tp) T (M tp)

Nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz ergibt sich fiir die Absorptionsédnderung:

Ir(\tp)  Ipp(Atp) (3.29)
Ior(M\tp) T (A tp)

(3.28)

AAref = —logm <
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Artefakte um den Zeitnullpunkt

Ahnlich wie bei der Anreg-Abtast-Spektroskopie im ultravioletten und sichtbaren Spek-
tralbereich treten auch beim Abtasten mit mittelinfraroten Pulsen kohérente Effekte um
den Zeitnullpunkt auf. Die wichtigsten sollen nun nachfolgend dargestellt werden.

Wellenldingenabhdangigkeit des Zeitnullpunkts

Im vorliegenden Experiment sind die Abtastpulse durch die Gruppengeschwindigkeits-
dispersion gechirpt. Dies bedeutet, dass die Frequenzen nicht gleichméfig iiber den
gesamten Puls verteilt sind, sondern dispergiert vorliegen. Aufgrund dessen erreichen die
verschiedenen Frequenzen des Pulses die Probe zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Man
beobachtet also eine Frequenzabhéngigkeit des Zeitnullpunktes. Der Zeitnullpunkt kann
vor der Auswertung der Daten iiber die Anpassung einer Dispersionskurve (Sellmeier Fit)
korrigiert werden. Diese Korrektur wird aber in den transienten Absorptionsmessungen
im infraroten Spektralbereich dadurch erschwert, dass noch weitere kohérente Effekte
auftreten.

Kreuzphasenmodulation

Die Kreuzphasenmodulation (XPM, engl.: cross phase modulation) ist ein nichtlinearer
Effekt dritter Ordnung, der beim Zusammentreffen zweier Laserstrahlen entsteht [117)
118]. Hierbei ruft die Intensitét des ersten Strahls eine Phasenénderung des zweiten
Strahls hervor. Dies kann auch als nichtlineare Anderung des Brechungsindex beschrieben
werden.

An® o no1™ (3.30)

no ist hier der nichtlineare Brechungsindex, der zusammen mit der Intensitédt des ersten
Strahls I(!) die Anderung im Brechungsindex des zweiten Strahls n(® induziert. Dies gilt
fiir die Annahme, das beide Strahlen parallel polarisiert sind. Da die Kreuzphasenmodula-
tion bei Uberlagerung des Anreg- und Abtastpuls stattfindet, sind die Messdaten um den
Zeitnullpunkt von diesem Effekt iiberlagert. Der Effekt kann aber durch Verringerung der
Anregungsintensitét, oder durch Messung in senkrechter Polarisation reduziert werden.

Gestorter freier Induktionszerfall

Der gestorte freie Induktionszerfall (PFID, engl.: perturbed free induction decay) ist ein
kohérenter Effekt, der bei Anreg-Abtast-Spektroskopie im infraroten Spektralbereich
vor dem Zeitnullpunkt auftritt und wie folgt erklart werden kann: Wechselwirkt ein
mit einem molekularen Ubergang resonanter Puls mit der zu untersuchenden Probe,
so wird eine kohérente Polarisation erzeugt, die mit der Dephasierungszeit T zerfallt.
Dieser Zerfall ist unter dem Begriff freier Induktionszerfall bekannt. Wenn nun wéhrend
dieses Zerfalls die Polarisation durch einen weiteren Puls, in diesem Fall der Anregpuls,
gestort wird, bewirkt dies eine Anderung in der Transmission der Probe, die gestorter
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3.4 Anreg-Abtast-Spektroskopie

freier Induktionszerfall genannt wird [119, 120]. Da die Dephasierungszeit Ts einer
Absorptionsbande proportional zur ihrer inversen Bandbreite Av ist,

1
Ty =

 meAD (3:31)

gibt das PFID-Signal Auskunft {iber die Bandbreite der zugehérigen Schwingung. Zudem
kann iiber die spektrale Position dieses Signals die Zentralwellenldnge der gebleichten
Absorptionsbande bestimmt werden.

Fabry Perot Etalon

Bei Messungen an Halbleitersubstraten zur Bestimmung des Zeitnullpunktes treten
im beobachteten transienten Absorptionsspektrum héufig sich periodisch &ndernde
Signaturen auf, die sich auf Interferenzen zuriickfithren lassen.
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Abbildung 3.8: Zweidimensionale Darstellung einer ZnSe-Messung bei Verzogerungszeiten von -20 bis
20 ps. Der Anstieg nach to zeigt deutlich das im Halbleitermaterial erzeugte Signal des freien Elektrons.
Zu negativen Verzogerungszeiten ist in der linken Abbildung der oben beschriebene Fabry Perot Etalon
zu sehen. Das rechte Spektrum ist bis auf den Fakt, dass der Messplatz nur ungeniigend mit Trockenluft
gespiilt war, unter gleichen Bedingungen aufgenommen. Die Auswirkungen auf die transienten Spektren
sind deutlich erkennbar.

Die Entstehung dieser lédsst sich wie folgt erkldren: Wenn eine Lichtwelle auf eine
planparallele Platte mit der Schichtdicke d und dem Brechungsindex n trifft, wird diese
an jeder Grenzschicht (Vorderseite, Riickseite) zum einen mit dem Reflexionkoeffizienten
r reflektiert, zum anderen mit dem Transmissionskoeffizienten ¢ durchgelassen. Der
Laserstrahl kann diesen Effekt wiederholt erfahren. Durch die Phasenkohérenz des
Lichtes konnen die einzelnen Teilwellen konstruktiv oder destruktiv tiberlagern. Es ergibt
sich hierdurch folgende Beziehung:

2n-d-cos 0 =m- A\ (3.32)

0 ist hierbei der Eintrittswinkel des Strahls und m die Ordnung der Interferenz. Der
beobachtete Effekt wird als Fabry Perot Etalon bezeichnet.
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Durchfiihrung und Auswertung der Messung

Der raumliche und zeitliche Uberlapp von Anreg- und Abtastpuls wird vor der eigentlichen
Messung grob mit Hilfe einer Lochblende (Pinhole) voreingestellt. Um den genauen
Zeitnullpunkt zu bestimmen wird &hnlich wie bei transienten Absorptionsmessungen
im Sichtbaren nach dieser Voreinstellung eine Test-Probe positioniert, die unter den
experimentellen Bedingungen sehr grofse Signale ergibt. Im Falle von Anreg-Abtast-
Spektroskopie im mittelinfraroten Spektralbereich sind Halbleitermaterialien wie Silizium
oder ZnSe das Mittel der Wahl, da diese jegliche Strahlung mit héherer Energie als die
Bandliicke absorbieren und hierdurch Elektronen ins Leitungsband angehoben werden.
Da den freien Ladungstragern im Leitungsband ein Kontinuum an erlaubten Zusténden
zur Verfligung steht, resultiert eine Absorptionszunahme iiber einen sehr breiten Bereich,
der spektral im Mittelinfraroten angesiedelt ist. Im Falle von Siliziumsubstrat bleibt
das Signal tiber mehrere Nanosekunden erhalten, fiir ZnSe im Zeitbereich weniger
100 ps. Die Absorptionszunahme kann mit einer Errorfunktion beschrieben werden, deren
Wendepunkt dem Zeitnullpunkt entspricht.

Nachdem der Zeitnullpunkt bestimmt wurde, wird die eigentliche Probe in den Strah-
lengang gestellt. Das Kiivettendesign besteht aus zwei 2mm dicken CaFy Fenstern,
zwischen denen die Probe iiber einen Teflon-Abstandshalter (Schichtdicke zwischen
50 pm und 200 pum) gelagert ist. Der Austausch des Probenvolumens zwischen zwei
Laserschiissen kann einerseits dadurch gewéhrleistet werden, dass in dieses Design zwei
Kanile integriert werden, sodass die Probe durchgepumpt werden kann, oder aber durch
Rotation und gleichzeitige translatorische Bewegung. In der vorliegenden Arbeit wurde
letzteres benutzt. Bei intensiven transienten Signalen kann der Uberlapp der Anreg- und
Abtastpulse auf das Probensignal optimiert werden.

Zur Auswertung wird das auf Seite [33] beschriebene auf IDL 6.0 basierende Programm
z20 benutzt. Auf die Korrektur der kohérenten Artefakte um den Zeitnullpunkt durch
die Subtraktion des Losungsmittelsignals wurde verzichtet, da die Residuen immer noch
signifikante Einfliilsse dieser Artefakte aufweisen. Die beschriebene Auswertung iiber
die Summe an Exponentialfunktionen wurde daher auf Verzogerungszeiten > 0,3 ps
beschrankt.

3.5 Fluoreszenz-Aufwirtskonvertierung

Um selektiv Information iiber die Lebensdauer angeregter Zustéinde zu erhalten, ist
die zeitaufgeloste Fluoreszenz-Spektroskopie das Mittel der Wahl. Da die Lebensdauer
im Allgemeinen im Bereich weniger hundert Femtosekunden bis hin zu einigen zehn
Nanosekunden (Fluoreszenzfarbstoffe) liegt, benétigt man Methoden, die eine solche
Zeitauflosung bereitstellen. Fiir den Zeitbereich >100 ps wird heutzutage routinemé-
fsig ein als Zeitkorreliertes Finzelphotonenzihlen (TCSPC, engl. time-correlated single
photon counting) bezeichnetes Experiment benutzt. Dieses rekonstruiert das zeitliche
Abklingen der Fluoreszenz aus der Einzelzdhlstatistik der eingehenden Photonen. Fiir
die Auflésung schnellerer Fluoreszenzzerfille verwendet man Methoden, die auf dem
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Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie basieren. Hierbei wird die Probe mit einem
kurzen Anregpuls in den angeregten Zustand gehoben. Die Photonen der resultierenden
spontanen Fluoreszenz interagieren iiber einen nichtlinearen Prozess in einem geeigneten
Medium mit einem zweiten Puls, dem Gatepuls, auch Torpuls genannt. Der zeitliche
Verlauf der Fluoreszenz kann nun analog zur transienten Absorptionstechnik durch die
zeitliche Verzogerung des Gatepulses abgetastet werden. Der fiir die Detektion wichtige
nichtlineare Prozess kann auf zwei Arten durchgefiihrt werden. Beim sogenannten Kerr
Gating werden die Fluoreszenz und der Gatepuls in ein Kerr-Medium, z.B. Quarzglas,
eingestrahlt. Der Gatepuls erzeugt eine transiente Anisotropie, die die linear polarisierte
Fluoreszenz in einen elliptischen Polarisationszustand tiberfithrt. Durch einen Polari-
sationsfilter kann das Fluoreszenzlicht abgetrennt werden, wobei es nur bei zeitlichem
Uberlapp mit dem Gatepuls auf einer CCD (Charge-coupled Device)-Zeile abgebildet
wird. Die andere Moglichkeit ultraschnelle Fluoreszenzen aufzunehmen besteht in der
Fluoreszenz- Aufwartskonvertierung. Hierbei wird die Fluoreszenz mit dem Gatepuls in
einem nichtlinearen Kristall iiberlappt. Bei geeignetem Winkel kann die Phasenanpas-
sung fiir den Prozess der Summenfrequenzgenerierung (Siehe hierzu auch Kapitel
eingestellt werden. Ein kleiner und zeitlich definierter Teil der Fluoreszenzphotonen wird
hierdurch spektral vom Rest der Fluoreszenz abgetrennt und kann so selektiv detek-
tiert werden. Die Zeitauflosung dieser Methode ist durch die Kreuzkorrelation zwischen
Anregungs- und Gatepuls gegeben, die sich leicht durch Messung des Aufwértskonvertie-
rungssignals der Anregung bestimmen lasst.

Gegeniiber dem Kerr-Schalter hat die Fluoreszenzaufwértskonvertierung den Nachteil,
dass pro Messung nur eine Wellenldnge und nicht das ganze Fluoreszenzspektrum
gleichzeitig aufgenommen werden kann. Man hat jedoch den Vorteil, dass man nicht den
enormen Streulichtuntergrund, der vom Gatepuls herriihrt, unterdriicken muss.

Benutzter Aufbau

In dem in dieser Arbeit benutzten Aufbau stand das auf Seite 24] beschrieben Spektra
Physics Lasersystem, mit in einem Bereich von 760nm - 840nm durchstimmbaren
Laserpulsen von ca. 150fs, als Pulsquelle zur Verfiigung.

Die Anregung kann dabei, wie schon bei den transienten Absorptionsmethoden be-
schrieben (Kapitel , durch vielfiltige nichtlineare Methoden wie dem NOPA, der
Frequenzverdoppelung oder der Summenfrequenz aus NOPA und Laserfundamentalen
gewahrleistet werden. Es wird mit Pulsenergien von 100 nJ - 500 nJ und einem Fokaldurch-
messer von etwa 200 pm in die Probe fokussiert. Die Probe wird wahrend der Messung
transversal bewegt um die Akkumulation von Photoprodukten zu verhindern. Uber
einen hinter der Probe befindlichen Strahlstopper wird das transmittierte Anregungslicht
geblockt. Zudem kann je nach Probe das Streulicht durch Buntglasfilter unterdriickt
werden. Die Fluoreszenz wird durch einen Off-Axis-Paraboloiden aufgefangen und durch
einen weiteren baugleichen Paraboloiden in den Aufwértskonvertierungskristall (BBO,
z.B. 0 = 51°, d = 0,1lmm) fokussiert. In diesem wird die Fluoreszenz mit dem Gatepuls
(Laserfundamentale, 120 1J) in einem Winkel von 13,5° iberlagert [121]. Das erhaltene
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Femtosekunden
Laser
>
TCSPC
Wellenldngen- Z&hlkarte
konversion
Anregungs-
puls | Probe SFG | PMT—l
Verzégerungs- |'|/‘
strecke : | I Fluo Doppelmono-
chromator
Gatepu\s

Abbildung 3.9: Schematischer Aufbau der Fluoreszenzaufwartskonvertierung.

Summenfrequenzsignal wird durch eine Linse parallelisiert und durch eine Modenblende
raumlich von dem Anregungs- und Gatepuls getrennt. Uber eine weitere Linse werden die
aufwartskonvertierten Photonen in den Doppelmonochromator fokussiert. Die Detektion
entspricht der eines Einzelphotonenexperiments (Becker und Hickl, MSA-1000). Eine
Integration iiber das Signal ergibt die aufwértskonvertierte Fluoreszenzintensitit. Die
Zeitauflosung des Experiments wird wie oben beschrieben {iber eine Verzégerungsstrecke
(Physik-Instrumente, M 531 DD) gewéhrleistet. Im vorliegenden Fall wird der Strah-
lengang des Gatepulses auf einer maximalen Verschiebestrecke von 30 cm (entspricht
2 ns) variiert. Hierbei kénnen Daten sowohl auf einer linearen, als auch logarithmischen
Zeitskala aufgenommen werden.

Auswertung der Messung

Zur Auswertung des wihrend der Messung gemittelten Fluoreszenzsignals wird das
Unterprogramm MULTIVIEW aus dem auf IDL 6.0 basierenden Programmpaket z20
benutzt. Hier kénnen zur Datenevaluation dem Signal eine Summe von Exponential-
funktionen angepasst werden.

tp tcc
2 ¢ 1+erf 2 — T
Af4(>‘Pr0be»tD) = Zai()‘Probe) exp (CC - D) : (tCC’ : ) (333)

2 .
et 4r; T 2

Der Anstieg bei t =0 wird iiber die Errorfunktion angepasst, die abhéngig von der
Kreuzkorrelationsbreite to¢ zwischen Anregungs- und Gatepuls ist. Zur Bestimmung der
Kreuzkorrelationbreite wird wahrend der gesamten Messung die Autokorrelation (Details
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siehe [116]) des Gatepulses mitbestimmt und in die Auswertung als invariabler Faktor
iibernommen.

Bei Annahme zweier anndhernd gaufsformiger Pulse kann die Kreuzkorrelation auch
mit einer Gauhfunktion beschrieben werden.

42

t) =exp —5

f(t) =exp 53

In der gewédhlten Definition dieser Funktion entspricht w der Standardabweichung o.

Definiert man die Kreuzkorrelationsbreite als Halbwertsbreite (FWHM engl., full width
at half maximum), so ergibt sich diese zu:

(3.34)

FWHM =toe =2-Vind-w=~ 2,35 w (3.35)
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4 Laserblitzlichtphotolyse

So einfach wie maglich. Aber nicht ein-
facher.
Albert Finstein

Die schon 1949 von Norrish und Porter [122] eingefiihrte Blitzlichtphotolyse ist ein
héufig eingesetztes analytisches Verfahren zur Untersuchung der Kinetik von kurzle-
bigen Zwischenprodukten photochemischer Reaktionen bis in den Zeitbereich weniger
Nanosekunden (1079s). Mittels eines Laserblitzes werden dabei Spezies erzeugt und
ihre Konzentration via optischer Absorption in Abhéngigkeit von der Zeit verfolgt. Die
Zeitauflosung der Messung hingt im Wesentlichen von der Bandbreite des Detektions-
systems sowie der Pulsdauer der verwendeten Pump-Lichtquelle ab. Aus dem zeitlichen
Verlauf der Absorption lassen sich durch die Anpassung eines kinetischen Modells die
Zeitkonstanten der ablaufenden Prozesse ermitteln. Aus Messungen bei verschiedenen
Temperaturen ergeben sich deren Aktivierungsenergien.

4.1 Experimenteller Aufbau

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Blitzlichtphotolyse-Aufbau mit den in Abbildung[4.1]
dargestellten Komponenten verwendet.

Anregungsquelle

Als Pumpquelle dient ein Nd:YAG-Laser (Spitlight 600, Innolas Laser GmbH). Hierbei
handelt es sich um einen Festkorperlaser, bei dem das aktive Medium aus mit Nd>*
dotiertem Yttrium-Aluminium-Granat (YAG; Y3Al5012) besteht. Etwa 1% der Y3+-
Ionen wurden durch Nd®* ersetzt. Hohere Konzentrationen an Nd3*-Ionen fithren zum
Quenchen des obersten angeregten Zustands iiber Aufwértskonvertierungsprozesse.

Die optischen Eigenschaften des als Nd:YAG bezeichneten Materials werden von den
Nd3*-4f-Elektronen bestimmt. Diese koppeln nur relativ schwach an das Gitter des
Granatkristalls. Die elektronischen Zustdnde werden daher in guter Naherung durch die
LS-Kopplung und die Hundschen Regeln beschrieben [123]. Hiernach koppeln die drei
f-Elektronen des Nd**-Tons im Grundzustand zu dem maximalen Gesamtspin S = 3/2
und dem Gesamt-Bahndrehimpuls L =3+ 2+ 1=6. Aus dem *I-Multiplett wird wegen
der weniger als halb besetzen Schale der Grundzustand bei J=9/2 erwartet. Durch die
anisotropen Kristallfelder der lokalen Umgebung wird zudem die magnetische Entar-
tung in der m-Quantenzahl aufgehoben. Die Kopplung an die Gitterschwingungen fiihrt
schlieklich zu homogen verbreiterten Multipletts. Die strengen Dipolauswahlregeln des
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des Blitzlichtphotolyseaufbaus. Ap = Blende, L. = Lampe,
L1 = Konvexlinse, M(Ag) = Silberspiegel, MC = Monochromator, OPO = optisch parametrischer
Ostzillator, Oszi = Speicheroszilloskop, P = Probe, PMT = Photomultiplier

freien Atoms (Al = £ 1) werden durch die (schwache) Kopplung der elektronischen
Zustdnde an die Umgebung des elektrischen Kristallfeldes aufgehoben, was eine Mischung
von 4f und 5d - Zustdnden verursacht. Die Energie-Verschiebung durch diese Wechsel-
wirkung ist eher gering. Beim strahlenden Zerfall iiberwiegt aber die Dipolkopplung
und verkiirzt die Lebensdauern der Zustande dramatisch in den Bereich einiger ps. Man
beobachtet daher intensive Absorption und Fluoreszenz auf Ubergiingen zwischen den
Feinstruktur-Niveaus.

Nd:YAG ist bis auf die Ausnahme des 946 nm-Ubergangs ein Vier-Niveau-Lasersystem.
Gewdhnlich wird mit einer Pumpwellenldnge von 808 nm gearbeitet. Nach Anregung wird
das 4F, s2-Niveau sehr schnell durch phononische Relaxation bevolkert. Die Lebensdauer
dieses Laserniveaus wird zu 98% durch strahlende Zerfélle bestimmt und betragt 240 us.
Durch eine Anregung mit 869 nm kann aber auch direkt das 4F /2-Laser-Niveau bevolkert
werden. Der intensivste Laseriibergang findet im Ubergang zum *I;; /s2-Zustand mit
einer Wellenléinge von 1064nm statt. Das untere 41, s2-Niveau wird ebenfalls schnell
entleert. Weiterhin ist es auch moglich, den Nd:YAG-Laser auf langer- und kiirzerwelligen
Frequenzen (946 nm, 1123 nm, 1319 nm) zu betreiben. Hierfiir muss allerdings die intensive
1064 nm-Laserlinie im Resonator gefiltert werden. Uber Multiphotonenemission werden
die Populationen in den *I4 /2~ und 4115-Niveaus zum Grundzustand I, /2 transferiert.
Da die Lebensdauer der ersteren Zustéinde wesentlich geringer sind als die des letzten,
ist die Besetzung in diesen Zustanden vernachléssigbar klein.

Durch die Entwicklungen der letzten Jahrzehnte gibt es Nd:YAG-Laser in zahllosen
technischen Varianten. Das Pumpen des Kristalls kann mit Diodenlasern oder Hoch-
druck-Xenonlampen bewerkstelligt werden. Zudem ist es moglich den Laser sowohl
kontinuierlich (CW, fiir engl. continuous wave), wie auch gepulst zu betreiben. Puls-
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4.1 Experimenteller Aufbau
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des optisch parametrischen Oszillators. M1 = Pump Spiegel,
M End = Resonatorendspiegel, OC = Auskopplungsspiegel

betrieb wird hierbei entweder durch gepulstes Pumpen oder Giiteschaltung (Q-Switch)
erzielt. Die Giiteschaltung kann hierbei aktiv z.B. durch Pockelszellen oder akustooptische
Modulatoren, sowie auch passiv durch séttigbare Absorber betrieben werden.

In dem in dieser Arbeit verwendeten Nd:YAG-Laser wird der Oszillator iiber eine
Xenonblitzlampe gepumpt. Die aktive Giiteschaltung wird iiber eine Kombination aus
Pockelszelle (KD*P-Kristall) und Polarisator (zwischen Pockelszelle und Laserstab im
Brewster-Winkel) realisiert. Zusétzlich ist zwischen dem YAG-Stab und der Auskopplungs-
einheit ein mechanischer Shutter angebracht, der {iber einen Drehmagneten betrieben
wird. Dieser ermoglicht den Laserbetrieb mit unterschiedlichen Wiederholraten, indem
er den Laseroutput iiber eine externe Steuerung blockt. Zur weiteren Erhohung der
Ausgangsleistung wird der Laserstrahl anschlieffend in einen Verstirker eingekoppelt.
Zum Betrieb des optisch parametrischen Oszillators wird die Ausgangswellenldnge des
Lasers in einem nichtlinearen Kristall (KD*P, Typ I) auf eine Ausgangswellenldnge von
355 nm frequenzverdreifacht.

Der optisch parametrische Oszillator

Die parametrische Erzeugung von durchstimmbarer kohérenter Strahlung iiber sehr weite
Wellenlédngenbereiche ist von grofsem Interesse. Der optisch parametrische Oszillator
(engl. optical parametric oscillator, OPO) wird daher schon seit langem fiir diesen Zweck
benutzt. Ein optisch parametrischer Oszillator besteht aus einem nichtlinearen Kristall
innerhalb eines optischen Resonators. Ein Pumpstrahl der Frequenz vy, generiert unter
Beachtung von Energie- und Impulserhaltung iiber einen parametrischen Prozess (Siehe
hierzu auch Kapitel Photonen der Frequenzen vgignq und vigier. Da die Verstdarkung
abhéngig von der Phasenfehlanpassung Ak ist, kann man die Wellenldngen der Signal
und Idlerwelle durch Variation des Kristallwinkels durchstimmen.

Im vorliegenden Fall wurde ein optisch parametrischer Oszillator der Firma GWU La-
sertechnik (Preciscan) benutzt. Dieser benutzt als Pumpquelle den frequenzverdreifachten
(355 nm) Puls des Nd:YAG-Lasers. Die weiteren Einstellungen, wie die Kristallwinkel oder
den Austausch geeigneter Kristalle, wurde automatisiert iber ein Computerprogramm
betrieben. Es konnten Signalwellenldngen in einem Bereich von 410 nm — 709 nm und
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4 Laserblitzlichtphotolyse

Idlerwellenléngen von 710 nm — 2500 nm erzielt werden. Die mittlere Pulsliange liegt im
Bereich von 20 ns. Aufgrund grofser Divergenz in vertikaler Strahlrichtung wird ein Teil
des Laserspots mittels einer Blende selektiert (Durchmesser von 8 mm) und iiber ein Te-
leskopsystem parallelisiert. Die Anregung der Probe erfolgt 90° zum Abtaststrahlengang.
Es werden Anregungsenergien im Bereich von ca. 4mJ erzielt.

Abtastlicht und Detektion

Als Messlichtquelle diente eine Xenon-Lampe (LC-08, Hamamatsu), die einen Wellenlén-
genbereich von 390 nm bis 800 nm abdeckt. Ein Monochromator mit einer Auflésung
von ca. 3 nm selektierte vor der Probe die Messwellenldnge. Es wurde darauf geachtet,
dass moglichst wenig Messlicht auf die Probe fillt, um aktinische Effekte zu vermeiden.
Der zweite Monochromator nach der Probe diente der Abtrennung von Streulicht. Die
Detektion erfolgte iiber einen Photomultiplier (Photosensor H6780-02, Hamamatsu).
Die Triggerung der Messungen erfolgte durch Streulichtanteile des Anregungspulses.
Das Signal wurde iiber ein digitales Speicheroszilloskop mit einem einstellbaren Daten-
punktabstand aufgezeichnet.

4.2 Datenevaluation

Da die Daten in einem sehr groften Zeitbereich mit linearem Punkt-zu-Punkt-Abstand
aufgenommen wurden, mussten sie nachbehandelt werden. Hierzu wurde ein in der
Programmiersprache LabVIEW geschriebenes Datenreduktionsprogramm verwendet.

Dieses Programm bietet die Méglichkeit die Daten im kiirzesten Zeitbereich mit der im
Oszilloskop ausgewéhlten Zeitaufldsung zu belassen und generiert mit einer auswahlbaren
Anzahl an Schritten einen exponentiell ansteigenden Datenpunktabstand ab einem
spéateren Zeitpunkt.

linear exponentiell

A A
4 N

|_| Zeit

t

end

t

start

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der Datenreduktion

Die Intensitaten werden hierbei zwischen den vom Programm berechneten exponenti-
ellen Zeitpunkten nach folgender Formel gemittelt.

tend .
Zi:tstart IZ

ntend - ntstart

1(7) = (4.1)

20



4.3 Temperaturabhéingige Messungen

Der gemittelte Intensitatswert wird ¢ zugeordnet.

tend - tstart

t= 4.2
; (12)
Abschlieffend berechnet das Programm aus den nun reduzierten Intensitdtswerten mit

Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetz die Absorptionsdnderungen.

AA = —log GO) (4.3)

Fiir den Wert Iy werden die vor dem Zeitnullpunkt gemessenen Intensitatswerte gemittelt.

4.3 Temperaturabhingige Messungen

Schon Ende des 19. Jahrhunderts fanden Van’t Hoff [124] und Arrhenius [I125] durch die
Analyse von chemischen Reaktionen heraus, dass es in einem begrenzten Temperaturbe-
reich einen Zusammenhang zwischen der Reaktionsgeschwindigkeit k£ und der Temperatur
T gibt. Die Erhhung der Temperatur hatte eine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit
zur Folge.

—EB,
Ink = ik 44
nE="pr (4.4)

R entspricht hier der universellen Gaskonstante und E, der Aktivierungsenergie, d.h. die
Energie, die ein Teilchen bendtigt um reagieren zu konnen. Die Aktivierungsenergie wurde
im gewdhlten Ansatz als temperaturunabhingig angesehen. Ebenfalls als temperatur-
unabhéngig wird der sogenannte Haufigkeitsfaktor H betrachtet. Der Letztgenannte
wird aber bei hohen Temperaturen signifikant temperaturabhéngig, sodass die Arrhenius-
Gleichung hier nicht mehr gilt. Giiltigkeit hat die Arrheniusgleichung formal nur fiir
Gasreaktionen.

Eine erweiterte Beschreibung des Zusammenhangs zwischen Temperatur und Reakti-
onsgeschwindigkeit bietet die Eyring-Gleichung [126], die auch auf Reaktionen in Lésung
angewandt werden kann. Formal beruht diese Gleichung auf der Theorie des Uber-
gangszustand, die besagt, dass eine Reaktion iiber eine Zwischenstufe, den sogenannten
Ubergangszustand, bzw. aktivierten Komplex, verliuft. Am Beispiel einer bimolekularen
Reaktion bedeutet dies:

A+ B :: 774 *2 (4.5)

—1
Die Edukte A und B sind vom Produkt P durch eine Energiebarriere getrennt,
deren Maximum als Ubergangszustand UZ* bezeichnet wird. Der Ubergangszustand
stellt eine instabile molekulare Anordnung dar, in der Bindungen gel6st und gebildet
werden, d.h., es besteht ein thermodynamisches Gleichgewicht zwischen aktiviertem
Komplex und den Reaktanden. Wenn die Energiebarriere durch das Vorhandensein von
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4 Laserblitzlichtphotolyse

ausreichend Aktivierungsenthalpie iiberwunden werden kann, wird das Produkt gebildet.
Die Geschwindigkeit der Reaktion ist proportional zur Konzentration des aktivierten
Komplexes. Fiir die zeitliche Anderung der Konzentration des Ubergangszustands gilt:

d[U 7%
dt

= i [A][B] — k1[0 2Y] — ko[ 2V (4.6)

Da sich die Komponenten k;[A][B] und —k_[UZ%] aufheben ist die Bildung des
Produktes durch folgende Gleichung gegeben.

o )
dc[zf I —d[ZtZ I koU Z*) (4.7)

ko ist Uiber die statistische Thermodynamik definiert. Dabei wird angenommen, dass
der Ubergangszustand eine Lebensdauer 7 von einer Schwingungsperiode hat. Die Le-
bensdauer des aktivierten Komplexes ist gerade die Zeit, die von den sich ndhernden
Edukten gebraucht wird, um die Strecke A des Energieprofils mit einer Geschwindigkeit
v zu durchdringen (De Broglie-Beziehung):

S
v om- w2

(4.8)

Nur die Bewegung in Richtung der Reaktionskoordinate (Translation) fiihrt zur Produkt-
bildung. Da die Geschwindigkeitskonstante ko durch ks = % und die Translationsenergie
entlang einer Koordinate durch %va = %k: BT gegeben ist, erhélt man

kT

k
2 h )

(4.9)

wobel kp die Boltzmann-Konstante ist, T die Temperatur in Kelvin und h die Planck-
Konstante. Unter Beriicksichtigung des Massenwirkungsgesetz [UZ%] = K* . [A] - [B]
erhilt man fiir Gleichungd.7]

_dUZY kT

= - K*%.[A]-[B] (4.10)

Fiir die Gesamtreaktion ergibt sich somit eine Geschwindigkeitskonstante von

kp-T
k=2 Kt (4.11)
h
Mit der van’t Hoffschen Gleichung fir die Gleichgewichtskonstante K
AG
K= - 4.12
exp ( RT) (4.12)
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4.3 Temperaturabhéingige Messungen

erhélt man die Eyring-Gleichung in der Form:

kp-T ( AGi>
k = exp

h ~RT
kp-T AHY + T ASH
= e 4.1
5 exp ( BT (4.13)
Durch die Umformung in
kg-T\ AHt ASt
1 =1 —
nk " < h ) RT TR
k kg AHY  ASH

wird deutlich, dass man durch die Auftragung von ln% gegen % aus der Steigung direkt
die Aktivierungsenthalpie AH? erhilt. Die zugehorige Aktivierungsentropie AS* lisst

sich iiber den Achsenabschnitt ATSI +1In <I%B) berechnen.
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5 Tieftemperatur-Experimente

Die reinste Form des Wahnsinns ist es,
alles beim Alten zu lassen und gleich-
zeitig zu hoffen, dass sich etwas dndert.

Albert FEinstein

Neben der Moglichkeit sehr schnelle Dynamiken in Echtzeit mit den in den vorange-
gangenen Kapiteln beschriebenen zeitaufgelosten Methoden zu beobachten, kann man
alternativ Reaktionen iiber eine Reaktionsfithrung bei tiefen Temperaturen so verlangsa-
men, dass sie nun auf einer Zeitskala von wenigen Millisekunden bis hin zu mehreren
Sekunden ablaufen. Der Zusammenhang zwischen der die Dynamik beschreibenden
Geschwindigkeitskonstante £ und der Temperatur 7" ist hierbei beispielsweise iiber die
von Savante Arrhenius empirisch hergeleitete Gleichung

k=A.c it (5.1)

gegeben. Hierbei ist F4 die Aktivierungsenergie, R die universelle Gaskonstante und A
der priaexponentielle Faktor oder auch Frequenzfaktor.

Aufgrund von Eisbildung bei Temperaturen < 0°C, kénnen die zu untersuchenden Pro-
teinproben bei tieferen Temperaturen nicht in ihrer natiirlichen Umgebung, der fliissigen,
meist wéssrigen Phase beobachtet werden. Fiir das Umgehen dieser Problematik sind zwei
Moglichkeiten etabliert. Einerseits kann das Protein in einem Glycerol-haltigen Puffer
gemessen werden. Diese hochviskose Mischung bildet beim Tieffrieren einen glasartigen
Zustand. Der Glasiibergang wird in der Literatur mehr oder weniger willkiirlich als
derjenige Punkt in der Druck-Temperatur-Ebene definiert, an dem die Viskositat der
Fliissigkeit den Wert 10'? Pas annimmt. Zum Vergleich: Wasser hat unter Normalbe-
dingungen eine Viskositdt von etwa 1 mPas, nicht-kristalliner Honig von typischerweise
1Pas.

Eine alternative Probenhandhabung bei tiefen Temperaturen ist die Herstellung von
Proteinfilmen. Hierfiir muss das Protein in Lipiden/Vesikeln rekonstituiert sein. Eine
hochkonzentrierte Menge einer solchen Protein-Lipid-Mischung wird auf ein Halter-
material, das im zu beobachtenden Spektralbereich transparent sein sollte, aufgebracht.
Durch die geschickte Wahl der Auftragungs- und Trocknungsmethode kénnen geordnete
wie auch ungeordnete Proteinfilme mit unterschiedlichen Hydratisierungsverhéltnissen
hergestellt werden [I127HI30]. Die Natur der Probenpréparation sowie die experimentell
gewdahlten tiefen Temperaturen fiihren auch dazu, dass die Barrieren der beobachteten
Prozesse héufig nicht die gleichen sind, wie unter den fiir die kinetischen Messungen
benutzten Normalbedingungen. Gerade grofte Proteinbewegungen kénnen beispielsweise
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5 Tieftemperatur-Experimente

sowohl durch die Temperatur als auch durch teils kristallihnliche dichte Anordnung
eingeschrénkt sein.

5.1 Cryo-Trapping-Experimente im sichtbaren
Spektralbereich

Fiir die Tieftemperaturexperimente im sichtbaren Spektralbereich wurde ein selbstge-
bauter Kryostat eingesetzt, der in Abbildung skizziert ist.

Probenstab Neben den eingezeichneten Fenstern stan-
den zur Spektroskopie zwei weitere senkrecht
zum dargestellten Querschnitt zur Verfiigung.

JI\\ Jl Da der Kryostat nicht nur fiir die Spektro-
skopie im UV-vis-, sondern auch im Infra-

rotbereich ausgelegt ist, wurde fiir die inne-
ren und duferen Fenster 2 mm dickes CalFs-
Substrat benutzt. Die Dichtigkeit der Fenster
ist Grundvoraussetzung fiir eine problemlose
Temperierung. Die duferen Fenster konnten
iiber herkbmmliche Dichtungen vakuumdicht
verschlossen werden, die inneren Fenster wur-
den tber Indiumfolie verdichtet. Die Probe
wurde in Form eines Proteinfilms, der zwi-

S ticks tofftank

Kihls chlange schen zwei CaFy- Scheiben fixiert war, iiber

IFnen:Srteesr Gegenheizung einen Probenstab im Kryostaten in einem
\ / 45° Winkel zum Abtastlicht positioniert. Zur

[I Coar T [] Temperaturkontrolle enthélt dieser einen Pt-

Ql K3 AuBeres 100- Widerstandsdraht, der iiber ein Wider-

E;‘I’é’f” Vakuum Fenster standsmessgerat ausgelesen werden kann. Die

Temperatur wird iiber den Strom an fliissi-
Abbildung 5.1: Schematischer Aufbau des gem Stickstoff und einer Gegenheizung ge-
Eigenbau-Kryostaten. regelt. Hierdurch ist es moglich einen Tem-
peraturbereich von etwa 150 K bis 240 K mit einer Genauigkeit von 2 K einzustellen.
Um die Probe bei tiefen Temperaturen vor Kondensation von Wasser zu schiitzen wird
die Probenkammer mit Heliumgas gespiilt. Der beschriebene Kryostat wurde auf dem
Probenschlitten eines UV-vis Spektrometers (Specord S100, Analytik Jena) befestigt.
Differenzspektren (Probe pejichtet — Probe ynpetichtet) konnten in einem Bereich von 180 nm
bis 850 nm aufgenommen werden.

Durchfiihrung der Messung und Auswertung der Daten

Zur Messung von Retinalproteinen wurde ein Proteinfilm hergestellt. Hierfiir wurde
ein zentrifugiertes Proteinpellet, das aus ca. 50 ug Protein bestand, auf eine CaFs-
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5.1 Cryo-Trapping-Experimente im sichtbaren Spektralbereich

Tvon Lampe

F1, F2

S pektrometer

LQ — D
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Abbildung 5.2: Schematischer Aufbau des Tieftemperaturexperiments im sichtbaren Spektralbereich.
F1 und F2 = Filter, K = Kryostat mit Probe, LQ = Lichtquellen des Spektrometers, D = Detektor

Scheibe (Durchmesser = 20 mm, Dicke =2 mm) aufgetragen und unter Luftatmosphére
fiir einige Minuten angetrocknet. Ein ausreichend homogener Film wurde erhalten, in dem
man eine zweite CaFa-Scheibe aufpresste. Die erhaltenen Schichtdicken liegen in einem
Bereich um 5 ym - 10 ym. Der Wassergehalt der Proben wurde im FTIR Spektrometer
nachgepriift. Die praparierten Filme weisen in der Regel reproduzierbare Wasser/Amid I-
zu Amid II-Banden in einem Verhéltnis 2:1 auf. Die Probe wurde iiber einen Probenstab
im Kryostaten in einem 45° Winkel zum Abtastlicht positioniert.

Eine Messung wurde nach nachfolgend beschriebener Prozedur durchgefiihrt: Die
Probe wurde ohne Messlicht auf ca. 150 K temperiert. Bei dieser Temperatur wurde
ein Spektrum der unbelichteten Probe genommen, das als temperaturunabhéngiges
Referenzspektrum diente (Probe ypperichtet). Die Probe wurde nun fiir 60s belichtet.
Hierzu wurde eine Hg-Xe-Lampe (LC-4-02, Hamamatsu) in Kombination mit einer
Filterkombination (Thorlabs, fiir PR: 500 nm Kurzpassfilter + 550 nm Langpassfilter)
benutzt, deren Licht iiber eine Linse 90° zum Messlicht in den Kryostaten eingekoppelt
wurde. Wahrend der Aufwirmperiode wurden alle 3 bis 4 K Spektren (Probe pejichtet)
aufgenommen. Der Effekt des Messlichts auf die aufgenommen Spektren ist aufgrund
der geringen Intensitét vernachléssigbar. Eine Temperaturrampe ohne Belichtung zeigte
lediglich Signale im Bereich von < 1mOD.

Die erhaltenen temperaturabhéngigen Spektren wurden iiber die Baseline-Funktion
des Programmes Origin 7.5 streulichtkorrigert. Von den Spektren, die nach Belichtung
aufgenommen wurden (Probe pejichtet), wurde das Dunkelspektrum (Probe yppe— richtet)
subtrahiert. Man erhélt hierdurch temperaturabhéngige Differenzspektren. Die Visuali-
sierung wurde mit dem bereits beschriebenen MULTIVIEW-Programm des Pakets z20
realisiert (Siehe Seite [33)).
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5 Tieftemperatur-Experimente

5.2 Cryo-Trapping-Experimente im mittelinfraroten
Spektralbereich

Um struktursensitive Informationen zu erhalten, sowie die fiir den Photozyklus von Re-
tinalproteinen charakteristischen Protonierungsreaktionen einzelner Aminosiuregruppen
beobachten zu kénnen, wurden Tieftemperaturexperimente im mittelinfraroten Spektral-
bereich durchgefiihrt. Da Infrarotspektroskopie auf Temperaturschwankungen wesentlich
sensitiver ist, wurden die Tieftemperaturexperimente mit einem kommerziell erhéltlichen
Stickstoff-Badkryostaten (Optistat DN, Firma Oxford Instruments) realisiert. Durch eine
automatische Steuerung wird bei diesem Kryostaten das Verhéltnis an Stickstoffstrom zu
Gegenheizung so geregelt, dass in einem Bereich von 77 K bis 310 K eine Temperatursta-
bilitdt von £ 0,1 K erreicht wird. Zur Kontrolle der Temperatur besitzt der Optistat DN
zwei Pt-100-Temperaturfiihler, die an beiden Enden des Probenstabs angebracht sind.
Um gute Temperaturiibertragung zu gewéhrleisten, war die Probenkammer wahrend der
Messungen mit Heliumgas gefiillt. Die Probe wurde wie bereits fiir die sichtbaren Tieftem-
peraturmessungen beschrieben als Film auf eine CaFs-Scheibe (Durchmesser = 12 mm,
Dicke = 2mm) aufgetragen.

TLampe

= F1, F2

>l

Faseranschlussl

p—

M ’/’~Q B D
L K

IR-S pektrometer

Abbildung 5.3: Schematischer Aufbau des Tieftemperaturexperiments im infraroten Spektralbereich.
D = Detektor, F1 und F2 = Filter, K = Kryostat mit Probe, L. = Linse, MI = Michelson-Interferometer

Da die Messungen iiber sichtbares Licht initiiert werden, musste der Kryostat auch fiir
diese Experimente mit Fenstern aus CaFa-Substrat bestiickt sein. Dies stellte sich als
problematisch heraus, da CaFy nicht als (inneres) Fenstermaterial kommerzieller Systeme
verwendet wird, da diese aufgrund hoher thermischer Spannungen haufig brechen. Das
Design dieser Fenster und die Abdichtung wurde daher in dieser Arbeit entwickelt. Zur
Abtastung der Reaktionsdynamik wurde ein Bruker IFS 66 FTIR-Spektrometer benutzt,
von dem allerdings lediglich das Interferometer und die Elektronik iibernommen wurden.
Der Probenraum wurde kontinuierlich mit Trockenluft gespiilt, um der Absorption
der Wasser- und COs-Banden entgegenzuwirken. Die Anregung wurde daher iiber eine
Faser ins Spektrometer eingekoppelt. Als Anregungsquelle diente eine Xenonlampe
(Hamamatsu, LC8-04), die mit einer Filterkombination (Thorlabs, fiir PR: 500 nm
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Kurzpassfilter + 550 nm Langpassfilter) bestiickt war, um die geeignete Wellenldnge zu
selektieren.

Durchfiihrung der Messung und Auswertung der Daten

Die Proteinfilmpraparation erfolgte auf eine der Prozedur der sichtbaren Tieftempera-
turmessungen dhnliche Weise. 6 - 10 uL. einer hochkonzentrierten PR-Lésung wurden
auf einem CaFg-Fenster kreisformig aufgetragen. Der Film wurde abgedeckt, ca. 30 min
angetrocknet und anschliefsend durch Anhauchen befeuchtet. Der Hydratisierungsgrad
und der pH-Wert wurden mit Hilfe von IR~ und sichtbarer Spektroskopie kontrolliert.

Anders als bei den sichtbaren Trapping-Experimenten wurden die Messungen im
infraroten Spektralbereich nur bei einer Temperatur durchgefiihrt. Eine Messung wurde
gestartet, indem die Probe fiir 60 s belichtet wurde. Die Abtastung erfolgte {iblicherweise
zwischen 2000 cm™! und 1000 cm ™! mit 4cm~! Auflésung. Je nach Temperatur und
Problemstellung wurden sowohl statische oder auch RapidScan-Experimente durchgefiihrt.
Beispielsweise wurde bei 77 K auf Grund der fehlenden Proteinkinetik nur ein einzelnes
Differenzspektrum mit 512 Mittlungen aufgenommen. Die RapidScan-Messungen wurden
mit einer Spiegelgeschwindigkeit von 280 kHz durchgefiihrt. Bei einer Mittlung von etwa
200 Interferogrammen erhielt man eine durchschnittliche Auflésung von 150 ms. Die
Datenakquisition erfolgte mit der Brukersoftware OPUS. Ein typischer Datensatz ist in
nachfolgender Abbildung dargestellt.

2 min
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Abbildung 5.4: Darstellung eines RapidScan-Spektrums mit den darin enthaltenen transienten Spektren
sowie transienten Absorptionsénderungen.

Die Daten wurden in Matlap und Origin weiterverarbeitet. Dies beinhaltet Basis-
linienkorrektur in Form einer Offsetkorrektur, Berechnung von transienten Absorpti-
onsénderungen bei verschiedenen Wellenzahlen (griin) sowie Darstellung einzelner oder
gemittelter transienter Spektren (schwarz).
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5.3 Kombinierte IR /vis-Tieftemperaturexperimente

Da die Intermediatszuordnung bei Retinalproteinen im allgemeinen auf dem sichtbaren
Absorptionsmaximum beruht und eine Bandenzuordnung fiir die untersuchten Proben
im infraroten Spektralbereich nicht vorhanden war, wurde ein Tieftemperaturexperiment
konstruiert, in dem die Antwort des Proteins und des Retinalchromophors simultan auf-
genommen werden kann. Dieses basiert auf dem im vorherigen Abschnitt beschriebenem
IR-Experiment. Da der Platz in der Probenkammer des IR-Spektrometers begrenzt ist,
wurde das sichtbare Spektrometer tiber Faseroptik integriert.

tLampe

= F1, F2

L L <>
, Faseranschluss
Lampe @=— — — — L
T 7= — TS
Faser- :" MI ?~ - —I]A&' \\ D
anschlusse | °'Q = SE—
D - L K L(Kol)

IR-S pektrometer

Abbildung 5.5: Schematischer Aufbau des kombinierten IR /vis- Tieftemperaturexperiments im infra-
roten Spektralbereich. D = Detektor, F1 und F2 = Filter, K = Kryostat mit Probe, L = Linse, L(Kol)
= Kollimatoren, MI = Michelson-Interferometer

Als Lichtquelle diente hierbei eine Kombination aus Xenon- und Deuteriumlampe (DH-
2000, Micropack Inc.), die iiber eine Linse in eine Quarzfaser (Kerndurchmesser 0,1 mm,
Avantes) eingekoppelt und durch eine Optik kollimiert in einem Winkel von 10° zum
IR-Strahl durch die Probe gelenkt wurde. Eine weitere Faser gleicher Bauart sammelte
das Messlicht und leitete es in den Detektor (MCS 55 multichannel spectrometer module,
Carl Zeiss). Die sichtbaren Spektren wurden in einem Spektralbereich von 380 - 650 nm
mit einer Integrationszeit von 300 ms aufgenommen. Es wurden jeweils 10 Spektren
gemittelt. Der leere Kryostat wurde als Referenz benutzt. Um Streueffekte zu korrigieren
wurden den Rohspektren folgende Funktion

A+B-1¢ (5.2)

abgezogen. Aus den korrigierten Absorptionsspektren wurden mit Hilfe des Programm-
pakets Origin 7.5 Differenzspektren (Probe pejichtet - Probe ynpelichtet) gebildet.
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6 Bakteriorhodopsin als Referenzsystem

Das Wichtigste ist es, nicht mit den
Fragen aufzuhdren.
Albert Einstein

Bakteriorhodopsin (BR) ist ein 26 kDa grofses Retinal-haltiges Transmembranprotein,
das Anfang der 1970er Jahren in halophilen Archaeen entdeckt wurde [I31} 132]. Als
lichtgetriebene, auswérts-gerichtete Protonenpumpe konvertiert BR die Energie von
griinem Licht in einen elektrochemischen Protonengradienten, der von der ATP-Synthase
zur Erzeugung von ATP genutzt wird [16], 2] T33-I35]. Dieses Zusammenspiel wird in
der Literatur auch als halophile Photosynthese bezeichnet. Als Modellsystem fiir die
chemiosmotische Kopplung sowie fiir Transportprozesse in Proteinen im Allgemeinen
wurde BR in den letzten vier Dekaden umfangreich untersucht. Diesen Studien kam
dabei die einfache Handhabung und hohe Stabilitat des Proteins zu Gute. Da BR in
allen nachfolgend diskutierten Studien als Referenzsystem benutzt wird, soll auf den fol-
genden Seiten kurz auf fiir den Protonentransport wesentliche strukturelle Eigenschaften
eingegangen werden. Danach erfolgt die Beschreibung des Photozyklus, wobei aufgrund
des Schwerpunkts dieser Arbeit der Fokus auf die Primédrdynamik gelegt wurde. Die
Informationen wurden im wesentlichen folgenden Review-Artikeln und den enthaltenen
Referenzen entnommen [16, 211, [133].

6.1 Die Struktur

In der Zellwand ist BR in Form von Trimeren in eine hexagonale, zweidimensionale
kristalline Struktur eingebettet [132] 136], die wegen ihrer Farbung Purpurmembran
genannt wird. Kryo-Elektronenmikroskopie an zweidimensionalen BR-Kristallen machte
deutlich, dass das Protein aus sieben Transmembran-Helices (als A-G bezeichnet) aufge-
baut ist, die iiber kurze Loops verbunden sind. In der Mitte der geformten Struktur ist
der Chromophor iiber eine Schiffbase kovalent an einen Lysinrest (Lys-216) der Helix G
gebunden [I37], der das Protein in einen cytoplasmatischen und extrazellulédren Halbkanal
aufspaltet. Die Entwicklung der Kristallisation in kubischen Lipidphasen ermdoglichte
die Anzucht von hochwertigen dreidimensionalen BR-Kristallen [I38]. Die Auflosung
der Rontgenstruktur verbesserte sich dabei mit den Jahren von 2,30 A [I39] iiber 1,90 A
[140] auf 1,55 A [34]. Die Kristallstruktur zeigte, dass die protonierte Schiffbase, von
der der Protonenpumpprozess ausgeht, sowie das als primérer Protonenakzeptor fun-
gierende Asp-85 durch ein Wassermolekiil (W-402) getrennt sind. Der extrazelluldre
Halbkanal weist daneben sieben weitere Wassermolekiile auf, die zusammen mit den
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6 Bakteriorhodopsin als Referenzsystem

Abbildung 6.1: Kristallstruktur von BR nach Liicke et al. [34] (pdb 1C3W). Links ist das Peptidriick-
grad in der Cartoon-Darstellung gezeigt. Die Schiffbasenverkniipfung von Retinal und Lys-216 ist in
grau eingezeichnet. In der rechten Darstellung der Struktur sind die Seitenketten der wichtigsten am
Pumpvorgang beteiligten Aminoséure zusétzlich farblich gekennzeichnet. Zur besseren Darstellungen ist
die Helix F von Ser-163 bis Ser-193 nicht gezeigt.

polaren Aminoséureseitenketten von Asp-85, Asp-212, Thr-89, Trp-86, Tyr-83, Tyr-57,
Tyr-185, Arg-82, Glu-194 und Ser-193 ein dreidimensionales Wasserstoffbriickenbindungs-
netzwerk bilden, das von der Schiffbase bis zur Proteinoberfliche reicht. Eine Vielzahl an
Studien beweisen, dass diese Aminosduren alle am Protonenfreilassungsprozess beteiligt
sind. Im Gegensatz hierzu weist die Grundzustandskristallstruktur kein Wassercluster
im cytoplasmatischen Halbkanal auf. Dies ist erstaunlich, da durch den Transfer des
Protons vom priméren Protonendonor Asp-96 zur Schiffbase ein hydrophober Bereich von
10-12 A iiberwunden werden muss. Das fiir den Protonentransfer durch diesen Proteinteil
benotigte Wasserstoffbriickennetzwerk muss daher transient gebildet werden.

Als weitere Besonderheit stellten die Strukturen heraus, dass vier der sieben Helices
Unregelméfigkeiten, bzw. Schleifen (sogenannte Kinks) aufweisen. Die Diskontinuititen
in den Helices B, C und F sind auf Proline zuriickzufiihren, wohingegen das Abknicken
in Helix G beim Retinal-verkniipfenden Lys-216 Wasserstoffverbriickungen der Riickgrat-
Carbonylgruppen zugeschrieben werden muss. Dieses bis dato nicht bekannte Struktur-
motiv wurde 7-Bulge genannt [34]. Die Grundzustandskristallstrukturen geben wie gezeigt
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6.2 Der Photozyklus

bereits Hinweise darauf iber welche Aminosaureseitenketten das durch die Anregung des
Retinals getriggerte Pumpen von Protonen ablduft. Fiir den wirklichen Ablauf sind aber
dynamische Messungen unabdingbar. Auch die Strukturen der Reaktionsintermediate
sind von eminenter Bedeutung. Diese konnten in den letzten Jahren mit Hilfe spezifischer
Belichtung bei tiefen Temperaturen sowie durch Mutationen erhalten werden [141H148)].
Eine Ubersicht iiber diese Strukturen bietet nachfolgende Referenz [149].

6.2 Der Photozyklus

Nach Anregung durchlduft BR mehrere, verschieden stabile Intermediate, bevor es
nach etwa 30 ms wieder den Grundzustand erreicht. Diese als Photozyklus bezeichnete
Abfolge von Reaktionen wurde durch unterschiedlichste biophysikalische Methoden
untersucht. Die konformationellen Anderungen des Chromophors sowie des Proteins
haben signifikante Verschiebungen des sichtbaren Absorptionsmaximums zur Folge. Die
unterschiedlichen Absorptionsmaxima sind dabei kennzeichnend fiir das jeweilige Photo-
intermediat. Diese werden mit den dem Alphabet folgenden Buchstaben (H, Is60, Jeo00)
K590, Lss0, M410, N53o und Oggp bezeichnet [I50], was fiir viele anderen Retinalproteine
iibernommen wurde. Dem Photozyklus vorgeschaltet ist die sogenannte Lichtadaption.
Hierbei verschiebt sich das in Dunkelheit vorliegende Verhéltnis an all-trans-15-anti- und
13-cis-15-syn-Retinal von 1:1 [151] 152] fast vollstandig auf die all-trans-Konfiguration
[1511 153].

Die Retinalisomerisierung

Die photoinduzierte Reaktion, die die Bildung des ersten Grundzustandsintermediats K
beschreibt, wird als Primérreaktion bezeichnet. In ihr findet vornehmlich die Retinaliso-
merisierung statt, die eine pH-unabhéngige Quantenausbeute von 0,65 aufweist [I54HI57].
Schwingungsspektroskopie [155, 158, [159] und Kristallstrukturanalysen [141], [142] konn-
ten zeigen, dass der Chromophor hiernach in der 13-cis-15-anti-Konfiguration vorliegt.
Die Kristallstrukturen lassen je nach Praparation des K-Zustands unterschiedliche struk-
turelle Auswirkungen auf die Aminosdureseitenketten der Retinalbindetasche sowie die
umgebenden Wassercluster erkennen. Klar ist aber, dass dieser Zustand hochenergetisch
ist, da er die nachfolgenden Reaktionen antreibt.

Schon frithe Experimente mit Pikosekunden-Zeitauflosung machten klar, dass die
Isomerisierung auf einer sub-Pikosekunden-Zeitskala ablauft [160-164]. Transiente Ab-
sorptionsmessungen im sichtbaren Spektralbereich mit Femtosekunden-Zeitauflosung
konnten Mitte der 1980er Jahre dann zeigen, dass die Dynamik mit einer schnellen
Bewegung aus dem Franck-Condon-Bereich (100 fs-200 fs) beginnt, auf die die Deakti-
vierung des angeregten Zustands mit 500 fs folgt [165, [166]. Ein Relaxationsprozess auch
als J — K Ubergang bezeichnet schlieft die Primérdynamik ab. Dieses Ergebnis wurde
im folgenden durch weitere transiente Absorptionsmessungen sowie Resonanz Raman-
Experimente validiert [I67HI69]. Demgegeniiber beobachteten Gai et al. [I70] einen
biphasischen Zerfall des angeregten Zustands, bei dem die eine Komponente (0,2 ps) der
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6 Bakteriorhodopsin als Referenzsystem

Produktbildung zugeschrieben wurden, die andere (0,75 ps) jedoch nicht produktbildend
sein soll. Ahnliche Zeitkonstanten wurden auch in zeitaufgelosten Fluoreszenzmessungen
gefunden. Sie wurden dort aber nicht als verzweigte Si-Deaktivierungspfade diskutiert
[I7IHI73]. Die in allen Messungen beobachtete kurze Lebensdauer des angeregten Zu-
stands von einigen wenigen hundert Femtosekunden steht im Einklang mit der sehr
geringen Fluoreszenzquantenausbeute von 1,3 x 10~% [174} [175)].

Zur Interpretation der beobachteten Reaktion aus dem Franck-Condon-Bereich (H-
Zustand) tber die schwingungsrelaxierte Population im angeregten Zustand (I-Spezies)
zum isomerisierten (schwingungs-)heifen Chromophor(J-Zustand) und dem vollstandig
relaxierten K-Intermediat wurden mehrere Modelle aufgestellt. Hierbei war die primére
Frage iiber welche Reaktionskooordinaten die Isomerisierung verlauft. Belege fiir die
einzelnen Modelle konnten iiber zeitaufgeloste Schwingungsspektroskopie erlangt werden,
da hierdurch gezielt die einzelnen Moden beobachtet werden.

Die Zwei-Zustands-FEin-Moden-Modelle

Die einfachsten Modelle gehen vom Grundzustand (A,) und dem ersten angeregten
Zustand (B,) aus. Man bezeichnet diese Modelle daher auch als Zwei-Zustands-Modelle.
Sie werden in der Behandlung der Dynamik des ersten angeregten Zustands sowie der
Anzahl der Reaktionskoordinaten unterschieden. Dasf einfachste Modell ist dementspre-
chend ein Ein-Moden-Modell eines Zwei-Zustands-Systems, bei dem die Isomerisierung
rein iiber die Torsion um die C13=C14-Doppelbindung beschrieben wird. Man unter-
scheidet hierbei inertiale und iiberddmpfte Modelle. In der inertialen Beschreibung der
Retinalisomerisierung zerféllt der elektronisch angeregte Zustand schnell gegeniiber der
Schwingungsrelaxation [I76]. Bei den iiberddmpften Modellen wird das Schwingungs-
gleichgewicht im angeregten Zustand hingegen (in unterschiedlichem Ausmaf) vor dem
Ubergang in den Grundzustand erreicht[I65] 168, 177].

>
>

Energie
Energie

all-trans 13-cis all-trans 13-cis

> >

Cy3- Cy, Torsionskoordinate C,3- Cy, Torsionskoordinate

Abbildung 6.2: In der Literatur vorgeschlagene Zwei-Zustands-Ein-Moden-Modell der Primérreaktion
von BR. Links ist der geddmpfter Fall gezeigt, das rechte Modell beschreibt den inertialen Fall. Die
Modelle sind den Abbildungen in den Referenzen [168] und [I76] nachempfunden.
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Die reaktive Potentialflaiche des angeregten Zustands fiihrt das angeregte all-trans-
Retinal barrierelos zum 13-cis-Photoprodukt. Die 100—-200 fs Dynamik reprasentiert in
diesem Fall die geddmpfte Torsionsbewegung aus der Franck-Condon-Region, die von
Schwingungsdephasierung und Relaxation entlang der barrierelosen Torsionskoordinate
begleitet wird. Schon um das Jahr 1990 konnte durch Resonanz Raman-Messungen
eindeutig gezeigt werden, dass die Isomerisierung und damit die Bewegung auf der
Torsionskoordinate im sub-Pikosekunden-Bereich ablauft [167, 178, [179]. Die mit der Zeit
immer weiter verbesserte Zeitauflosung von Raman- und IR-Experimenten erlaubt es
mittlerweile fiir die Bildung der charakteristischen 13- cis-C-C-Schwingung um 1190 cm™!
eine Zeitkonstante von 500 fs anzugeben [169] [180) [181]. Es ist hingegen zu bezweifeln,
dass das Wellenpaket aus dem Franck-Condon-Bereich direkt iiber die Torsionsmode
relaxiert.

Die Zwei-Zustands-Zwei-Moden-Modelle

Eine vergleichende Studie der Dynamik des angeregten Zustands an BR mit natiir-
lichem all-trans-Retinal, sowie einem kiinstlichen Retinal-Chromophor, bei dem die
Isomerisierung iiber ein Ringsysteme blockiert ist, stellte heraus, dass beide Systeme
den gleichen zeitlichen Anstieg sowie eine identische spektrale Charakteristik im Be-
reich der Absorption des angeregten Zustands und der stimulierten Emission aufweisen
[182-184]. Die Torsionsbewegung konnte somit als primére Koordinate ausgeschlossen
werden, sodass die schnelle Bewegung aus der Franck-Condon-Region einem anderen
Freiheitsgrad zugeschrieben werden musste. Die beobachtete schnelle Blauverschiebung
der C=C-Streckschwingung in Raman-Messungen befiirwortete eine Interpretation in
Richtung einer Streckbewegung des Retinal-Geriists [185].

Dieser Befund wurde in den Zwei-Zustands-Zwei-Moden-Modelle beriicksichtigt, in
denen die Isomerisierung neben der Torsionsmode zuséatzlich tiber die hochfrequente
C=C-Streckkoordinate [I86-189] verlauft. Die Modelle beruhen auf ab initio-Rechnungen
von Minimalretinalmodellen. Mit Hilfe dieser konnte gezeigt werden, dass das Wellenpa-
ket nach Anregung den Franck-Condon-Bereich iiber die Relaxation der konjugierten
Kohlenstoftkette in Richtung eines stationdren Punktes verlasst. Die Isomerisierung findet
anschlieftend auf dem angeregten Zustand entlang der Torsionskoordinate statt. Der
Grundzustand wird iiber einen konischen Schnitt erreicht.

Das Zweti-Zustands- Viel-Moden-Modell

Die Multidimensionalitdt der Reaktionskoordinaten im angeregten Zustand wurde durch
anti-Stokes Raman-Messungen (CARS, engl.: coherent anti-Stokes Raman spectros-
copy) bewiesen, in denen gezeigt wurde, dass die Bildung des J-Intermediats neben
der C=C-Streckschwingung noch iiber angekoppelte HOOP-Moden (engl.: hydrogen
out of plane) verlauft [I90HI94]. Diesem Resultat nimmt sich das sogenannte Zwei-
Zustands-Viel-Moden-Modell [195] an. Das Modell enthélt neben der Torsions- und
C=C-Streckkoordinate noch mehrere hochfrequente Moden, wie die HOOP-Mode. Auch
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6 Bakteriorhodopsin als Referenzsystem

hier ist die C=C-Streckmode die primér angesprochene Schwingung. Die Uberschussener-
gie wird im Verlauf der Reaktion sukzessive iiber intermolekulare Schwingungsrelaxation
oder intramolekulare Energieabgabe an niederfrequente Moden weitergegeben. Die Iso-
merisierung ist durch die Kopplung der Torsion an den angeregten Zustand beschrieben.
Der isomerisierte Zustand soll innerhalb von 3,5 ps erreicht werden.

68m
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Abbildung 6.3: Das Zwei-Zustands-Viel-Moden-Modell der Primérreaktion von BR. Die Graphik
wurde Referenz [195] entnommen.

Das Drei-Zustands-Modell

Neben den aufgezeigten Zwei-Zustands-Modellen werden in der Literatur zudem noch
Drei-Zustands-Modelle diskutiert [196] [197]. Diese beziehen zusétzlich noch den zweiten
angeregten Zustand (2A,) mit ein. Es kommt dabei zu einer starken nichtadiabatischen
Wechselwirkung zwischen den ersten beiden angeregten Zustédnden nahe der all-trans- und
13-cis-Geometrie und einer schwachen Wechselwirkung zwischen dem ersten angeregten
Zustand und dem Grundzustand nahe der 90°-Geometrie. Dies bedeutet, dass Barrieren
entlang der Torsionskoordinate existieren. Die experimentell gefundene 100 -200 fs Zeit-
konstante wird auf die Bewegung aus dem Franck-Condon Bereich bezogen. Jedoch ist die
primédre Mode die Torsion, was sich wie oben beschrieben als nicht richtig herausgestellt
hat. Die aufgrund von Wechselwirkungen entstandene Barriere in der S;-Potentialfliche
wird in Richtung des konischen Schnitts innerhalb von ca. 0,5 ps iiberwunden. Man
erreicht das J-Intermediat, welches nach diesem Modell dem angeregten Zustand zuge-
schrieben wird. Die Reaktion zum K-Intermediat findet innerhalb von 3-5 ps statt. Die
beschriebene vermiedene Kreuzung zwischen den angeregten Zustanden konnte jedoch in
theoretischen Rechnungen anderer Gruppen nicht validiert werden [177) 188]. Zur Zeit
werden alle gezeigten Modelle in der Literatur kontrovers diskutiert. Auf Details kann
an dieser Stelle nicht eingegangen werden. Dies zeigt aber, dass die Priméarreaktion von
BR trotz der Vielzahl an theoretischen und experimentellen Ansétzen nicht komplett
verstanden ist.
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Abbildung 6.4: Das Drei-Zustands-Modell der Primérreaktion von BR. Die Graphik wurde den
Abbildungen in den Referenzen [I70], [198] nachempfunden.

Die nachfolgenden langsamen Schritte des Photozyklus

Das nach der Isomerisierung bzw. dem K-Intermediat beobachtete L-Intermediat ist
durch eine Verdrehung der Ci3=Ci4und der C15=N Doppelbindungen gekennzeichnet.
Die Schiffbase ist dabei immer noch iiber ein Wassermolekiil (W402) mit dem priméren
Protonenakzeptor Asp-85 verbunden [143]. Die Kristallstruktur zeigt weiterhin anfangli-
che konformationelle Anderungen der H-verbriickten Seitenketten und Wassercluster. Die
im FTIR-Spektrum beobachtete Stérung einer Asp- oder Glu-Seitenkette ((-) 1740 cm™1)
kann der Verschiebung der Position der Phenylringe von Phe-219 und Phe-42 zugeordnet
werden [199, 200]. Es folgt der Ubergang zum M-Intermediat, bei dem das Proton der
Schiffbase an den priméren Protonenakzeptor Asp-85 abgegeben wird. Diese Protonierung
kann im Infrarotspektrum durch die Bildung einer positiven Bande bei 1762 cm™!
lisiert werden [201], 202]. Zudem wird die Freisetzung eines Protons in die extrazellulére
Oberflache beobachtet. Dieses stammt entweder von einem Komplex aus Glu-194 und
Glu-204 oder einem Wasser-Netzwerk in der unmittelbaren Ndhe von Arg-82, Glu-194
und Glu-204 201, 203]. Die Abgabe des Protons in die sogenannte Bulkphase ist bei
pH-Werten > 5,8 nach 1 ms erkennbar [204-206]. Rammelsberg et al. konnten zeigen, dass
dies bei einen pH-Wert < 5.8 erst beim spéteren Zerfall des O-Intermediats passiert [201].
Die Deprotonierung der Schiffbase dufsert sich im sichtbaren Absorptionsspektrum durch
die Bildung eines blau-verschobenen Intermediats, das bei etwa 410 nm absorbiert [207].
Aufgrund der spektralen Separation von den iibrigen rot-verschobenen Intermediaten
wird dies héufig als verlasslicher Indikator fiir das M-Intermediat benutzt. Kinetische
Studien konnten zeigen, dass die mit der Deprotonierung der Schiffbase einhergehenden
(De-)Protonierungsreaktionen saurer Aminosiureseitenketten und konformationellen An-
derungen individuelle Kinetiken besitzen. Im Photozyklus von BR werden daher haufig
zwei bis drei M-Intermediate (M!, M2 und M?’) dargestellt.

Da die Schiffbase durch den cytoplasmatischen Halbkanal reprotoniert wird, muss
der BR-Photozyklus einen Schritt enthalten, bei dem die Zugénglichkeit des Proteins

visua-
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Abbildung 6.5: Der Photozyklus von BR bei pH-Werten > 6. Die Intermediate sind mit Indizes
versehen, die das Absorptionsmaximum des jeweiligen Zustandes angeben.

gedndert wird. Die Identifikation dieses sogenannten Switch-Schrittes wurde in den
letzten Jahren durch eine Vielzahl an Studien vorangetrieben. Dabei wurde diskutiert,
ob sich (a) das Retinal durch die Deprotonierung von Asp-85 wegdreht [208], (b) sich
lediglich der Stickstoff der Schiffbase umorientiert [209], (c) eine Bewegung von Helix C
dazu fiithrt, dass Asp-85 von der Schiffbase wegbewegt wird [210], (d) ein OH™-Ion durch
die Dissoziation eines Wassermolekiils (W-402) in den cytoplasmatischen Halbkanal
iibergeht und dort als Protonakzeptor fungiert [144] oder (e) der pK, von Asp-85 nach
der Protonenfreisetzung an der extrazelluldren Oberflache signifikant ansteigt, sodass
Asp-96 der bessere Protonendonor ist [203], 211]. Die eindeutigsten experimentellen Belege
gibt es fiir einen Zwei-Schritt-Prozess aus den Annahmen (b) und (e) [212] 213].

Die Reprotonierung der Schiffbase erfolgt im nachfolgenden Ubergang zum N-Inter-
mediat im Bereich von Millisekunden. Das Proton wird hierbei iiber Wassercluster vom
Protonendonor Asp-96 iibertragen [214-216]. Der Transfer des Protons erfordert dabei,
dass der pK, von Asp-96 von einem Wert von etwa 11 im Grundzustand auf ungefihr 8
erniedrigt wird [217, 2I8]. Der Einfluss des hydrostatischen und osmotischen Drucks auf
diesen Reaktionsschritt zeigt, dass die bendtigte Hydratisierung des cytoplasmatischen
Halbkanals transient erfolgt [219] 220]. Der Transfer des Protons erfolgt wahrscheinlich
tiber einen Grotthus-Mechanismus [221]. Die Verkippung der cytoplasmatischen Enden
der Helices F und G sowie deren Auswirkungen auf die Schleife zwischen Helix E und
F zeugen von den dramatischen Auswirkungen der Hydrophobizitdtsénderungen auf
die Struktur des Proteins [222-227]. Die Reprotonierung des priméren Protonendonors
Asp-96 findet im Ubergang zum O-Intermediat statt [228]. Die sechs sauren Aminoséuren
auf der cytoplasmatischen Oberfliche Asp-46, Asp-38, Asp-102, Asp-104, Glu-161 und
Asp-166 dienen hierbei als eine Art Protonenfalle und sorgen dafiir, dass diese ins
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Protein gelangen [229-231]. Insbesondere Asp-38 wird hierbei eine entscheidende Rolle
zugesprochen [232]. Die Reisomerisierung des Retinals findet auf der gleichen Zeitskala
wie die Reprotonierung von Asp-96 statt, sodass man annehmen kann, dass beide Prozesse
gekoppelt sind. Man geht dabei davon aus, dass die Reprotonierung des Protonendonors
die cytoplasmatische Orientierung der N-H-Bindung der Schiffbase destabilisiert und
somit die Reisomerisierung katalysiert [145]. Die deutlichen Schwingungsbanden im
Bereich der HOOP-Mode des O-Intermediats zeigen, dass das gebildete all-trans-Retinal
noch leicht verdreht vorliegt [233]. Diese Verdrillung entspannt sich bei der Riickbildung
des urspriinglichen Grundzustands. Hierbei wird auch der primére Protonenakzeptor
Asp-85 wieder deprotoniert, sodass die urspriingliche Ladungsverteilung um die Schiffbase
wieder hergestellt ist. Die Beobachtung einer positiven Carboxylatschwingungsbande
wahrend der Lebensdauer des O-Intermediats wurde dahingehend interpretiert, dass
diese Deprotonierung iiber Asp-212 ablauft [234], 235].

Beschreibung des Protonentransports iiber das Local-Access- und das
IST-Modell

In der Literatur haben sich zwei Modelle zur Beschreibung des Protonentransports
durchgesetzt.

Das “Local-Access-Modell” [212] 213], 236] besagt, dass die lokale Geometrie des aktiven
Zentrums im stabilen Ausgangszustand entweder zur extrazelluldren oder zur cytoplasma-
tischen Seite des Proteins ausgerichtet ist. In den meta-stabilien Intermediaten fluktuiert
sie hingegen zwischen beiden Seiten. Diese verénderliche Zugénglichkeit ermdoglicht es
somit den Donor- und Akzeptorgruppen wihrend der Lebensdauer der Intermediate
Protonen aufzunehmen bzw. abzugeben. Die systematische Anderung der pK,-Werte
dieser Gruppen durch Vorgénge wie Protonenfreisetzungen oder grofte Konformationsén-
derungen fiihrt so zu unidirektionalem Protonentransport.

Im sogenannten “IST-Modell” [237], 238] wird der Photozyklus iiber eine Abfolge von
drei Schritten beschrieben, ndmlich der Isomerisierung (I), dem Schalten der Zugénglich-
keit (engl.: Switch, S) und dem Transfer eines Protons (T). Das Modell basiert dabei
auf zwei Annahmen. Erstens wird vorausgesetzt, dass der Isomerisierungszustand des
Retinals die Zugénglichkeit der Schiffbase festlegt. Die all-trans-15-anti-Konfiguration
fiihrt beispielsweise dazu, dass das Schiffbasen-Proton in Richtung des extrazellularen
Kanals zeigt. Die lichtaktivierte Isomerisierung induziert somit einerseits eine Anderung
der Zugénglichkeit, andererseits auch einen Ionen-Transferprozess. Als zweite Annahme
gilt, dass der Transfer- und der Switch-Prozess zwei voneinander unabhéngige Prozesse
sind. Die relativen Ratenkonstanten entscheiden, welcher Prozess zuerst ablauft, wodurch
letztendlich auch die eindeutige Richtung des Transports festgelegt wird.
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7 Der Photozyklus des bakteriellen
Proteorhodopsins

Es ist schwieriger eine vorgefasste Mei-
nung zu zertrimmern als ein Atom.
Albert Einstein

7.1 Einleitung

Im Jahre 2000 wurde in unkultiviertem ~-Proteobakterium aus der Monterey Bay das
erste bakterielle Rhodopsin entdeckt. Als prokaryotisches Retinalprotein wurde dieser
Stamm Proteorhodopsin (PR) genannt |27, 28]. Seit dieser Zeit wurden ca. 800 unter-
schiedliche PR-Varianten in diversen marinen Habitaten gefunden, deren Hauptfunktion
das lichtgetriebene Pumpen von Protonen darstellt [29] 239, 240]. Es zeigte sich, dass die
PR~Varianten in zwei Klassen unterteilt werden kénnen: Die Mitglieder der einen Klasse
kommen im oberen Bereich der euphotischen (lichtdurchfluteten) Zone des Meeres vor und
werden aufgrund ihres Absorptionsmaximums griin absorbierende PRs (GPRs) genannt,
wahrend die am Rande der euphotischen Zone in etwa 75 m Tiefe gefundenen Mitglieder
der zweiten Klasse aufgrund ihrer Absorptionseigenschaften als blau absorbierende Proteo-
rhodopsine (BPRs) bezeichnet werden. Die unterschiedlichen Absorptionscharakteristika
wurden auf das in den verschiedenen Meerestiefen unterschiedliche Frequenzspektrum des
Sonnenlichts zuriickgefithrt (natiirliche Selektion). Es stellte sich jedoch heraus, dass sich
die beiden Klassen, obwohl sie eine Sequenziibereinstimmung von >78 % aufweisen [241],
auch in ihren photochemischen Eigenschaften unterscheiden [28| 30, 241H245]. Die GPRs
weisen einen schnelleren Photozyklus auf (GPR:~30ms, BPR: ~200 ms) und verfiigen
iiber eine wesentlich h6here Protonenpumpaktivitat. Es wird daher diskutiert, ob BPRs
eine eher regulatorische Rolle spielen als am Energiegewinnungsprozess beteiligt zu sein
[245]. Unterstiitzt wird diese These durch Strukturmodellberechnungen, die besagen, dass
die Tertidrstruktur von BPRs deutlich besser durch die Struktur eines sensorischen Re-
tinalproteins (Sensorrhodopsin II (SRII)) beschrieben werden kann, wihrend die Sequenz
von GPRs eine hohere Ubereinstimmung mit der Kristallstruktur der Protonenpumpe
Bakteriorhodopsin (BR) aufweist [246]. Interessanterweise zeigte sich, dass man durch die
Substitution einer Aminosaureseitenkette (L105Q) das Absorptionsmaximum sowie die
Photozykluscharakteristika von GPRs in die der BPRs {iberfithren kann. Die umgekehrte
Mutation von BPR (Q105L) fiihrt zwar zu einem rot-verschobenen Absorptionsma-
ximum, die Beschleunigung des Photozyklus kann hiermit aber nicht erreicht werden
[241, 245], 247]. Die weite Verbreitung verbunden mit den unterschiedlichen Funktionen
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

zeigt die Wichtigkeit dieser Proteine in der euphotischen Zone. Es ist zu vermuten, dass
sie ein nicht zu vernachlassigender Faktor des phototrophen Energiegleichgewichts der
Biosphare sind. Bis heute sind daher eine Vielzahl an biologischen und spektroskopischen
Untersuchungen an PRs durchgefiihrt worden. So wie die meisten Studien sind auch die
in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente an GPR aus SAR-86 y-Proteobakterien
gemacht worden. Die nachfolgenden Darstellungen beziehen sich daher alle auf diese
Spezies, die der Einfachheit halber nun PR genannt wird.

Zur Klarung der Funktion eines Proteins sind strukturelle Informationen meist unab-
dingbar. Allerdings konnten fiir PR bis jetzt nur Einblicke in den strukturellen Aufbau
iiber Rasterkraftmikroskopie (AFM, engl. atomic force microscopy) sowie Elektronen-
mikroskopie (EM) gewonnen werden [248, 249], wohingegen die Struktur auf atomarer
Ebene ungelost bleibt. In jliingster Zeit kommen hierzu einige Festkorper-NMR-Studien,
die iiber gezieltes Isotopenlabeling und 2D-Techniken Informationen {iber Wasserstoft-
briickenbindungen in der Bindungstasche, die Protonierungszustiande von Aminoséuren,
Helix-Strukturen und Sekundérstrukturelemente lieferten [249-252]. Auch mittels FTIR-
Differenzspektroskopie konnten Einblicke in die am Protonenpumpvorgang beteiligten
Aminosduren und deren Verkniipfung erlangt werden [30, 243], 253H260] .

Um weitere Einblicke in die Struktur von PR zu bekommen, wurde die Aminoséurese-
quenz iiber das sogenannte Homologiemodelling einer bereits gelosten Kristallstruktur
eines Rhodopsins angepasst, das eine hohe Sequenzhomologie zu PR aufweist. Hierfiir
kommen fiir PR sowohl die archaebakterielle Protonenpumpe Bakteriorhodopsin (BR) als
auch das als Sensor fungierende Sensorrhodopsin II aus dem Organismus Natronomonas
pharaonis (NpSRII) in Frage. Wie bereits oben erwihnt ist die Literatur einstimmig der
Meinung, dass die Sequenz der GPRs gut an die Struktur von BR angepasst werden kann,
wobei NpSRII das bessere Modell fiir BPRs darstellt [30, 241 246, 261]. Es konnte gezeigt
werden, dass die Aminoséuren, die bei BR am Protonentransport beteiligt sind auch bei
PR konserviert sind. Zu diesen Aminosduren gehéren neben der Schiffbasen-Bindung
des Retinalchromophors iiber einen Lysinrest (BR: Lys-216, PR: Lys-231) der primére
Protonendonor (BR: Asp-96; PR: Glu-108) sowie die Protonenakzeptorgruppe (BR:
Asp-85, Arg-82, Asp-212, PR: Asp-97, Arg-94, Asp-227). Die vorhergesagte Struktur
sowie der Aufbau der Bindetasche sind in Abbildung gezeigt.

Da man davon ausgehen kann, dass die molekularen Verkniipfungen der Seitenketten
iiber direkte Wasserstoffbriicken und Wassercluster in PR deutlich verschieden von de-
nen im BR sind, darf die aus dem Homologiemodell abgeleitete Struktur lediglich als
Modellstruktur betrachtet werden. Abweichungen zeigten sich bereits auf dem Level der
Oligomerisierung bzw. Aggregatbildung. Wahrend die iiber AFM erzeugten Topographien
fiir BR eine hexagonale Anordnung von Trimeren zeigten, wurden fiir rekonstituierte
PR 2D-Kristalle hauptséchlich Hexamere und ein geringer Anteil Pentamere gefunden
[248], 249, 262]. Weitere strukturelle Unterschiede konnten iiber spektroskopische Metho-
den erlangt werden. Die Gruppe von Kandori [256] 257] konnte beispielsweise zeigen,
dass nach der Isomerisierung des Retinals fiir BR und PR deutlich unterschiedliche
Blauverschiebungen der N-H- bzw. N-D-Streckschwingung der Schiffbase beobachtet
werden. Dies kann dahingehend interpretiert werden, dass die Schiffbase in PR nach
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7.1 Einleitung

Abbildung 7.1: Links: Durch Homologiemodelling an BR (PDB-Datenbank: 1C3W) vorhergesagte
Kristallstruktur von PR. Das Peptidriickgrat ist als Cartoon in pink dargestellt, der Retinalchromophor
als Stdbchenmodell in griin. Rechts: Einblick in die Retinalbindetasche. Die wichtigen Aminosduren
wie der Protonenakzeptorkomplex bestehend aus Asp-97, Asp-227, His-75 und Arg-94, die Schiffbasen-
verkniipfung am Lys-231 sowie der Protonendonor Glu-108 sind farblich kodiert.

Isomerisierung weiterhin wasserstoffverbriickt ist, wiahrend diese Bindung im Falle von
BR verloren geht. Uber Mutationsstudien konnte gezeigt werden, dass diese Wasser-
stoffbriicke entweder zum Asp-227 selbst ausgebildet wird oder ein Wassermolekiil diese
Bindung vermittelt. Weiterhin ergab die pH-abhéingige Verschiebung des sichtbaren
Absorptionsmaximums eine geringe Erniedrigung des pK,-Werts durch Mutation der
Arg-94 Seitenkette [263], wohingegen in analogen Experimenten an BR eine Erhéhung
des pK,-Werts um etwa 5 Einheiten beobachtet wird [264-266]. Dies weist auf eine
wesentlich schwéchere elektrostatische Kopplung zwischen Arg-94 und Asp-97 in PR hin
als dies fiir BR der Fall ist.

Der grofite, mit hoher Wahrscheinlichkeit auf strukturelle Verschiedenheiten zuriickzu-
fiihrende Unterschied zwischen PR und BR liegt im pK,-Wert des priméiren Protonenak-
zeptors. Dieser befindet sich fiir BR im sauren Bereich bei etwa pH 2 [133] 267], wihrend
fiir PR Werte zwischen 6,9 und 8,5 bestimmt wurden [30}, 255, 268| 269]. Die Pufferbe-
dingungen kénnen dabei einen enormen Einfluss auf den pK,-Wert haben [269, 270]. Es
wird diskutiert, dass ein hochkonserviertes Histidin (His-75), das sich in der Mitte der
transmembranen B-Helix befindet und eine direkte Wasserstoffbriicke zu Asp-97 haben
soll, einen grofen Beitrag zum deutlich erhohten pK,-Wert leistet [245, 251, 254], 261].
Ein homologes Histidin konnte in keinem archaealen Retinalprotein gefunden werden,
ist jedoch im verwandten Xanthorhodopsin (XR) aus dem Eubakterium Salinibacter
ruber enthalten. Die Kristallstruktur von XR, zeigt den auch fiir PR angenommenen Asp-
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

His-Komplex [271]. Die Klarung der funktionellen Aufgabe von PRs in der photischen
Zone wird durch die Tatsache erschwert, dass sich mit dem im Bereich des pH-Werts des
Meerwassers liegenden pK,-Wert von Asp-97 auch die Protonenpumprichtung umkehrt.
Unter alkalischen Bedingungen wird wie fiir BR ein nach auften gerichteter Protonenfluss
beobachtet [30} B3I, 242]. Im Gegensatz hierzu ist nach innen gerichtetes Protonenpumpen
bei sauren pH-Werten festgestellt worden [30], 31]. Diese funktionell beobachteten Un-
terschiede spiegeln sich auch in den Photozyklen bei alkalischen und sauren pH-Werten
wider. Schon die Primérreaktion, in der die Isomerisierung des Retinalchromophors von
der all-trans Konfiguration des Grundzustands [250, 268] in die 13-cis Konfiguration
[253], 257] stattfindet, weist eine deutliche pH-Abhéngigkeit auf.

C — N

Abbildung 7.2: Isomerisierungsreaktion in PR in der Stdbchendarstellung. Das im Grundzustand
vorliegende all-trans-Retinal geht nach Belichtung bei etwa 525nm in das 13- cis-Isomer iiber. Das
Heteroatom Sauerstoff ist in rot eingefarbt. Wasserstoffatome sowie Mehrfachbindungen sind nicht
gezeigt.

Huber et al. [272] und Lenz et al. [273| zeigten, dass die beobachtete Dynamik der
K-Intermediatsbildung durch einen aufgespaltenen S;-Deaktivierungpfad beschrieben
werden kann. In Anlehnung an BR wurde folgendes Isomerisierungsmodell aufgestellt:
Nach Anregung relaxiert die angeregte Population innerhalb von 150 fs aus dem Franck-
Condon-Bereich. Diese Wellenpaketsbewegung ist hauptséchlich mit der Streckkoordinate
der konjugierten Retinalkohlenstoffkette verkniipft. Es schliefst sich eine Torsionsbewe-
gung um die C13-C14 Bindung an, die die Population des angeregten Zustands zu einer
konischen Durchschneidung mit dem Grundzustand fiihrt. Nicht alle Molekiile erreichen
diese hierbei direkt. Ein Teil landet in einem Minimum auf der angeregten Potential-
hyperfliache, die durch eine Energiebarriere vom konischen Schnitt getrennt ist. Diese
Teilpopulation gelangt daher erst nach ein paar Pikosekunden zur konischen Durchschnei-
dung. Die festgestellten dynamischen Unterschiede zwischen der pH 9- und der pH 6-Probe
wurden als Verkippung der S;-Hyperfliche visualisiert, die zu unterschiedlichen Anteilen
an Molekiilen fiihrt, die direkt oder {iber das weitere Minimum zur konischen Durch-
schneidung gelangen. Weiter Einblicke in die Prozesse nach Photoanregung lieferte ein
bei pH 6 durchgefiihrtes Mehrpulsexperiment (Anreg- Abreg-Abtast-Spektroskopie, engl.:
pump-dump-probe spectroscopy) [274]. Dieses konnte ein Intermediat im Grundzustands
auflosen, das einer Fraktion nicht-isomerisierter Chromophore zugeordnet wurde. Gerade
die Molekiile, die dem langsamen Isomerisierungskanal folgen sollen laut Rupenyan
et al. [274] eine hohere Wahrscheinlichkeit haben diesen Zustand zu besetzen als den
isomerisierten K-Zustand. Die Depopulationszeit zur stabilen Ausgangskonformation via
Schwingungsrelaxation wurde mit 2 ps - 3 ps angegeben.

Wie die Isomerisierungsdynamik sind auch die nachfolgenden, thermisch getriebenen
Schritte pH-abhangig. Unter alkalischen Bedingungen wurden in mehreren Blitzlicht-
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photolyse- sowie StepScan- oder RapidScan-Experimenten [30}, 255, 260], 275H277] vier
Intermediate nachgewiesen, die in Analogie zu BR PRy, PRjs, PRy und PR genannt
wurden. Die Ubergangsraten variieren dabei abhéngig von den Priparationsbedingungen
wie Solubilisierung (Detergenzien), Rekonstitution (Art des Lipids), Wassergehalt in
Filmen und dem genauen pH-Wert (8,5 bis 10). Ubereinstimmend wurde jedoch berichtet,
dass keine reinen Intermediate, sondern Gleichgewichte mehrerer Spezies beobachtet
werden. Die Charakteristika des PR js-Intermediats bilden sich dabei auf Zeitskalen von
etwa 10 us bis 50 us. Die Gleichgewichte verlagern sich mit etwa 0,5 ms auf die spiten
Intermediate N und O. Die Dauer des kompletten Photozyklus wird in der Regel mit etwa
40 ms angegeben. Der Photozyklus bei sauren pH-Werten ist dadurch charakterisiert,
dass zwar alle rotverschobenen Intermediate PRy, PRy und PRo deutliche Signale
liefern, das M-Intermediat aber nicht beobachtet wird [30}, 277, 278|. Auch der Abbau des
K-Intermediats ist im Vergleich zu den alkalischen Proben mit etwa 200 us deutlich langer,
die Photozyklus-Turnover-Zeit ist jedoch im Rahmen der Messgenauigkeit gleich (30 ms
bis 40 ms). Fiir die hierzwischen liegenden Gleichgewichte sind unterschiedliche Uber-
gangsraten beobachtet worden, was wahrscheinlich an der Verwendung unterschiedlicher
Anpassungsmodelle liegt.

Da das M-Intermediat, das bei BR die Umkehr der Zugénglichkeit des Proteins (M;
— Ms), den sogenannten Switch-Prozess, repréasentiert und auch ein Hauptmerkmal des
von Friedrich et al. [30] vorgeschlagenen Pumpmechanismus ist, bei sauren pH-Werten
kinetisch nicht beobachtet wurde und die Umkehr der Pumprichtung von Dioumaev et
al. [242] an orientierten PR-Proben nicht nachvollzogen werden konnte, wurde der von
Friedrich et al. [30] vorgeschlagene vektorielle Protonentransport in der letzten Dekade
kontrovers diskutiert. Die vorliegende Arbeit nimmt sich unter anderem dieser Frage-
stellung mittels Tieftemperaturstudien des PR-Photozyklus an. Dariiber hinaus werden
die pH-Abhéngigkeit der Primdrdynamik mit Hilfe von ultraschneller Spektroskopie im
sichtbaren und infraroten Spektralbereich sowie Mutationen in der Bindetasche weiter
charakterisiert. Hierbei wird auch auf die Rolle des hochkonservierten Histidins genauer
untersucht.

7.2 pH-abhangige Isomerisierung des Retinalchromophors

Um das bereits bestehende Isomerisierungsmodell des Retinalchromophors in PR zu erwei-
tern, wurde die Primérreaktion pH-abhingig mittels transienter Absorption im infraroten
Spektralbereich untersucht. Es wurde hierbei der Schwerpunkt auf den Bereich zwischen
1490 cm ! und 1690 cm ™! gelegt, in dem die fiir den Retinalchromophor charakteristische
C=C-Streckschwingung sowie die C=N-Streckschwingung der Schiffbasenverkniipfung
beobachtet werden kann. Da in diesem Bereich aber starke Absorptionsbanden des
Losungsmittels (H2O) zu erwarten sind, wurden die Messungen in deuteriertem Wasser
durchgefiihrt. Um einen moglichen Isotopeneffekt auf die Si-Deaktivierungskinetik zu un-
tersuchen wurden zudem transiente Absorptionsmessungen im sichtbaren Spektralbereich
durchgefiihrt. Die erzielten Ergebnisse sind in folgende Publikation mit eingeflossen:

75



7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

Neumann, K., Verhoefen, M.-K., Weber, 1., Glaubitz, C. und Wachtveitl, J.
Initial reaction dynamics of Proteorhodopsin observed by femtosecond infrared
and visible spectroscopy. Biophys. J. (2008), 94: 4796-5907.

Experimentelle Vorgehensweise

Fiir die Ultrakurzzeitmessungen wurden solubilisierte PR-Proben benutzt, welche die
Arbeitsgruppe von Prof. C. Glaubitz, Universitidt Frankfurt, bereitstellte. Eine detaillierte
Beschreibung der Proteinexprimierung und Aufreinigung findet sich in [279]. Die Proben
wurden iiber Zentrifugalfiltrierung (Centriprep, 10kD cut-off, Millipore) in die gewiinsch-
ten Pufferbedingungen (20 mM TRIS, 100 mM NaCl) tberfiihrt. Der pH-Wert der Probe
wurde so gewahlt, dass der primére Protonenakzeptor Asp-97 vollstdndig protoniert
(pD 6,4) bzw. deprotoniert (pD 9.2) vorliegt (Abbildung [7.3). Die Konzentration der
Probe wurde fiir die Anreg-Abtast-Experimente im sichtbaren Spektralbereich auf eine
optische Dichte im Absorptionsmaximum von etwa 0,5 eingestellt, fiir die Experimente
im infraroten Spektralbereich auf eine optische Dichte von 0,2 bis 0,3.
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Abbildung 7.3: pH-Titration von PR in einem Mischpuffer aus jeweils 20 mM Citrat, Phosphat, Borat
und TRIS sowie 500 mM NaCl.

Sowohl die transienten Absorptionsmessungen im sichtbaren wie auch im infraroten
Spektralbereich wurden mit einer Anregungswellenlédnge von 525 nm durchgefiihrt. Diese
wurde in beiden Féllen {iber den nichtlinearen Konversionsprozess des NOPA-Aufbaus
realisiert. Die Pulsenergie lag fiir die Anreg-Abtast-Experimente im sichtbaren Spektral-
bereich bei 50nJ. Die Pulse wurden mit einem Fokaldurchmesser von etwa 100 pm in
die Probe fokussiert. Der Abtastpuls wurde in einem Saphir-Substrat erzeugt und ein
Messbereich von 430 nm bis 750 nm ausgewéhlt. Anreg- und Abtastpuls wiesen paral-
lele Polarisation auf. Um den Probenaustausch zu gewéhrleisten, wurde die Probe in
einer 0,1 mm dicken Quarzglaskiivette lateral bewegt. Das Abtastlicht der transienten
Absorptionsmessungen im infraroten Spektralbereich wurde iiber die in Kapitel
beschriebenen nichtlinearen Prozesse zwischen 1490 cm ™! und 1690 cm™! generiert. Fiir
die Anregung wurden im Bereich von 1490 cm~! bis 1580 cm ™! Pulsenergien von 100n.J
benutzt, wihrend die Pulsenergie im Bereich von 1590 cm™! bis 1680 cm ™! 400 nJ betrug.
Anreg- und Abtaststrahl waren auch in diesem Experiment parallel polarisiert. Die Probe
wurde in einer 50 um dicken Kiivette durch Translations- und Rotationsbewegungen
zwischen den Laserschiissen ausgetauscht.
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UV-vis-Absorptionsspektroskopie

Die statischen UV-vis-Spektren in deuteriertem Losungsmittel zeigen die in der Lite-
ratur bekannte pH-abhéngige Verschiebung des Absorptionsmaximums. Es sind keine
signifikanten Unterschiede zu den entsprechenden Spektren in HoO erkennbar. Man kann
daher davon ausgehen, dass der H/D-Austausch keine signifikanten Einfliisse auf die
Absorptionseigenschaften des Chromophors hat.

—-—-pH6,0 ——pD 6,4
—-—-pH9,0 ——pD 9,2

0

norm. Absorption

300 400 500 600 700
Wellenlange / nm

Abbildung 7.4: Vergleich der normierten Absorptionsspektren von PR unter alkalischen (schwarz) und
sauren (blau) Bedingungen. Die Spektren in HoO (strichpunktierte Linie) und D2O (durchgezogene
Linie) zeigen eine hohe Ubereinstimmung.

Transiente Absorptionsmessungen im sichtbaren Spektralbereich

Abbildung|7.5/gibt eine Ubersicht iiber die erhaltenen transienten Absorptionsinderungen
von PR bei pD 9,2 und pD 6,4 nach Photoanregung bei 525 nm. Hierbei sind positive
Absorptionsdnderungen rot kodiert und negative blau. Die x-Achse ist bis +1 ps linear
skaliert und wird danach logarithmisch weitergefiihrt.

Die Differenzspektren beider pD-Werte zeigen gut aufgeldste Beitriage in vier spektralen
Regionen. Ein positives Differenzsignal, das der Absorption des angeregten Zustands
zugeordnet werden kann, wird um 450 nm beobachtet. Die Signatur bildet sich direkt nach
der Anregung und zerfillt abhéngig vom pD-Wert auf einer 10 ps-Zeitskala. Am roten
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Abbildung 7.5: Transiente Absorptionséinderungen von solubilisiertem PR in D2O bei pD 9,2 und
6,4 nach Photoanregung bei 525 nm. Die Hauptbeitrdge entsprechen der Absorption des angeregten
Zustands, dem Grundzustandsbleichen, der Bildung des Photoproduktes sowie der stimulierten Emission.

7



7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

10

@ . R 475 nm @ ortie —

o ] o o o ~ o

T 54 & <

- ] & ;

8 8

EIL E
] 747 nm

L) ' DL ) LR "' LIS l""' LIS l""' -3 l LELEL l LELEL ) LI} llllll LI} llllll LI} llllll
-1 0 1 10 00 1000 -1 0 1 10 100 1000
Verzdgerungszeit / ps Verzégerungszeit / ps

Abbildung 7.6: Transiente Absorptionsidnderungen von solubilisiertem PR in D2O bei pD 9,2 (o) und
6,4 (¢) im Bereich der Absorption des angeregten Zustands (475 nm) und der stimulierten Absorption
(747nm). Die durchgezogenen Linien reprisentieren den globalen Fit der Daten.

Fliigel des beobachteten Wellenldngenbereichs (A > 700 nm) zeigen beide Proben negative
Absorptionsédnderungen, die der stimulierten Emission zugeordnet werden kénnen. Diese
erscheinen auch mit dem Zeitnullpunkt und zerfallen auf der gleichen Zeitskala wie die
Absorption des angeregten Zustands.

Der Contourplot der pD 9,2 Probe zeigt um 550 nm bei kurzen Verzogerungszeiten
das schwach negative Signal des Grundzustandsbleichens, das an der blauen Flanke fast
vollstdndig von der Absorption des angeregten Zustands iiberlagert wird. Nach dem
Zerfall dieses Si-Beitrags erscheint das Grundzustandssignal in Bezug auf das statische
Absorptionsspektrum blau verschoben, was daran liegt, dass sich auf einer 10 ps Zeitskala
um 570 nm ein weiterer positiver Beitrag aufbaut. Dieser kann der Absorption des ersten
Photoprodukts, des K-Intermediats, zugeordnet werden. Eine andere Charakteristik ist
bei der pD 6,4-Probe erkennbar. Das Grundzustandsbleichen ist hier aufgrund der im
Absorptionsspektrum rotverschobenen Bande deutlich zu erkennen. Hierdurch kommt es
aber auch zu einem wesentlich groferen Uberlapp zwischen der K-Photoproduktbande
und der Sp-Bleichbande, wodurch sich bei langen Verzogerungszeiten ein im Vergleich
zur pD 9,2-Probe wesentlich geringeres Differenzsignal ergibt.
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Abbildung 7.7: Transiente Absorptionsidnderungen von solubilisiertem PR in D2O bei pD 9,2 (o) und
6,4 (©) im Bereich des Grundzustandsbleichens (555 nm) sowie der Absorption des Photoproduktes
(611 nm). Die durchgezogenen Linien reprisentieren den globalen Fit.
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7.2 pH-abhéingige Isomerisierung des Retinalchromophors

Globale Fitanalyse der Kurzzeitdaten des sichtbaren Spektralbereichs

Um der beobachteten Dynamik Prozesse zuordnen zu kénnen, wurde eine globale Fit-
prozedur durchgefiihrt. Die Daten konnten optimal mit vier Zeitkonstanten angepasst
werden. Diese sind in Tabelle aufgefiihrt. Die kiirzeste Zeitkonstante von etwa 150 fs
wird im Folgenden nicht weiter diskutiert, da sie im Bereich der Zeitauflosung dieses
Experiments liegt und somit kohérente Effekte durch die Uberlappung von Anreg- und
Abtastpuls enthélt. Zudem sind in diesem Zeitbereich Wellenpaketsbewegungen und
die dynamische Stokesverschiebung zu erwarten, die nicht iiber eine monoexponentielle
Zerfallsfunktion beschrieben werden kénnen, sodass die Aussagekraft des zerfallassoziier-
ten Spektrums der kiirzesten Komponente fraglich ist. Die Zeitkonstante ist dennoch
notwendig, um die Daten optimal anzupassen.

T1/ps T2/ ps T3/ Dps Too
sol. PR pD9,2 <0.15 0,7 21 unendlich
sol. PR pH9,0 0.14 0,28 9,5 unendlich
rek. PR pH9,0 <0.2 0,4 8 unendlich
sol. PR pD 6,4 0,15 1,6 25 unendlich
sol. PR pH6,0 0,15 1,0 16,2 unendlich
rek. PR pH6,0 0,15 0,7 15 unendlich

Tabelle 7.1: Erhaltene Zeitkonstanten der globalen Fitanalyse der transienten Absorptionsdaten im
sichtbaren Spektralbereich von PR bei pD 9,2 und 6,4. Zum Vergleich sind die erhaltenen Zeitkonstanten
von Messungen an solubilisiertem und rekonstituiertem PR in undeuteriertem Puffer gegeben [272] [273].

Ein Vergleich der erhaltenen Zeitkonstanten mit denen aus transienten Absorpti-
onsmessungen von solubilisiertem und rekonstituiertem PR in HoO [272] 273] zeigt,
dass die erhaltenen Zerfallszeiten in deuteriertem Medium ungefdhr um einen Faktor
2 hoher liegen. Dies kann dem kinetischen Isotopeneffekt zugeschrieben werden und
ist in Ubereinstimmung mit kinetischen Studien von Szakacs et al. [280], die fiir die
Ionen pumpenden Retinalproteine Halorhodopsin (HR), BR und PR gezeigt haben, dass
Ubergiinge, bei denen keine Wasserstoffbriickenbindungen veréindert werden und/oder
keine Protonenbewegungen auftreten, moderate Isotopeneffekte von 1,5 bis 2 zeigen.

Die zerfallassoziierten Spektren der Zeitkonstanten 75 und 73 (Siehe Abbildung (7.8))
zeigen Beitrége des Zerfalls der Absorption des angeregten Zustands und der stimulierten
Emission. Der mit dieser Zeit verbundene Prozess ist daher die Depopulation des ange-
regten Zustands. Da zudem eine negative Amplitude im Bereich um 550 nm zu sehen ist,
findet mit diesen Prozessen auch die Riickpopulierung des Grundzustandes und/oder die
Bildung des K-Intermediats statt. Interessanterweise weist im Falle der pD 9,2-Probe
das Spektrum der m-Komponente die grofsere Amplitude auf, wiahrend fiir pD 6,4 das
Amplitudenspektrum der 73-Zeit deutlich dominiert. Dies kann so interpretiert werden,
dass der schnellere Si-Entvolkerungskanal im Alkalischen favorisiert wird, wihrend der
langsamere Kanal im Sauren préferiert ist.
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

Das zerfallassoziierte Spektrum der unendlich-Komponente spiegelt das Differenzspek-
trum bei 1,5ns wider. In beiden Féllen ist das Differenzsignal aus negativem Grund-
zustandsbleichen und positiver K-Intermediatsabsorption erkennbar. Die Amplitude
ist aber fiir die PR-Probe bei pD 9,2 signifikant hoher. Mogliche Erklarungen hierfiir
waren zum einen die verschobene Grundzustandsabsorptionsbande, sowie eine verdnderte
Quantenausbeute der K-Bildung. Hierauf wird detaillierter nach der Beschreibung der
transienten Absorptionsdnderung im infraroten Spektralbereich eingegangen.
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8 03 8 04
< ] W e P ] W
< ] < :
oD 9,2 4pD 6,4
S5 e -5 e
450 500 550 600 650 700 750 450 500 550 600 650 700 750
Wellenlange / nm Wellenlange / nm

Abbildung 7.8: Zerfallassoziierte Spektren im sichtbaren Spektralbereich von PR in D2O bei pD 9,2
und 6,4.

Transiente Absorptionsmessungen im infraroten Spektralbereich

Im infraroten Spektralbereich wurden transiente Absorptionsmessungen an PR-Proben
bei pD 9,2 und pD 6,4 im Bereich der C=C- (1490 cm ™! - 1580 cm 1), sowie der C=N-
Streckschwingung der protonierten Schiffbase (1590 cm~!~1680cm™!) durchgefiihrt.
Die Proben wurden dabei nacheinander unter Beibehaltung der optischen Geometrie
gemessen, sodass die Datensétze der einzelnen spektralen Bereiche direkt verglichen
werden konnen. Die beobachteten Banden wurden anhand von bereits publizierten
Tieftemperaturmessungen zugeordnet [30, 256, 257].

Abbildung m gibt einen Uberblick iiber die beobachteten Absorptionséinderungen.
Photoinduzierte Differenzbanden sind hierbei zu positiven Verzégerungszeiten zu beob-
achten, Effekte vor dem Zeitnullpunkt sind auf den gestorten freien Induktionszerfall
zuriickzufiihren. Das Signal um tp=0 ist neben diesen beiden Effekten noch durch
die Kreuzphasenmodulation zwischen Anreg- und Abtastpuls bestimmt. In blau ko-
lorierte Banden zeigen negative Absorptionsinderungen auf, photoinduzierte positive
Absorptionsdnderungen sind in rot dargestellt.

Im Bereich zwischen 1490 cm ™! und 1580 cm ™! ist fiir PR bei pD 9,2 nach Anregung
eine negative Bleichbande bei 1542 cm™! erkennbar, die, da zu negativen Verzogerungs-
zeiten ein Signal des gestorten freien Induktionszerfalls auftritt, der Depopulation einer
Schwingungsbande des Chromophors zugeschrieben werden muss. Im Einklang mit der
Literatur [30} 256l 257] wird sie der C=C-Streckschwingung des Retinalchromophors
zugeordnet. Wie Abbildung [7.10] anschaulich zeigt, geht das Bleichsignal auf einer 30 ps-
Skala zuriick. Das Maximum der Bleichbande verschiebt sich im Observationszeitraum
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Abbildung 7.9: Transiente Absorptionsdnderungen von PR in D3O bei pD 9,2 und 6,4 nach Anregung
bei 525 nm im Bereich von 1490 cm ™" bis 1680 cm™'. Hauptbeitriige entstammen den photoinduzierten
Anderungen der C=C- und C=N-Streckschwingung des Retinalchromophors.

auf 1548 cm™!, wobei sich auch die Breite der Differenzbande dndert. Uberlagert wird die
eben beschriebene Signatur von einer dominanten positiven Bande um 1510 cm ™!, die
aufgrund der Rotverschiebung bei kurzen Verzogerungszeiten der C=C-Streckschwingung
des Retinals im angeregten Zustand zugeschrieben wird. Wahrend der ersten 50 ps erfihrt
diese Signatur eine Blauverschiebung zu (+)1529 cm~!

Zu langeren Verzogerungszeiten ist diese Bande kennzeichnend fiir die wahrscheinlich
noch schwingungsangeregte Grundzustandsbande des K-Intermediats, die in Gleichge-
wichtsmessungen zwischen 1523 cm ™! und 1514 cm ™! gefunden wurde [30] 253, 256, 257
260]. Das Differenzspektrum bei 1,8 ns weist zudem eine Schulter bei 1518 cm ™! auf. Diese
kann nicht eindeutig zugewiesen werden. Eine Zuordnung zu einer Amid II-Anderung
von nicht-ausgetauschten Peptidgruppen erscheint aber plausibel.

An der blauen Flanke des beobachteten Spektralbereichs tritt direkt nach Anregung
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Abbildung 7.10: Transiente Absorptionsinderungen von solubilisiertem PR in D2O bei pD 9,2 (0)
und 6,4 (¢) bei 1526 cm™" und 1540 cm™*'. Die Riickkehr der ausgebleichten C=C-Streckschwingung
des Retinals sowie die Bildung der zugehédrigen rotverschobenen Produktsignatur sind gezeigt. Die
durchgezogenen Linien reprisentieren den globalen Fit.
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Abbildung 7.11: Transiente Spektren nach 1ps, 20 ps und 1800 ps von PR bei pD 9,2 (links) und 6,4
(rechts). Bis auf die pH-abhéngige Verschiebung der C=C-Streckschwingung des Ausgangszustands sind
keine wesentlichen zeitlichen und spektralen Unterschiede zwischen beiden Proben erkennbar.

zwischen 1560 cm™! und 1570 cm ™! eine weitere schwache positive Differenzbande auf
(Siehe. Eine Zuordnung auf der Basis von Literaturspektren kann nicht vorgenommen
werden, da diese Bande nicht weiter beschrieben ist.

Der zeitliche Verlauf der Absorptionsdnderungen der pD 6,4-Probe unterscheidet sich
nur unwesentlich von den bereits fiir pD 9,2 beschriebenen (Siehe Abbildung . Ab-
weichungen beruhen hauptsichlich auf unterschiedlichen Probenkonzentrationen, bzw.
dem pH-abhéingigen Schieben der C=C-Streckschwingung. Die Bandenposition des in-
stantanen Bleichsignals dieser Bande ist bei pD 6,4 um etwa einen Kanal (3cm™1) auf
1540 cm™! verschoben. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit der fiir Retinalprotei-
ne gefundenen empirischen Beobachtung einer linearen Abhéngigkeit des sichtbaren
Absorptionsmaximums und der Position der C=C-Streckschwingung (~-4nm/cm™1!).

Im Spektralbereich zwischen 1590 cm™! und 1680 cm ™! zeigen die PR-Proben eine hohe
Proteinabsorption (AmidI) sowie kleinere Differenzsignale, was dazu fiihrt, dass die beob-
achteten transienten Absorptionsénderungen ein geringeres Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
aufweisen. Da fiir die Messungen in diesem Bereich eine hohere Anregungsenergie benutzt
wurde (400nJ anstatt 100nJ fiir den C=C-Bereich) lassen sich die relativen Amplituden
nicht mit denen der Abtastwellenlingen zwischen 1490 cm~! 1580 cm ™! vergleichen.
Wie die Ubersichtsgraphiken in Abbildung zeigen, sind grundsétzlich drei Signale
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Abbildung 7.12: Transiente Absorptionsdnderungen von solubilisiertem PR in D2O (pD 9,2 (o) und 6,4
(#)) bei 1605 em~! und 1632cm™!. Die zeitliche Anderung der ausgebleichten C=N-Streckschwingung
sowie einer Produktbande sind beschrieben. Die durchgezogenen Linien reprisentieren den globalen Fit.
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7.2 pH-abhéingige Isomerisierung des Retinalchromophors

erkennbar. Im Zentrum des beobachteten Bereichs liegt die negative Absorptionsdnderung
um 1632 cm ™!, Wihrend der ersten 100 ps ist ein Riickgang des Bleichens erkennbar, das
auf einem konstanten Niveau von etwa 0,15-1072 endet.

Aufgrund der Signatur des gestorten freien Induktionszerfalls entspricht auch diese
Bande einer gebleichten Grundzustandsschwingung. Sie wird in der Literatur der C=N-
Streckschwingung der Schiffbasen-Verkniipfung zugeschrieben. Aufgrund der Kopplung
dieser Bande an die N-H- bzw. N-D-Biegeschwingung ist sie stark 16sungsmittelabhéngig
(H,0/D20) [253] 256], 257]. Die Zentralwellenliinge verschiebt sich in HoO um ~22 cm™!
zu hoheren Wellenzahlen.

Rotverschoben zu dieser Bande beobachtet man eine positive Signatur um 1605cm™1!,
die den gleichen Zeitverlauf wie die C=N-Bleichbande aufweist. Die positive Absorp-
tionséinderung am Ende des Beobachtungszeitraums wird der C=N-Streckschwingung
des K-Intermediats zugeordnet. Die Charakteristik um 1659 cm™! weicht signifikant
von den bereits diskutierten Bereichen ab. Nach Photoanregung ist ein positives Signal
beobachtbar, das auf einer Zeitskala von wenigen Pikosekunden zerféallt und nach etwa
20 ps ein konstant negatives Differenzsignal aufweist. Eine &hnliche Bande wurde auch in
Tieftemperatur-FTIR-Experimenten an PR [253] 256] 257], wie auch durch Kurzzeit-IR-
Spektroskopie an BR [169] beobachtet und dort Amid I-Signalen des Proteinriickgrats
zugeordnet worden. Wie die transienten Absorptionsdnderungen der Einzelkanéle in
den Abbildungen und zeigen, ist die beobachtete Dynamik auch in diesem
Spektralbereich nicht pH-abhéngig.

2 024 & 1659 cm’”
~ 1 o O
g0 10 s o
< 00-_5%3%%” =
< ] o Ciaemv oo
-0.2 Jrerrprerrprre—rr ey
210 1 10 100 1000

Verzbgerungszeit / ps

Abbildung 7.13: Transiente Absorptionsinderungen von solubilisiertem PR in D20 bei pD 9,2 (o) und
6,4 (¢) im Bereich der Amid I-Schwingung. Die durchgezogenen Linien représentieren den globalen Fit.

Globale Fitanalyse der Kurzzeitdaten des infraroten Spektralbereichs

Um die Beobachtung der im infraroten Spektralbereich pH-unabhéngigen Dynamik weiter
zu festigen, wurde eine globale Fitanalyse (Siehe Kapitel mit einer variierenden
Anzahl an Zeitkonstanten durchgefiihrt. Diese zeigte, dass der prinzipielle Datenver-
lauf mit drei Zeitkonstanten beschrieben werden kann. Der Vergleich der erhaltenen
Zeitkonstanten und der y2-Werte, die die Qualitit des Fits anzeigen, ergab jedoch eine
signifikante Verbesserung bei der Beschreibung durch eine Anpassung mit vier Zeitkon-
stanten. Im Gegensatz hierzu beeinflusst ein Fit mit fiinf Zeitkonstanten lediglich noch
die unendlich-Zeitkomponente, die in zwei Zeitkonstanten aufgespalten wird, ndmlich
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T1/ps  To/ps T3/ps T4/ps Too x2/1076
sol. PR pD9,2 1,1 17 - - unendlich 3,20
sol. PR pD9,2 0,6 7 66 - unendlich 2,84
sol. PR pD92 0,6 7 54 4800 unendlich 2,76
sol. PR pD64 1,2 17 - - unendlich 5,91
sol. PR pD6,4 0,5 6 46 - unendlich 5,01

sol. PR pD64 0,4 6 40 3200 unendlich 491

Tabelle 7.2: Vergleich der Zeitkonstanten der globalen Fitanalyse der transienten IR-Daten von PR
bei pD 9,2 und 6,4 bei einer Anpassung mit drei, vier und fiinf Zeitkonstanten.

die unendlich-Zeit und eine Zeitkonstante im Bereich einiger Nanosekunden, die damit
aber immer noch viel grofser als die maximale Verzogerungszeit ist. Man kann daraus
schlieften, dass eine Anpassung mit vier Zeitkonstanten die beste Beschreibung der Daten
liefert.

Wie die Auflistung der erhaltenen Zerfallszeiten in Tabelle [7.2] zeigt, sind die Zeitkon-
stanten im Rahmen des Fehlers jeweils fiir beide pH-Werte gleich. Betrachtet man nun
die zerfallassoziierten Spektren der Anpassung mit vier Zeitkonstanten (Abbildung ,
so sieht man, dass auch die spektrale Signatur der Amplitude bis auf die Verschiebung
im Bereich der C=C-Streckschwingung identisch ist. Die Amplitudenspektren werden
daher fiir pD 9,2 und pD 6,4 zusammen diskutiert.

Das Amplitudenspektrum der unendlich-Komponente reprisentiert das Differenzspek-
trum des K-Intermediats und des Grundzustands. Im Bereich der C=C-Streckschwingung
treten Produktbanden bei (+)1529 cm™! mit einer Schulter bei (+)1518 cm~! auf. Die ge-
bleichte C=C-Grundzustandsbande liegt bei 1548 cm™'. Im Bereich zwischen 1590 cm ™!
und 1680 cm™! beschreibt das Amplitudenspektrum der unendlich-Komponente die
Grundzustandsbande der C=N-Streckschwingung um (-)1635cm ™! sowie die zugehérige
rotverschobene Photoproduktbande bei (+)1605cm~!. Daneben weist die negative Sig-
natur im Bereich der Amid I-Schwingung ((-)1659 cm™!) auf eine strukturelle Anderung
im Protein hin.

Die Zerfallszeiten der tibrigen Zeitkonstanten kénnen nicht eindeutig molekularen
Ubergiingen wie dem S; — So-Ubergang zugeordnet werden, da sie von Vorgéingen wie
der internen Energieumverteilung in niederfrequente Moden oder Kiihlprozessen, d.h.
der Energieabgabe an das Bad, iiberlagert werden. Dies fiihrt dazu, dass man sowohl
im angeregten Zustand als auch im Grundzustand “heifse”; d.h. schwingungsangeregte
Molekiile beobachtet. Die Senkung der intramolekularen Temperatur entspricht im
Spektrum der Anderung der Differenzbanden beziiglich ihrer Position und inhomogenen
Linienbreite, was wiederum zu nicht-exponentiellem kinetischen Verhalten fiihrt, welches
mit dem benutzten Modell nur unzureichend beschrieben werden kann. Dennoch gibt
eine solche Datenanpassung wichtige Einblicke in die beobachteten Prozesse.

Die dominante negative Bande um 1540 cm™! in den zerfallassoziierten Spektren von
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Abbildung 7.14: Zerfallassoziierte Spektren der Anpassung der Datensétze von PR bei pD 9,2 und
pD 6,4 im infraroten Spektralbereich mit vier Zeitkonstanten.

75 und 73 kann aufgrund der Ubereinstimmung mit der Position und Bandenform des
instantanen Bleichsignals der C=C-Streckschwingung der biexponentiellen Riickbildung
des Ausgangszustands iiber oben beschriebene Kiihlprozesse zugeordnet werden. Analoges
gilt fiir den Bereich der C=N-Streckschwingung. Auch hier weisen die Amplitudenspektren
von 7o und 73 beider pD-Werte negative Banden im Bereich der Grundzustandsabsorption
auf.

Im Bereich der C=C-Schwingung weicht das Amplitudenspektrum der kiirzesten Zer-
fallskonstante 7 signifikant von dem Spektrum der Zeitkonstanten 7o und 73 ab. Die Mi-
nima bei 1529 cm ™! und 1518 cm™! stimmen mit den Positionen des PR g-Produktbandes
im Bereich der C=C-Streckschwingung {iberein. Dies deutet darauf hin, dass der Aufbau
der Photoproduktsignatur beschrieben wird. Diese Interpretation wird von der Tatsache
unterstiitzt, dass die transiente Absorptionsinderung bei 1526 cm~!(Abbildung ,
die den Ubergang zwischen dem anfinglichen negativen Beitrag in die positive Photopro-
duktsignatur aufzeigt, von der kiirzesten Zeitkonstante dominiert wird. Ein &hnliches
Verhalten beobachtet man auch in der zeitlichen Entwicklung oberhalb von 1570 cm™—!
fiir pD 6,4 bzw. oberhalb von 1564 cm™"! fiir pD9,2. Obgleich der 71-Prozess mit der
K-Bildung einhergeht, ist das zerfallassoziierte Spektrum kein exaktes Spiegelbild des
PR i-PR-Differenzspektrums, was zeigt, dass dieser Zerfallskanal nicht ausschliefslich fiir
die Bildung des Photoprodukts verantwortlich ist. Es kann weiterhin nicht ausgeschlossen
werden, dass weitere Photoprodukt-Bildungskanéle einerseits auf kiirzeren Zeitskalen zu
finden sind und daher in dem durchgefiihrten Experiment nicht aufgelést werden kénnen,
bzw. auf ldngeren Zeiten von den durch 79 und 73 beschrieben Kiihlprozessen iiberlagert
werden.

Eine dem C=C-Signal dhnliche Photoprodukt-Bildungskomponente tritt im Amplitu-
denspektrum von 71 im Bereich der C=N-Schwingung nicht auf. Allerdings ist durch die
kleine Signalhéhe der Produktbande und das geringen Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses die
Genauigkeit des Fits herabgesetzt und das Amplitudenspektrum daher nicht geniigend
aufgelost. Demgegeniiber ist der Bereich der Amid I-Schwingung besser aufgelost. Die
Bildung der negativen Proteinsignatur ist dominant mit den Zeitkonstanten 7 und 73,
sowie untergeordnet mit 73 verkntipft.
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Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Kombination aus Schwingungsspektroskopie und
elektronischer Spektroskopie benutzt um die Primérdynamik des bakteriellen Retinal-
proteins PR zu untersuchen. Da die Messungen unter identischen Probenbedingungen
(Proteinpréparation und Puffer) durchgefiihrt wurden, kénnen die ultraschnellen Prozesse
nach Photoanregung vergleichend analysiert werden.

Quantenausbeute der K-Intermediatsbildung

Wie in den vorherigen Abschnitten gezeigt wurde, konnten im infraroten und sicht-
baren Spektralbereich unterschiedliche Informationen iiber die zeitliche und spektrale
Charakteristik nach Photoanregung gewonnen werden. Auf der einen Seite wurden im
sichtbaren Spektralbereich pD-abhéngige spektrale Unterschiede beobachtet, die auf
das Schieben der Hauptabsorptionsbande des Retinalchromophors bei Titration des
priméren Protonenakzeptors Asp-97 zuriickzufiihren sind. Diese Verschiebungen sind
im infraroten Spektralbereich wie der Vergleich der transienten Spektren bei t=0 zeigt
lediglich im Bereich der C=C-Streckschwingung beobachtbar und betragen dort nur ca.
3cm~!. Das PRg-PR -Differenzspektrum ist daher nahezu unbeeinflusst vom pH-Wert
der Probe und damit vom veréanderten Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk bzw. von
elektrostatischen Wechselwirkungen. Dies bietet die Moglichkeit, die Quantenausbeute
der K-Intermediatsbildung im Infraroten abzuschétzen, wahrend dies im sichtbaren Spek-
tralbereich nur eingeschrankt moglich ist. Da das Bleichsignal bei t=0 proportional zu
der Anzahl angeregter Molekiile ist, konnen die transienten IR-Spektren hierauf normiert
werden, um anschliefsend die Quantenausbeute an der unendlich-Komponente des Fits
bzw. den transienten Spektren bei 1,8 ns zu berechnen. Der Vergleich dieser Spektren in
Abbildung|[7.15] zeigt, dass die Quantenausbeute der Photoproduktbildung unabhéngig
vom pH-Wert ist.
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Abbildung 7.15: Vergleich der auf das Bleichsignal zum Zeitnullpunkt normierten transienten Spektren
bei 1,8 ns von PR bei pD 9,2 und 6,4 im Bereich der C=C-Streckschwingung.

Dies beweist aber auch, dass die fiir die pD-Werte unterschiedlichen Amplituden des
K-Differenzspektrums im sichtbaren Spektralbereich iiberwiegend vom Schieben der
Absorptionsbande des Retinals bestimmt werden. Um dies weiter zu validieren, wurden
diese Spektren mit der Summe aus zwei flaichennormierten Gauffunktionen angepasst.
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7.2 pH-abhéingige Isomerisierung des Retinalchromophors

Probe Ay x¢p /nm  w; / nm As Tco /nm  we / nm

pD 92 0,5 509 +£2 94+5 0,61+£001 5672 82 £ 3
pD64 05 5473 114£5 0,59+£0,01 580 +3 90 £1

Tabelle 7.3: Fitparameter der Anpassung der transienten Spektren nach 1,5ns mit einer Summe aus
zwei flichennormierten Gaufsfunktionen. A; wurde dabei fiir beide pD-Werte jeweils auf den Wert 0,5
festgesetzt.

Fiir das Grundzustandsbleichsignal wurde dabei eine Amplitude von A; = Ao = 0,5
festgehalten. Alle weiteren Parameter wurden variabel gewahlt. Tabelle [7.3] stellt die
Ergebnisse der Anpassung dar.

A 2. (x—zc1)? n Ay 2. (v —xc2)?
Yy » - \/g exp (wl)g w - \/g exp (w2)2
Abbildung zeigt, dass die spektrale Signatur der Differenzspektren durch diese
Annahmen gut nachempfunden werden kann. Die Absorptionsmaxima des Grundzu-
stands stimmen mit den in statischen UV-vis-Spektren gefundenen Werten {iberein (Vgl.
Abbildung [7.3)). Die Absorptionsmaxima der K-Zusténde liegen entsprechend bei etwa
570 nm fiir die alkalische PR-Probe bzw. 580 nm fiir die saure PR-Probe. Das wichtigste
Ergebnis ist jedoch, dass die Amplitude der Produktbande (A3) sowohl fiir pD 9,2 als
auch fiir pD 6,4 auf einen Wert von 0,6 angepasst wurde, was einer pD-unabhéngigen
Quantenausbeute entspricht. Die Quanteneffizienz der Primdrdynamik ist somit nicht
vom Protonierungszustand des priméren Protonenakzeptors beeinflusst.

(7.1)

s 8 J—rr,, pD 9,2 6 4——pD 9.2 G 81— PRy pD 6.4
J ; . 4 ]——pD64 . -
5 T iy g
£ 27 < < 27 £ 2] <
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2 ——PR,PR 2 24 ——PRPR
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Abbildung 7.16: Abschitzung der Quantenausbeute der PR x-Bildung im sichtbaren Spektralbereich.
Die in der mittleren Abbildung dargestellten transienten Spektren bei 1,5ns wurden hierfiir mit einer
Summe aus zwei flichennormierten Gaufsfunktionen angepasst. Die zwei Gaufifunktionen und das
zugehorige Differenzspektrum sind links und rechts fiir pD 9,2 sowie pD 6,4 gezeigt.
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

Interpretation der Dynamik

Die globale Fitanalyse der Anreg-Abtast-Experimente im sichtbaren Spektralbereich er-
gibt, dass eine Anpassung mit vier Zeitkonstanten ein zufriedenstellendes Ergebnis liefert.
Die Zeitkonstanten zeigen eine geringere pD-Abhéngigkeit, als dies fiir die Proben in HoO
gefunden wurde [272] 273]. Die Interpretation der beobachteten Kinetik kann aber gut in
das bereits bestehende Modell der Primérreaktion eingefiigt werden. Hiernach beschreibt
die kiirzeste Zeitkonstante 71 eine Wellenpaketsbewegung aus der Franck-Condon-Region
heraus. Folgt man den theoretischen Uberlegungen am Modellsystem BR, so verlauft
der nachfolgende Ubergang zum elektronischen Grundzustand hauptsichlich iiber die
C=C-Streck- sowie eine Torsionskoordinate [195]. Im vorliegenden Fall erfolgt dieser
Ubergang biphasisch iiber zwei Zerfallskanile (75 und 73). Dies kann am einfachsten iiber
eine weitere Potentialhiirde im angeregten Zustand beschrieben werden, die dafiir sorgt,
dass ein Teil der Population nicht direkt durch die konische Durchschneidung den Grund-
zustand erreicht. Die Umkehr der Amplitudenverhéltnisse im Bereich der Absorption des
angeregten Zustands sowie der stimulierten Emission in den zerfallassoziierten Spektren
(Abbildung legen zudem die Vermutung nahe, dass im alkalischen Fall der schnelle
Kanal préaferiert wird, wiahrend bei sauren pD-Werten der langsamere Kanal vermehrt
populiert ist. Lenz et al. [273] erklarten dies mit einer Verkippung der S;-Potentialflache.
Beide Si-Zerfallskanéle bevolkern sowohl den all-trans-Ausgangszustand wie auch das
13-cis-Photoprodukt, dessen rot-verschobene Signatur im zerfallassoziierten Spektrum
der unendlich-Komponente (7.,) beobachtbar ist.

Die globale Fitanalyse der transienten Absorptionsdaten im infraroten Spektralbereich
kann bei der experimentell erreichten Zeitauflosung und aufgrund der kohérenten Effekte
um den Zeitnullpunkt erst ab etwa 0,3 ps durchgefiihrt werden. Eine dem Sichtbaren ana-
loge 1-Zeit kann daher nicht aufgelost werden. Die Analyse der Daten wurde mit drei, vier
und fiinf Zeitkonstanten durchgefiithrt. Eine Anpassung der Daten mit drei Zerfallszeiten
spiegelt bereits die generelle Charakteristik der Daten wider. Die Zeitkonstanten liegen
hierbei in dem Bereich der sichtbaren Daten (Vgl. Tabellen und . Eine optimale
Beschreibung der Daten wird aber erst in einer Anpassung mit vier Zeitkonstanten erhal-
ten. Dies bedeutet, dass die Daten im Infraroten eine Zeitkonstante mehr bendtigen, um
korrekt beschrieben zu werden. Da fiir die Messungen identische Proben benutzt wurden,
kénnen diese Unterschiede nicht durch variierende Probenbedingungen erklart werden.
Dieser Befund wird der Tatsache zugeschrieben, dass die transienten IR-Spektren durch
lokale strukturelle Anderungen, interne Energieumverteilung auf niederfrequente Moden
sowie Kiihlprozesse stark beeinflusst werden. Diese Prozesse dominieren die transienten
IR-Spektren und bestimmen dabei das Aussehen und die Position der Differenzbanden.
Die globale Analyse der Daten im Bereich der C=C-Streckschwingung zeigte, dass die
Photoproduktbildung mit der kiirzesten Zeitkonstante 71 verkniipft ist. Leider kann
aufgrund des schlechteren Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses im Bereich von 1590 cm ™!
und 1680 cm ™! keine sichere Aussage iiber den Beitrag der Photoproduktbildung der
C=N-Schwingung gemacht werden. Es zeigte sich jedoch, dass die 71-Zeit signifikant
zur Bildung der negativen AmidI-Bande beitragt. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit
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7.2 pH-abhéingige Isomerisierung des Retinalchromophors

Untersuchungen von Amsden et al. [281], die fiir rekonstituiertes PR in HoO, pH 9.5,
zeigen konnten, dass sowohl die Isomerisierung des Chromophors als auch die Antwort
des Proteinriickgrats in der Amid [I-Region mit einer Zeitkonstante von 0,5 ps - 0,7 ps
zusammenhéngen. Die zerfallassoziierten Spektren der nachfolgenden Komponenten 7
und 73 stimmen im Bereich der C=C- sowie der C=N-Schwingung mit der spektralen
Position und Form des Bleichsignals bei t=0 iiberein und kénnen daher der biphasischen
Repopulierung des relaxierten Grundzustands {iber Kiihlprozesse zugeschrieben werden.
Ty trigt zudem auch signifikant zur Bildung der negativen Amid I-Bande um 1650 cm ™!
bei. Eine pD-Abhéngigkeit der Dynamik konnte jedoch im infraroten Spektralbereich
nicht festgestellt werden. Die zerfallassoziierten Spektren und die zugehorigen Zeitkon-
stanten sind fiir pD 9,2 und 6,4 praktisch identisch. Es muss daher gefolgert werden, dass
die Prozesse, die man Infraroten beobachtet, nicht vom pD-Wert beeinflusst werden. Dies
kann wie folgt erklart werden. Zum einen sind die IR-Daten von Kiihlprozessen domi-
niert. Diese iiberlagern hochstwahrscheinlich pD-abhéngige Unterschiede. Zum anderen
konnte es auch sein, dass die Schwingungsbanden, die in dieser Studie untersucht wurden,
nicht direkt mit der Isomerisierungskoordinate verkniipft sind. Beispielsweise spiegelt die
C=C-Streckschwingung zwar die m-Elektronendelokalisierung des Retinals wider, diese
ist aber nicht mit der Torsionsmode verkniipft. Ein weiterer Hinweis hierzu kommt aus
einer BR-Studie, die zeigte, dass die Anderung der C=C-Streckschwingung nicht direkt
die Isomerisierung aufzeigt [190]. Hierzu wurden die Differenzspektren des J-Intermediats
von nativem BR und einer BR-Probe mit modifiziertem Retinal verglichen, in der die
C13=C14-Isomerisierung iiber einen fiinfgliedrigen Ring, der C12-C13=C14 umfasst, ge-
blockt wurde. Es zeigte sich, dass fiir beide Proben sehr dhnliche Differenzspektren
erhalten wurden. Hingegen konnten Amsden et al. [281] zeigen, dass die Bildung des
K-Intermediats bei pH 9,5 fiir die C=C- und C-C-Schwingung auf gleichen Zeitskalen
ablauft. Weitere Studien in diesem Spektralbereich werden zeigen, ob dies auch unter
sauren Bedingungen der Fall ist.

Kinetischer Isotopeneffekt

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten transienten Absorptionsmessungen an PR in deute-
riertem Losungsmittel zeigen im Vergleich zu den aus der Literatur bekannten Messungen
in HoO eine wesentlich schwécher ausgeprigte Abhéngigkeit vom pD-Wert. Berechnet
man den kinetischen Isotopeneffekt {iber die Bildung des Quotienten aus den Werten
der Zeitkonstanten 7o und 73, gemessen in D2O und H»O, so erkennt man, dass die
Zeitkonstanten unter sauren Bedingungen in DoO um einen Faktor von 1,6 vergrofert
sind, wahrend sich unter alkalischen Bedingungen ein Faktor von 2,3 ergibt.

Da es bis dato keine hochaufgeldste Struktur von PR gibt, ist der strukturelle Ursprung
dieses Befunds nicht klar. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass sich die Zusammenset-
zung der Wassercluster beim Ubergang zwischen den pH-Werten &ndert. Hiermit verbun-
den sind natiirlich auch Anderungen des Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerks in der
Bindetasche. Unterstiitzt wird diese Annahme von Tieftemperatur-FTIR-Experimenten,
die pH-abhéangige Unterschiede im Wasserstoftbriickenbindungsmuster erkennen. Da die
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

To/ps  T3/ps H To/pPS  T3/ps
PRpD92 07 21 PRpD64 1,6 25
PRpH90 028 95 PRpHG6,0 10 162

Isotopeneffekt 2,5 2,2 H Isotopeneffekt 1,6 1,5

Tabelle 7.4: Vergleich der Zeitkonstanten 72 und 73 der Primérdynamik von PR in H2O [273] und
D20. Der kinetische Isotopeneffekt wurde jeweils als Quotient der Zeitkonstanten berechnet.

Seitenketten der Aminosduren Asp-97 und Asp-227 die Wassercluster stabilisieren sollen,
werden Experimente an den D97N und D227N Mutanten Einblicke in die Struktur der
Retinalbindetasche und ihren Einfluss auf die Priméarreaktion geben.

7.3 Die Primarreaktion der PR D97N-Mutante: Ein
Modellsystem fiir PR bei pH 6

Um den Einfluss der vermuteten Wassercluster in der Retinalbindetasche auf die Pri-
méardynamik sowie die elektrostatische Kontrolle der K-Intermediatsbildung weiterhin
zu untersuchen, wurden transiente Absorptionsmessungen im sichtbaren und infraroten
Spektralbereich an der PR D97N Mutante durchgefiihrt.

Bei dieser Mutante wurde das Aspartat an der Position 97 biochemisch durch ein
Asparagin ersetzt. Chemisch bedeutet dies den Austausch der Sdurefunktion der As-
partatseitenkette durch ein Sdureamid (Abbildung. Die Seitenkette des nun an
der Position des priméren Protonenakzeptors sitzenden Asparagins ist iiber einen sehr
weiten pH-Bereich nicht deprotonierbar. Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit kann
diese Mutante daher als Modellsystem fiir die protonierte Asp-97-Spezies von PR ange-
sehen werden. Die Mutante hat den Vorteil, dass die Messungen bei neutralem pH-Wert
durchgefiihrt werden kénnen, bei dem PR deutlich stabiler ist. Trotzdem muss beachtet
werden, dass der veranderte pH-Wert auch die Ladung anderer Aminoséuren (insbeson-
dere Aspartate, Glutamate, Histidine und Cysteine) beeinflussen kann. Dies sollte im
vorliegenden Fall z.B. fiir das His-75 von Bedeutung sein.

’/F N /\\ / Mutation \n/ \\/’
I I
Aspartat Asparagin

Abbildung 7.17: Strukturen der fiir die PR D97N-Mutante entscheidenden Aminosduren in der
Stabchendarstellung. Die Heteroatome Sauerstoff und Stickstoff sind rot bzw. blau eingefarbt. Wasser-
stoffatome sowie Mehrfachbindungen sind nicht gezeigt.
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7.3 Die Primérreaktion der PR D97N-Mutante: Ein Modellsystem fiir PR bei pH 6

Die erzielten Ergebnisse dieses Abschnitts sind in folgende Publikation eingeflossen:

Verhoefen, M.-K., Neumann, K., Weber, 1., Glaubitz, C. und Wachtveitl,
J. Primary Reaction Dynamics of Proteorhodopsin Mutant D97N Observed
by Femtosecond Infrared and Visible Spectroscopy. Photochem. Photobiol.
(2009), 85: 540-546.

Experimentelle Vorgehensweise

Die Messungen wurden mit solubilisierter PR D97N-Probe durchgefiihrt, die von der
Arbeitsgruppe von Prof. C. Glaubitz, Universitat Frankfurt, prapariert wurde. Eine
Beschreibung der Expression und Aufreinigungsprozedur findet man in [282]. Die Proben
wurden fiir die Messungen in DoO-Puffer (20 mM TRIS, 100 mM NaCl) iiberfiihrt. Da die
D97N-Mutante eine kaum messbare pH-Abhéngigkeit aufweist (Siehe Abbildung ,
wurden die Messungen bei neutralem pD-Wert (pD 7,4) durchgefiihrt. Die gewiinschten
Probenkonzentrationen wurden iiber Zentrifugalfilterung (Centriprep, 50kD cut-off,
Millipore) erreicht.
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Abbildung 7.18: Titrationskurve von PR D97N im Vergleich zum PR wt. Der Datensatz der PR
D97N-Titration wurde freundlicherweise von Thomas Kohler [283] zur Verfiigung gestellt.

Fiir die sichtbar-Anreg-sichtbar-Abtast-Messungen wurden Anregungspulse mit ei-
ner zentralen Wellenldnge von 525nm und einer Pulsenergie von 100nJ iiber einen
NOPA-Aufbau generiert und mit einem Fokaldurchmesser von 100 yum in die Probe
fokussiert. Diese Wellenlédnge wurde gewéhlt, da die D97N Mutante unter den gleichen
Bedingungen wie das Wildtyp-Protein gemessen werden sollte. Zur Abtastung wurden
Einzelfilament-Weifslichtpulse benutzt, die in einem Saphir-Substrat erzeugt wurden.
Anreg- und Abtastpulse waren parallel zueinander polarisiert. Die erzielte Instrumenten-
antwort lag in etwa in einem Bereich von 150 fs, ein spektraler Bereich von 430 nm bis
750 nm wurde abgedeckt. Zum Probenaustausch zwischen den Laserschiissen wurde die
Kiivette (0,1 mm Schichtdicke, Quarzglas) lateral bewegt.

Die sichtbar-Anreg-IR-Abtast-Messungen wurden ebenfalls mit in einem NOPA gene-
rierten Anregungspulsen der Wellenldnge 525 nm und Pulsenergien von 150 nJ durch-
gefiithrt. Der Fokaldurchmesser betrug etwa 250 um in der Kiivette. Breitbandige IR-
Abtastpulse wurden wie in Kapitel [3.4.2 beschrieben erzeugt und in die Kiivette fokussiert
(Fokaldurchmesser ~200 ym). Es wurde im referenzierten Modus mit paralleler Polarisati-
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

on des Anreg- und Abtastpulses gemessen. Der Probenaustausch wurde durch gleichzeitige
Rotation und Translation der Kiivette (50 pm Schichtdicke, CaF3) gewéhrleistet.

UV-vis-Absorptionsspektroskopie

Abbildung zeigt das Absorptionsspektrum von PR D97N in DoO-Puffer im Vergleich
zum Wildtyp-Protein bei pD 9,2 und 6,4. Abweichungen vom Spektrum in HsO-Puffer
sind nicht erkennbar. Das Absorptionsmaximum des Retinalchromophors ist um 12 nm
rotverschoben im Vergleich zu PR wt bei pD 6,4. Auch fiir die D97N-Mutante ist durch
den H/D-Austausch kein signifikanter Einfluss auf die Absorptionseigenschaften im
sichtbaren Spektralbereich erkennbar.

——PRpD 9,2 ——D97N pD 7,4
——PRpD 6,4 —-—-DI7N pH 7,1

———— ey

norm. Absorption

0

L) L) l L) L) L) l L) L) L) l L) L) L) l L)
300 400 500 600 700
Wellenlange / nm

Abbildung 7.19: Vergleich der Absorptionsspektren von PR D97N und PR wt bei pD 9,2 und 6,4. Das
Absorptionsspektrum der PR D97N-Mutante in HoO wurde freundlicherweise von Thomas Kohler [283]
zur Verfiigung gestellt.

Transiente Absorptionsmessungen im sichtbaren Spektralbereich

Der Contourplot in Abbildung zeigt die spektrale Entwicklung der Differenzsignale
von PR D97N nach Photoanregung. Rot kolorierte Bereiche beschreiben positive Ab-
sorptionsinderungen, blaue negative und griine geben Bereiche ohne Anderung an. Die
Zeitachse der Graphik ist bis +1 ps linear skaliert und hiernach logarithmisch.

450
500
550
600 -
650
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700
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Abbildung 7.20: Transiente Absorptionséinderungen von PR D97N in D20 nach Photoanregung bei
525 nm. Die Hauptbeitrdge entsprechen der Absorption des angeregten Zustands, dem Grundzustands-
bleichen, der Bildung des Photoproduktes sowie der stimulierten Emission.
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7.3 Die Primérreaktion der PR D97N-Mutante: Ein Modellsystem fiir PR bei pH 6

Wie schon beim Wildtyp-Protein sind Differenzbanden in vier Regionen erkennbar.
Um 480 nm ist eine positive Absorptionsdnderung beobachtbar, die auf die Absorpti-
on des angeregten Zustands zuriickgefiihrt werden kann. Dieses Signal entsteht in der
Kreuzkorrelationszeit und zerfallt auf einer 10 ps Skala, wie anschaulich in den transien-
ten Absorptionsdnderungen bei 451 nm in Abbildung (links) gezeigt ist. Negative
Absorptionssignale sind um 560 nm beobachtbar. Diese kénnen der Depopulation des
Grundzustands zugeordnet werden. Bei langen Verzogerungszeiten ist diese Charakte-
ristik von einer positiven Differenzbande iiberlagert. In Einklang mit vorhergehenden
Publikationen [279, 282] wird sie dem Signal des K-Photoprodukts zugeordnet. Die
negative Signatur der stimulierten Emission ist oberhalb von 680 nm erkennbar. Wie ein
Vergleich der Einzeltransienten in Abbildung zeigt, zerfallt dieser Beitrag auf der
gleichen Zeitskala wie die Absorption des angeregten Zustands.
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Abbildung 7.21: Transiente Absorptionsdnderungen von PR D97N in D2O. Links sind ausgewé&hlte
Transienten aus dem Bereich der Absorption des angeregten Zustands (451 nm) und des Grundzustands-
bleichens (539 nm) gezeigt, rechts entsprechen die Signale der Bildung des Photoprodukts (603 nm) sowie
der stimulierten Emission (739 nm). Die durchgezogenen Linien reprisentieren den globalen Fit.

Die transienten Absorptionsdaten ab 0,15 ps wurden anschliefsend einer globalen Fitana-
lyse unterzogen. Eine optimale Anpassung benotigt wie auch schon beim Wildtyp-Protein
vier Zerfallszeiten. Die kiirzeste Zeitkonstante ist hierbei im Bereich der Zeitauflosung
und daher von den um den Zeitnullpunkt auftretenden kohérenten Effekten beeinflusst.
Sie wird daher nicht weiter diskutiert. Die nachfolgenden Zerfallszeiten 7 = 1,6 ps und
73 = 31 ps weisen groke Ahnlichkeiten zu den Zeiten der Anpassung von PR wt bei pD 6,4
auf (Siehe Tabelle . Starke Beitrdge des Zerfalls der Absorption des angeregten
Zustands sowie der stimulierten Emission sind erkennbar. Die Zeitkonstanten kénnen
daher einem biphasischen Zerfall des angeregten Zustands zugeordnet werden. Die ne-
gative Komponente um 560 nm kann dem Riickgang des Grundzustandsbleichens sowie
der Photoproduktbildung zugeschrieben werden, sodass durch diese Prozesse zudem
einerseits der Ausgangszustand repopuliert und andererseits das Photoprodukt gebildet
wird. Das zerfallassoziierte Spektrum der unendlich-Komponente spiegelt das PR D97N -
PR D97N Differenzspektrum wider. Die Signale des depopulierten Grundzustands sowie
der positiven K-Photoproduktbande heben sich fast auf, was zu einer sehr geringen
Amplitude fiihrt.
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T1/ps  To/ps  T3/ps
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Abbildung 7.22: Zerfallassoziierte Spektren von Tabelle 7.5: Vergleich der Zeitkonstanten der
PR D97N in D20 im sichtbaren Spektralbereich. Anpassung der PR wt- und D97N-Daten mit vier
Das Spektrum fiir die erste Zeitkonstante 7 ist Zeitkonstanten. Die unendlich-Komponente ist
dabei nicht gezeigt. nicht aufgefiihrt.

Transiente Absorptionsmessungen im infraroten Spektralbereich

Transiente Absorptionsmessungen wurden in einem Spektralbereich von 1490 cm ™! bis
1680 cm ™! durchgefithrt. Ein Uberblick iiber die nach Photoanregung stattfindenden Pro-
zesse ist in Abbildung gegeben. Die Farbgebung und x-Achsenskalierung ist analog
zu der im sichtbaren Spektralbereich. Signale vor dem Zeitnullpunkt sind auf den gestor-
ten freien Induktionszerfall zuriickzufiihren und Differenzbanden nach t=0 entsprechen
photoinduzierten Banden. Um den Zeitnullpunkt sind Effekte wie die Kreuzphasenmo-
dulation zu finden, die sich auf die Wechselwirkung des Anreg- und des Abtastpulses
zuriickfithren l4sst.

Im Bereich von 1490 cm™' und 1580 cm ™! sind die Differenzbanden der C—C-Streck-
schwingung des Retinals zu beobachten. Das Minimum der Differenzbleichbande findet
man im Vergleich zum Wildtyp-Protein leicht verschoben bei 1530 cm™!. Diese Verschie-

1650 F -
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Wellenzahl / cm™
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Abbildung 7.23: Transiente Absorptionsdnderungen von PR D97N in D20 nach Anregung bei 525 nm
im Bereich von 1490 cm ™! bis 1680 cm™'. Hauptbeitrige entstammen den photoinduzierten Anderungen
der C=C- und C=N-Streckschwingung des Retinalchromophors
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Abbildung 7.24: Transiente Absorptionsinderungen von PR D97N in D20 bei 1521 cm™" (o) und
1532 cmfl( ). Die Beitrédge entsprechen dem Bleichen der C=C-Streckschwingung sowie der Bildung
der zugehodrigen Produktbande. Die durchgezogenen Linien reprasentieren den globalen Fit.

bung ist aber auf der Basis der linearen Abhéngigkeit der C=C-Streckschwingung und
des Absorptionsmaximums im sichtbaren Spektralbereich [154) [I79] erwartungsgeméf.
Wie Abbildung zeigt, wird der Grundzustand mit einer Zeitkonstante im Bereich
von einigen 10 ps partiell wieder repopuliert. Die positiven Beitriage rotverschoben
zur C=C-Bleichbande kénnen der C=C-Streckschwingung von schwingungsangeregten
Molekiilen im S; und Sy (all-trans und 13-cis) zugeordnet werden. Das transiente
Spektrum zu langen Verziégerungszeiten reprasentiert das Differenzspektrum des K-
Intermediats und des Grundzustands und ist als Amplitudenspektrum von 7, erhalten
(Abbildung [7.26)). Die zwei Hauptbanden ((-) 1540 cm™!, (+) 1515cm™!) dhneln stark der
spektralen Signatur des PR x-PR-Differenzspektrums bei tiefen Temperaturen [253] 256].
Die stark negative Bande bei 1629 cm™! ist die ausgepriigteste Signatur des Abtast-
bereichs zwischen 1590 cm™! und 1680 cm ™. Diese strebt mit einer Zeitkonstanten von
einigen 10 ps gegen Null und bleibt nach 100 ps auf einem konstanten Offset von -100 pOD
stehen. In Analogie zum Wildtyp-Protein kann diese Bande der C=N-Streckschwingung
der Schiffbasen-Verkniipfung zugeordnet werden. Rotverschoben zu der C=N-Bleichbande
ist eine in der Amplitude sehr geringe positive Bande beobachtbar, die der selben Dyna-
mik wie die Bleichbande folgt. Das positive Signal zu langen Verzoégerungszeiten kann
mit hoher Wahrscheinlichkeit der Absorption der C=N-Schwingung des K-Intermediats

o
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Abbildung 7.25: Transiente Absorptionsinderungen von PR D97N in D2O. Die zeitliche Anderung der
ausgebleichten C=N-Streckschwingung (1629 cm™*, (o)), einer Produktbande (1605cm™!, (o)) sowie die
Bildung der negativen Amid I-Signatur (1659 cm™!, (+)) sind beschrieben. Die durchgezogenen Linien
repréisentieren jeweils den globalen Fit.
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Abbildung 7.26: Zerfallassoziierte Spektren von PR D97N in D20 im infraroten Spektralbereich.

zugeordnet werden. Um 1660 cm™! ist zudem noch eine zu kurzen Verzégerungszeiten
positive Absorptionsanderung zu sehen, die wie Abbildung [7.25| (rechts) zeigt im zeitli-
chen Verlauf auf ein negatives Differenzsignal zerféllt. Dieses negative Signal wird wie
schon fiir PR wt bei pD 9,2 und 6,4 aufgrund der fehlenden Signatur des gestorten freien
Induktionszerfalls einer negativen Proteinbande (AmidI) zugeschrieben.

Fiir PR wt wurde eine detaillierte Analyse unter Beriicksichtigung verschiedener
Zerfallsparameter durchgefiihrt, und es zeigte sich, dass eine Datenanpassung mit vier
Zerfallszeiten ein optimales Ergebnis lieferte (Siehe hierzu Abschnitt . Aufgrund der
groken Ahnlichkeit der Daten wurde fiir D97N-Mutante auch ein globaler Fit mit vier
Zeitkonstanten gewahlt. Die Daten wurden hierbei fiir Verzogerungszeiten tp > 0,3 ps
angepasst. Die erzielten Resultate gleichen denen des Wildtyp-Proteins (Vgl. Tabelle [7.6))
und koénnen daher in diesem Rahmen interpretiert werden.

T1/ps  To/ps T3/ps Too
sol. PR pD9,2 0,6 7 66 unendlich
sol. PR pD6,4 0,5 6 46 unendlich

D97N pD 7,4 1,3 9 50 unendlich

Tabelle 7.6: Vergleich der Zeitkonstanten der globalen Fitanalyse der transienten Absorptionsdaten im
infraroten Spektralbereich von PR D97N und PR bei pD 9,2 sowie pD 6,4.

Im Bereich der C=C- und C=N-Streckschwingung ist der zu den Zerfallszeiten 75 und
73 zugehorige Prozess von schwingungsangeregten Retinalmolekiilen dominiert, die iiber
Kihlprozesse in den Schwingungsgrundzustand tibergehen. Fiir das Modellsystem des
Retinals mit protonierter Schiffbase in Losung wurde eine intramolekulare Temperatur
von 550 K abgeschétzt [284]. Da der Kiihlprozess die spektrale Charakteristik wie auch
die Position der Schwingungsbande beeinflusst, konnen die Daten mit dem benutzten
Modell nicht monoexponentiell angepasst werden und es werden daher im vorliegenden
Fall zwei Zeitkonstanten zur Beschreibung bendtigt. Anzeichen fiir den im sichtbaren
Spektralbereich beobachteten S;-Sp-Ubergang sind nicht vorhanden.

Das zerfallassoziierte Spektrum der kiirzesten Zeitkonstanten 7 weicht spektral von
den Amplitudenspektren von 7 und 735 ab. Im Bereich der C=C-Streckschwingung
ist das Minimum im Amplitudenspektrum von 71 bei 1521cm™! an der Stelle des
Photoproduktmaximums im PR D97Ng-PR D97N-Differenzspektrum zu finden. Zudem
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korreliert die positive Absorptionsinderung des Photoproduktspektrums in der Region
>1510cm ™! mit der negativen Amplitude im Spektrum von 7i. Diese Zeitkonstante
muss daher mit der Bildung des Photoproduktes assoziiert sein. Da das zerfallassoziierte
Spektrum von 71 aber kein exaktes Spiegelbild des Photoproduktspektrums ist, tragen
auch hier zusétzlich Beitrige wie die Energieumverteilungsprozesse zum beobachteten
Prozess bei. Der Bereich der C=N-Schwingung ist aufgrund des geringeren Signal-
zu-Rausch-Verhéltnisses schlechter aufgelost, sodass eine Interpretation hinsichtlich
der Photoproduktbildung der C=N-Schwingung fiir 7; erschwert ist. Ein signifikanter
Beitrag zur Bildung des negativen Proteinsignals um 1660 cm ™', das mit strukturellen
Anderungen des Proteins verbunden ist, kann dennoch sicher angenommen werden.

Diskussion

Die vorgestellte Studie der Primardynamik der PR D97N-Mutante stellt eine Erweiterung
der bereits durchgefithrten Messungen am Wildtyp-Protein dar. Wahrend beim Wildtyp
der Protonierungsgrad des priméren Protonenakzeptors, Asp-97, iiber den pH-Wert
eingestellt wurde, ist in der untersuchten Mutante die Sauregruppe des Aspartats durch
ein Sdureamid (Asparagin) ersetzt, wodurch die Seitenkette unabhéngig vom pH-Wert
ungeladen ist. Da die Messungen an PR~ und der D97N-Mutante unter identischen
Bedingung durchgefiihrt wurden, ist ein direkter Vergleich moglich.

Reaktionsdynamik im infraroten Spektralbereich

Wie ausfiihrlich fiir PR wt diskutiert, werden auch die transienten Absorptionsdaten der
D97N-Mutante am besten durch eine Anpassung mit vier Zeitkonstanten beschrieben.
Wie schon fiir das Wildtyp-Protein beschreibt die erste Zeitkonstante 7 die Bildung
der positiven Photoproduktsignatur in der Region der C=C-Streckschwingung sowie
der negativen Proteindifferenzbande um 1650 cm™!. Dieses Ergebnis steht in Einklang
mit Resultaten von Amsden et al. [281], die fiir PR wt in HyO zeigen konnten, dass
die Isomerisierung des Chromophors und die Antwort des Proteinriickgrats im Be-
reich der Amid II-Schwingung auf einer Subpikosekunden-Zeitskala stattfinden. Ahnliche
Produktbildungs-Beitrage konnten in den zerfallassoziierten Spektren von 7 und 73 nicht
gefunden werden, da diese von den Beitriagen der Warmeableitung des heifsen Retinals
an die Proteinumgebung dominiert werden. Als nichtexponentieller Prozess, kann dieser
Kiihlvorgang nicht durch eine einzelne Zerfallszeit angepasst werden, sodass zur korrekten
Beschreibung sowohl fiir PR wt wie auch fiir die D97N-Mutante zwei Zeitkonstanten
bendtigt werden.

Ein Vergleich der gewonnenen Zerfallszeiten mit denen des PR wt zeigt, dass die kiir-
zeste Zeitkonstante 71 bei der Mutante einen deutlich héheren Wert aufweist (PR wt 0,6,
D97N 1,3), wihrend die nachfolgenden zwei Konstanten 7o und 73 im Rahmen des Fehlers
identisch sind. Dies zeigt, dass die photoinduzierte Isomerisierung des Retinals in der
D97N- Probe deutliche verlangsamt ist, wahrend der Protonierungszustand des priméren
Protonenakzeptors wenig Einfluss zu haben scheint. Man muss daher davon ausgehen,
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dass die Primérreaktion nicht nur durch elektrostatische Wechselwirkungen getrieben
wird, sondern mit hoher Wahrscheinlichkeit stark vom Wasserstoffbriickennetzwerk in
der Bindetasche abhéngt. Allerdings kann die Retinalisomerisierung nicht nur mit dem
T1-Prozess verkniipft sein, sodass hieriiber keine endgiiltigen Schliisse getroffen werden
konnen. Ferner zeigt die Ubereinstimmung der Kiihlzeiten 75 und 73 aller untersuchten
Probenformen, dass der beobachtete Kiihlprozess nicht von den eingefiihrten Anderungen
in der Retinalbindetasche beeinflusst wird.

Waéhrend die transienten Daten im infraroten Spektralbereich keine grofen Abwei-
chungen zwischen den PR-Proben gezeigt haben, sind im sichtbaren Spektralbereich
signifikante Anderungen feststellbar. Man muss daraus schlieken, dass beide Spektralbe-
reiche komplementére Informationen liefern und nicht unbedingt vergleichbar miteinander
sind, wie bereits andere Studien gezeigt haben [284] 285].

Deaktivierung des angeregten Zustands

Die transienten Absorptionsdaten der solubilisierten PR D97N-Probe zeigen im sichtbaren
Spektralbereich eine sehr dhnliche spektrale und zeitliche Charakteristik wie die Daten
des Wildtyps bei pD 6,4. Sie kénnen demnach iiber das fiir PR wt in HoO aufgestellte
Reaktionsmodell interpretiert werden [272] 273]. Hiernach spiegeln die beobachteten
Absorptionsianderungen direkt die elektronischen Prozesse nach Anregung, d.h. Wellenpa-
ketsbewegungen und den Ubergang vom angeregten Zustand in den Grundzustand wider.
Die Primérreaktion von PR D97N gestaltet sich demnach wie folgt: Nach Photoanre-
gung ist eine ultraschnelle (71 <0,2 ps) Bewegung aus dem Franck-Condon-Bereich zu
beobachten. Diese ist mit dem Auftreten einer dynamischen Stokesverschiebung, wie sie
auch fiir PR wt [273] oder BR [I73], [184] beschrieben wurde, verbunden. Die relaxierte
Population im angeregten Zustand zerfallt biexponentiell (75 und 73), wobei ein Teil
der Population direkt die konische Durchschneidung nimmt und ein weiterer erst noch
eine geringe Barriere iiberwinden muss. Es werden hierbei sowohl der Ausgangszustand
(all-trans Retinal) wie auch der K-Photoproduktzustand (all-cis Retinal) bevolkert. Am
Ende des beobachteten Zeitraums liegt das relaxierte Photoprodukt vor, das durch das
PR D97Ng - PR D97N-Differenzspektrum beschrieben wird.

Ein Vergleich der Depopulationszeiten (Tabelle des angeregten Zustands von PR
DI7N in HyO [282] und D20 zeigt, dass der Zerfall in D2O im Mittel um einen Faktor 1,3
langsamer ist als in HoO. Auch fiir das Wildtyp-Protein ist eine auf den H/D-Austausch
zuriickzufithrende Vergroferung der Zeitkonstanten beobachtet worden. Dieser kinetische
Isotopeneffekt lag unter alkalischen Bedingungen bei = 2,3 und unter sauren Bedingungen
bei &~ 1,6. Da dieser Effekt hauptsichlich durch den H/D-Austausch der Bindetasche
zustande kommen sollte [256, 257], kann aus den Daten geschlossen werden, dass die
vorgeschlagenen Wassercluster in der Bindetasche die ultraschnelle Isomerisierung im
Alkalischen katalysieren, wohingegen die Anordnung dieser Wassercluster gestort ist
und der katalytische Effekt verloren geht, wenn Asp-97 protoniert vorliegt, bzw. durch
ein ungeladenes Asparagin ersetzt wurde. Eine Schwichung der Wechselwirkungen der
Schiffbase wurde fiir PR D97N auch iiber N-Festkorper-NMR festgestellt [250]. Auch
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fiir das archaeale BR konnte eine starke Wasserstoffbriicke zwischen der Schiffbase und
einem Wassermolekiil (W402) im extrazellularen Halbkanal festgestellt werden. Fiir
die der PR D97N -Mutante analogen Mutation in BR (D85N) zeigte sich, dass das
Wechselspiel zwischen den Wassermolekiilen, die in den Protonentransfer involviert sind,
signifikant gestort ist [286].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ergebnisse der kurzzeitspektrosko-
pischen Studien im sichtbaren und infraroten Spektralbereich gezeigt haben, dass die
Kontrolle der Isomerisierungskinetik im PR sehr komplex ist und sowohl von elektrosta-
tischen Wechselwirkungen als auch von der Zusammensetzung des Wasserstoffbriicken-
bindungsnetzwerks in der Bindetasche abhangt.

7.4 Einfluss des hochkonservierten Histidin-75 auf die
Primardynamik

Vorangegangene Studien an PR-Mutanten, bei denen das hochkonservierte His-75 verén-
dert wurde, zeigten den drastischen Einfluss dieser Aminosdure auf den pK, des priméren
Protonenakzeptors [251], 254]. Es wurde daher postuliert, dass im Falle von PR nicht eine
einzelne Aminosdure die Position des priméren Protonenakzeptors einnimmt, sondern ein
Akzeptorkomplex aus Asp-97 und His-75 vorliegt. Das auf die Struktur von BR gestiitzte
Homologiemodell ergibt einen molekulare Abstand zwischen His-75 und Asp-97 von etwa
4 A, was eine Interaktion der Seitenketten moglich erscheinen lisst.

[¢))
o
o

E 3 o PRwt
S 5403 PR H75M
o)) 3] PR H75N
5 530
c 3 o
2 520 3 oo
g E

510 e

4 5 6 7 8 9 10
pH-Wert

Abbildung 7.27: Titrationskurven von PR H75N und H75M im Vergleich zum Wildtyp-Protein. Die
Titrationen der Histidin-Mutanten wurden freundlicherweise von Andreas Woérner zur Verfiigung gestellt
[287].

Gestiitzt wir diese Annahme durch die Kristallstruktur des verwandten bakteriellen
Retinalproteins Xanthorhodopsin (XR) [271]. Diese zeigte eine Wasserstoffbriicke zwi-
schen der Carboxylatgruppe des homologen Aspartats (Asp-96) und dem Imidazolring
des auch in diesem Retinalprotein vorhandenen Histidins. Luecke et al. postulierten
hieraus einen Aspartat-Histidin-Gegenion-Komplex.

Da die Priméarreaktion von Retinalproteinen zum einen von der Elektrostatik, d.h. der
Ladungsverteilung im Bereich der Schiffschen Base und des Protonenakzeptors abhéngt
und zum anderen auch das Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk in der Retinalbinde-
tasche erhebliche Auswirkungen auf die Isomerisierungsdynamik hat, wurde die sub-ns
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Abbildung 7.28: Strukturen der fiir die PR H75N und H75M Mutante entscheidenden Aminosduren
in der Stabchendarstellung. Die Heteroatome Sauerstoff, Stickstoff und Schwefel sind in rot, blau bzw.
gelb eingefarbt. Wasserstoffatome sowie Mehrfachbindungen sind nicht gezeigt.

Dynamik der PR H75N- und H75M-Mutante in der vorliegenden Arbeit untersucht. Die
Mutationen wurden dabei so gewahlt, dass im ersten Fall das geladene Histidin durch
das ungeladene Asparagin ersetzt wurde (H75N), was Ladungseffekte iiberpriifen sollte.
Die zweite Mutation beruht darauf, dass sich bei BR an der homologen Position 75 ein
Methionin befindet (Siehe Abbildung [7.28).

Die erzielten Ergebnisse sind Teil des folgenden Manuskripts, das sich momentan in
Vorbereitung befindet und im néchsten Monat eingereicht werden soll:

Fiedler,S.-A., Hempelmann, F., Holper, S., Kohler, T., Pfleger, N., Verhoefen,
M.-K., Worner, A., Bamberg, E., Wachtveitl, J. und Glaubitz, C., Elucidation
of the role of highly conserved residue His-75 in green proteorhodopsin by
solid-state NMR, ultra-fast optical spectroscopy and BLM measurements,
Manuskript in Vorbereitung.

Experimentelle Vorgehensweise

Detergenz-solubilisierte PR H75N- und PR H75M-Proben wurden von der Arbeitsgruppe
von Professor Glaubitz zur Verfiigung gestellt. Fiir die transienten Absorptionsmessungen
wurden sie in nachfolgend aufgelistete Pufferbedingungen iiberfiihrt (Tabelle . Die
Messbedingungen wurden dabei anhand der Titrationskurve so gewahlt, dass der priméare
Protonenakzeptor vollstandig protoniert bzw. deprotoniert vorliegt. Eine dritte Messung
bei dem pH-Wert durchgefiihrt, der dem pK,-Wert von Asp-97 entspricht.

Die Kurzzeitmessungen im sichtbaren Spektralbereich wurden mit dem in Kapitel[3.4.T]
beschriebenen experimentellen Aufbau durchgefiihrt. Da die Messungen bei unterschiedli-
chen pH-Werten der Proben jeweils unter der selben Geometrie betrieben werden sollten,
wurden zur Photoanregung die Wellenléingen auf das Absorptionsmaximum der Probe
eingestellt, bei der der pH-Wert dem pK, entspricht. Im Falle der PR H75N-Mutante
war dies eine Wellenldnge von 520 nm, fiir die PR H75M-Mutante eine Wellenldnge von
530nm. Die Pulsenergien lagen jeweils bei etwa 30nJ. Es konnte eine Zeitauflésung von
<150 fs erreicht werden.
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Probe pH-Wert Puffer Detergenz Salz

H75N 7.5 10 mM MES 0,1%0G  100mM NaCl

H75N 5,6 10 mM MES 0,1%0G  100mM NaCl

H75N 4.2 10 mM MES, 0,1%0G  100mM NaCl
10 mM Acetat

H75M 8,0 10mM MES 0,1% DDM 100 mM NaCl
H75M 6,5 10mM MES 0,1%DDM 100 mM NaCl
H75M 5,6 10mM MES 0,1% DDM 100 mM NaCl

Tabelle 7.7: Pufferbedingungen der transienten Absorptionsmessungen an PR H75N und H75M.

Spektral breite Weifslicht-Abtastpulse wurden in einem Saphir-Substrat erzeugt und ein
spektraler Bereich von 440 nm bis 750 nm wurde abgedeckt. Anreg- und Abtastpulse waren
parallel zueinander polarisiert. Um den Probenaustausch zwischen den Laserschiissen
zu gewahrleisten wurde die 1 mm-Quarzkiivette lateral bewegt. Die optische Dichte der
Proben lag bei 0,5. Die transienten Absorptionsdaten wurden aufeinander skaliert, um
sie direkt miteinander vergleichen zu kénnen.

UV-vis-Absorptionsspektroskopie

Abbildung stellt die Absorptionsspektren der PR H75N- und H75M-Mutante bei
den fiir die Kurzzeitmessungen ausgewahlten pH-Werten dar. Wie beim Wildtyp-Protein
ist die pH-abhéngige Verschiebung des Absorptionsmaximums auch bei diesen Proben
deutlich erkennbar. Wie bereits die Titrationskurven in Abbildung zeigen, sind
liegt die Chromophor-Absorptionsbanden bei deprotoniertem Protonenakzeptor bei etwa
520 nm und bei protoniertem Asp-97 bei ungefihr 540 nm.

c c

£ 10 JH75N ——pH75 £ 40JH75M . ——pH 8,0
g' ] pH 5,6 g' ] pH 6,5
2 b pH 4,2 2 ] pH 5,6
< 05 1 < 0.5-_

E T E T

80.0’ ........................ 2 0.0 I D

400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700
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Abbildung 7.29: Absorptionsspektren der PR H75N- und PR H75M-Proben bei den fiir die Kurzzeit-
messungen ausgewahlten pH-Werten. Die fiir PR wt charakteristische Verschiebung des Absorptionsma-
ximums ist in den Mutanten erhalten.
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pH-Abhangigkeit der Primardynamik von PR H75N

Eine Ubersicht der beobachteten Prozesse nach Photoanregung ist in Abbildung [7.30
gegeben. Die 2D-Plots sind farbig kodiert. Rot eingefarbt sind positive Absorptionsinde-
rungen und blau negative Absorptionsdnderungen. Ist kein Differenzsignal zu beobachten,
so wird dies in griin dargestellt. Die Zeitachse ist bis +1 ps linear skaliert und hiernach

logarithmisch.
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Abbildung 7.30: Contourplots der transienten Absorptionsdnderungen von PR H75N bei pH 7,5, 5,6 und
4,2. Die Hauptbeitrige entsprechen der Absorption des angeregten Zustands, dem Grundzustandsbleichen,
der Bildung des Photoproduktes sowie der stimulierten Emission.

Die transienten Absorptionsdnderungen im Spektralbereich von 440 nm bis 650 nm
sind im gesamten Zeitbereich von sich iiberlagernden Banden dominiert, die starke
pH-abhéingige Anderungen zeigen. Bei pH 7,5 und 5,6 beherrscht die Absorption des an-
geregten Zustands das beobachtete Differenzsignal zu kurzen Verzdgerungszeiten in einem
Spektralbereich von 440 nm und 550 nm. Durch den Beitrag des Grundzustandsbleichens
ist das Signal in zwei Banden aufgesplittet, die jeweils ihr Zentrum um 450 nm und 530 nm
besitzen. Im Gegensatz hierzu ist die rote Flanke der Absorption des angeregten Zustands
bei pH 4,2 vollig vom Signal des gebleichten Grundzustands tiberlagert. Ein weiterer
pH-abhangiger Unterschied ist zu langen Verzégerungszeiten beobachtbar. Die charakte-
ristische Signatur der Photoprodukt-Differenzbande besitzt bei pH 7,5 und 5,6 eine hohe
Amplitude, wohingegen sich die Banden des Photoprodukts und des Grundzustandsblei-

5
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-5 — T
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Abbildung 7.31: Transiente Absorptionsdnderungen von PR H75N bei pH4,2 (0), 5,6 (0) und 7,5
(o). Die negativen Absorptionsinderungen entsprechen dem Signal des ausgebleichten Grundzustands.
Die positiven Beitrage zeigen zu frithen Verzégerungszeiten die Absorption des angeregten Zustands
und zu langen Verzogerungszeiten die Absorption des K-Photoprodukts. Die durchgezogenen Linien
reprisentieren den Fit.
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chens bei pH 4,2 beinahe ausléschen. Exemplarisch sind in Abbildung transiente
Absorptionsdnderungen im Bereich der Absorption des angeregten Zustands (454 nm)
und des Grundzustandsbleichens (598 nm) gezeigt. Spektrale Verschiebungen wurden
auch fiir das Wildtyp-Protein beobachtet [272} 273, 279] (Siehe auch Abschnitt[7.2) und
konnten dort zu grofien Teilen der Verschiebung der Grundzustandsabsorptionsbande
zugeordnet werden. Die bei den His-Mutanten beobachteten spektralen Unterschiede
kénnen daher mit hoher Wahrscheinlichkeit auch hierauf zuriickgefiihrt werden. Neben
den Anderungen der Chromophor-Bandenposition sind bei den untersuchten Proben-
bedingungen auch verdnderte Reaktionsdynamiken festzustellen. Der zeitliche Verlauf
der Absorption des angeregten Zustands zeigt, dass der Zerfall dieser Bande stark vom
pH-Wert beeinflusst wird (Abbildung (links)).

Da die Bande der stimulierten Emission oberhalb 650 nm nicht von anderen Diffe-
renzsignaturen iiberlagert wird, ist sie bestens geeignet um unverfilschte Einsichten in
den Zerfall des angeregten Zustands zu bekommen. Eine beispielhafte Transiente ist in
Abbildung dargestellt. In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen fiir PR wt,
ist der Prozess der stimulierten Emission fiir PR H75N bei pH 4,2 auf einer langeren
Zeitskala zu beobachten als fiir pH~ 5,6 und pH 7,5. Zusétzlich zeigen die Transienten,
dass der angeregte Zustand nicht monoexponentiell entvilkert wird. Neben einem zeitli-
chen Beitrag im Bereich von 10 ps ist zudem eine sub-Pikosekunden-Zeit sichtbar. Dieser
schnelle Beitrag scheint den Zerfall der Bande fiir pH 7,5 zu dominieren, ist bereits
weniger ausgepragt fiir pH 5,6 und fast nicht mehr zu identifizieren bei saurem pH-Wert.
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Abbildung 7.32: Transiente Absorptionsinderungen von PR H75N bei pH4,2 (©), 5,6 (0) und 7,5 (0)
im Bereich der stimulierten Emission. Die durchgezogenen Linien représentieren den Fit.

Um die beobachteten Prozesse zu quantifizieren, wurde eine globale Fitanalyse durchge-
fiihrt, in der die Daten ab Verzégerungszeiten von +0,15 ps durch Exponentialfunktionen
angepasst wurden. Die Daten konnten zufriedenstellend mit vier Exponentialfunktionen
beschrieben werden, was mit der Anzahl der Zerfallskonstanten fiir das Wildtyp-Protein
unter unterschiedlichen Bedingungen iibereinstimmt [272] 273 279]. Die kiirzeste Zeit-
konstante ist hierbei im Bereich der Zeitauflosung und enthélt daher Beitrage koharenter
Effekte durch den Anregungs- und Abtastpuls. Sie wird im weiteren daher nicht diskutiert.
Die Amplitudenspektren der {ibrigen Zeitkonstanten sind in Abbildung [7.33] gezeigt.

Die zerfallassoziierten Spektren der Zeitkonstanten 7 und 73 weisen spektral fiir alle
untersuchten pH-Werte die gleiche Charakteristik auf. In beiden Amplitudenspektren
sind die Signaturen des Zerfalls des angeregten Zustands (440nm - 540 nm) sowie
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Abbildung 7.33: Zerfallassoziierte Spektren der globalen Anpassung der PR H75N-Daten bei pH 7,5,
5,6 und 4,2. Das Amplitudenspektrum von 7 ist nicht gezeigt.

der stimulierten Emission (>650nm) zu beobachten. Das negative Signal zwischen
530 nm und 620 nm kann hochstwahrscheinlich einer Mischung aus Depopulation des
Grundzustands und Photoproduktbildung zugeordnet werden. Es kann daher gefolgert
werden, dass der angeregte Zustand der H75N-Mutante iiber zwei Kanéle depopuliert
wird, die jeweils sowohl den Ausgangszustand des all-trans-Retinals wie auch den 13-
cis-Photoproduktzustand bevolkern. Das schon in den Einzeltransienten beobachtete
Phénomen, dass die zwei Zeitkonstanten abhédngig vom pH-Wert unterschiedlich gewichtet
sind, spiegelt sich auch in den Amplitudenspektren wider. Die Amplitude von 75 ist im
Bereich der Absorption des angeregten Zustands und der stimulierten Emission fiir die
pH 7,5-Probe deutlich iiber der von 73, wihrend fiir die PR H75N-Probe bei pH 4,2 das
Gegenteil gilt.

Die beobachteten pH-abhiingigen Anderungen finden sich auch in den Werten der
Zeitkonstanten wieder. Die Zerfallszeiten des angeregten Zustands von 0,3 ps und 8 ps
fiir die pH 7,5-Probe vergréfern sich bei pH 5,6 auf 0,4 ps und 16 ps und steigen fiir pH
4,2 auf die Werte 0,8 ps und 28 ps. Ein Vergleich zu den erhaltenen Zeitkonstanten des
solubilisierten Wildtyp-Proteins ist in Tabelle gegeben.

T1/ps Te/ps T3/ Dps Too
PR wt, pH 9,0 0,15 0,28 9,5 unendlich

H75N, pH 7,5 <0,15 0,3 8 unendlich
H75N, pH 5,6 <0,15 0,4 16 unendlich
H75N, pH 4,2 <0,15 0,8 28 unendlich

PR wt, pH 6,0 0,15 1 16,2  unendlich

Tabelle 7.8: Zerfallszeiten der globalen Anpassung der PR H75N-Daten. Zum Vergleich sind die
erhaltenen Zeitkonstanten der Anpassung der PR wt-Daten bei pH 9,0 und 6,0 gegeben.

Bei allen pH-Werten spiegelt das zerfallassoziierte Spektrum von 7., das PR H75N g -
PR H75N-Differenzspektrum wider. In Ubereinstimmung mit dem Contourplot in Abbil-
dung heben sich das negative Signal des Grundzustandsbleichens und das positive
Signal der K-Absorption fast auf, wihrend mit steigendem pH-Wert hohere Differenzam-
plituden beobachtet werden.
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7.4 Einfluss des hochkonservierten Histidin-75 auf die Primdrdynamik

pH-Abhingigkeit der Primirdynamik von PR H75M

Die Untersuchungen an der PR H75M-Mutante wurden nach dem selben Schema wie die
Messungen an der PR H75N-Mutante durchgefiihrt. Die Dynamik nach Photoanregung
wurde bei pH-Werten, an denen der primére Protonenakzeptor protoniert (pH 5,6)
und deprotoniert (pH 8,0) vorliegt, sowie in der Néhe des pK,-Werts untersucht. Wie
fiir die H75N-Mutante sind die Spektren entsprechend ihrer Konzentration skaliert.
Eine Ubersicht {iber die gewonnenen Ergebnisse ist in Abbildung [7.34] zu sehen. Die
2D-Graphiken folgen dem gleichen Farbschema und der gleichen Achsenskalierung wie
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Abbildung 7.34: Contourplots der transienten Absorptionsidnderungen von PR H75M bei pH 8,0, 6,5
und 5,6. Die Hauptbeitriage entsprechen der Absorption des angeregten Zustands, dem Grundzustands-
bleichen, der Bildung des Photoproduktes sowie der stimulierten Emission.

Die transienten Spektren der pH-Werte, bei denen Asp-97 protoniert bzw. deprotoniert
vorliegt, stimmen in den Grundziigen mit den analogen Spektren von PR H75N iiberein.
Lediglich das Spektrum am pK,-Wert hat im Fall der H75M-Mutante eine hohere Ahn-
lichkeit mit dem der sauren Spezies, wihrend das analoge Spektrum der H75N-Mutante
mehr Gemeinsamkeiten mit den transienten Absorptionsinderungen der alkalischen Spe-
zies aufweist. Weitere Unterschiede werden wahrscheinlich durch die unterschiedlichen
Anregungswellenldngen und kleinen Spektralen Verschiebungen hervorgerufen. Die durch
die Verschiebung der Retinalabsorptionsbande hervorgerufenen spektralen Unterschiede
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Abbildung 7.35: Transiente Absorptionsdnderungen von PR H75M bei pH 5,6 (©), 6,5 (©) und 8,0
(o). Die positiven Beitriage zeigen zu frithen Verzogerungszeiten die Absorption des angeregten Zustands
und zu langen Verzogerungszeiten die Absorption des K-Photoprodukts. Die durchgezogenen Linien
reprasentieren den Fit.
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Abbildung 7.36: Transiente Absorptionsianderungen von PR H75M bei pH 5,6 (0), 6,5 (0) und 8,0 (0)
im Bereich der stimulierten Emission. Die durchgezogenen Linien reprasentieren den Fit.

im Bereich der Absorption des angeregten Zustands und der Grundzustandsbleichbande
sind auch in den transienten Spektren der H7T5M-Mutante zu erkennen. Wie Abbildung
[7.35] verdeutlicht, dndert sich die Dynamik fiir diese Banden pH-abhéngig. Hierbei nimmt
die Reaktionsgeschwindigkeit von der Probe bei pH 8,0 bis hin zur Probe bei pH 5,6
ab. Da sich die Banden im Spektralbereich von 440 nm bis 650 nm stark {iberlagern, ist
es schwierig aus den Einzeltransienten Informationen iiber den Zerfall des angeregten
Zustands zu erlangen. Dies trifft jedoch nicht auf die transienten Absorptionsdnderungen
im Bereich der stimulierten Emission zu. Abbildung [7.36] zeigt eine exemplarisch gewéhlte
Transiente bei 710 nm. Es ist deutlich eine pH-abhéngige Dynamik erkennbar, die aber
bei PR H75M nicht so stark ausgepragt ist, wie bei PR H75N oder dem Wildtyp-Protein.

Zur weiteren Auswertung der Daten wurde eine globale Fitanalyse fiir Verzdgerungs-
zeiten grofer 0,15 ps durchgefithrt. Die transienten Daten konnten zufriedenstellend mit
vier Zeitkonstanten angepasst werden. Die erste Zerfallskomponente 7 liegt hierbei im
Bereich der Zeitauflosung und wird daher nicht weiter betrachtet. Die Ergebnisse sind in
Tabelle aufgelistet.

TI/PS T2/ DPST3/PS Too

PR wt, pH 9,0 0,15 0,28 9,5 unendlich
H75M, pH 8,0 <0,15 0,5 17 unendlich
H75M, pH 6,5 <0,15 0,6 23 unendlich
H75M, pH 5,6 <0,15 0,7 27  unendlich
PR wt, pH 6,0 0,15 1 16,2 unendlich

Tabelle 7.9: Zerfallszeiten der globalen Anpassung der PR H75M-Daten. Zum Vergleich sind die
erhaltenen Zeitkonstanten der Anpassung der transienten Absorptionsmessungen des Wildtyp-Proteins
bei pH 9,0 und 6,0 gegeben.

Die Zuordnung der Zeitkonstanten erfolgte mit Hilfe der zerfallassoziierten Spektren, die
in Abbildung[7:37 dargestellt sind. Die den Zerfallszeiten unterliegenden Prozesse konnten
analog zu PR wt und PR H75N zugeordnet werden. 7o und 73 spiegeln demnach einen
biexponentiellen Zerfall des angeregten Zustands wider, bei dem neben dem Photoprodukt
auch der Ausgangszustand wieder bevolkert wird. Die Tatsache, dass sich die Amplitude
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7.4 FEinfluss des hochkonservierten Histidin-75 auf die Primdrdynamik

der transienten Absorptionsdnderungen von 75 und 73 im Bereich der Absorption des
angeregten Zustands und der stimulierten Emission pH-abhéngig dndert, wird darauf
zuriickgefiihrt, dass die einzelnen Zerfallskanile je nach pH-Wert unterschiedlich gewichtet
sind. Das Amplitudenspektrum von 7, entspricht dem Differenzspektrum nach 1,5 ns.
Man erkennt, dass das PR H75M g-PR H75M-Differenzspektrum durch die Verschiebung
der Grundzustandsabsorptionsbande eine vom pH-Wert abhéingige Amplitude besitzt.
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Abbildung 7.37: Zerfallassoziierte Spektren von PR H75M bei pH 8,0, 6,5 und 5,6. Das Amplituden-
spektrum von 7 ist nicht gezeigt.

Diskussion

Die durchgefiihrten Ultrakurzzeituntersuchungen im sichtbaren Spektralbereich zeigten,
dass die pH-Abhéngigkeit der Primdrdynamik der PR H75N- und H75M-Mutanten
sehr dhnlich zu der beobachteten Abhéngigkeit des Wildtyp-Proteins sind. Direkt nach
Photoanregung ist eine sehr schnelle Dynamik im Bereich von 100 fs feststellbar, die
aber fiir die gezeigten Messungen im Bereich der Zeitauflosung liegt. In Anlehnung an
frithere Publikationen tiber PR [273] und andere Retinalproteine [173, [184] kann dieser
Prozess am wahrscheinlichsten einer ultraschnellen Wellenpacketsbewegung aus der
Franck-Condon-Region zugeordnet werden. Im Falle von BR wird angenommen, dass die
Bewegung tiber die eine Streckschwingung der konjugierten Kohlenstoffkette stattfindet,
der sich die Torsion um die Cy3-C14-Bindung anschlieft [I95]. Der biexponentielle Zerfall
des angeregten Zustands wurde iiber einen sich aufteilenden Deaktivierungspfad erklért
[272, 273], bei dem ein Teil der Population direkt durch die konische Durchschneidung
lauft, wahrend der andere iiber ein lokales Minimum der angeregten Zustandsfliche den
Grundzustand erreicht.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen fiir PR wt und die D97N-Mutante hat
die Variation des pH-Werts zwei Auswirkungen auf die biphasische Deaktivierung des
angeregten Zustands. Zum einen dndern sich die Reaktionsraten mit dem pH-Wert
der Probe. Eine Probe mit deprotoniertem priméren Protonenakzeptor Asp-97 (PR wt
pH 9,0, PR H75N bei pH 7,5, H75M bei pH 8,0) zeigt im allgemeinen eine schnellere Ent-
volkerung des Si-Zustands verglichen mit Proben, bei denen Asp-97 protoniert (PR wt
pH 6,0, PR H75N pH4,2, PR H75M pH5,6) oder wie im Falle von PR D97N durch
Mutation ungeladen vorliegt. Die hier gezeigten Messungen an den Histidin-Mutanten
zeigen zudem, dass die Proben, bei denen der pH-Wert gleich dem pK, von Asp-97
ist, eine zwischen den Extremwerten liegende zeitliche Charakteristik aufweisen (Siehe
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

Tabellen und . Den zweiten beobachteten pH-Effekt kann man am besten in
den zerfallassoziierten Spektren erkennen (Abbildungen und [7.37). Im Bereich der
Absorption des angeregten Zustands sowie der stimulierten Emission dndern sich die
Amplituden der Zerfallsspektren der Zeitkonstanten 7 und 73 mit dem pH-Wert. Dies
wurde dahingehend interpretiert, dass der schnelle Deaktivierungspfad fiir Proben mit de-
protoniertem Gegenion Asp-97 dominierend ist, wihrend der langsamere Reaktionskanal
fiir Proben mit protoniertem Asp-97 bevorzugt wird.

Die aufgezeigten Gemeinsamkeiten der unterschiedlichen PR Proben zeigen, dass
obgleich sich die spektrale Signatur sowie der pK,-Wert des priméren Protonenakzeptors
in den H75N- und H75M-Mutanten dndern, die generelle Isomerisierungscharakteristik
erhalten bleibt. Die erhaltenen Zeitkonstanten der PR H75N-Mutante weisen eine hohe
Ahnlichkeit zu denen des Wildtyp-Protein auf. Man kann daher davon ausgehen, dass die
elektrostatischen und sterischen Eigenschaften der Bindetasche wie auch das Wasserstoff-
briickenbindungsnetzwerk erhalten bleiben. Dies stimmt mit NMR-Studien iiberein, die
zeigen, dass die Umgebung der Schiffbase nicht von den Mutationen beeinflusst wird [251].
Im Gegensatz hierzu sind Abweichungen fiir die PR H75M-Mutante feststellbar. Die
erhaltenen Zeitkonstanten implizieren, dass die pH-Abhéngigkeit weniger ausgepragt ist
als im Wildtyp-Protein oder in der H75N-Mutante. Dies spricht dafiir, dass die unpolare
Methionin-Seitenkette eine héhere Hydrophobizitdt in der Umgebung der Schiffbase
erzeugt, die zusétzlich iiber das Schwefelzentrum die Elektrostatik der Retinalbindetasche
und damit die Isomerisierung beeinflussen konnte, jedoch weniger Einfluss auf den pK,
des Gegenion-Komplexes hat.

7.5 Tieftemperaturcharakterisierung des
Proteorhodopsin-Photozyklus im Sichtbaren

Der Protonenpumpvorgang von PR wurde in den letzten 10 Jahren an rekonstituierten
Proben wie auch in zelluldren Systemen ausfiihrlich untersucht. Da nahezu alle bei
BR am Pumpmechanismus beteiligten Aminosduren konserviert sind, wurde fiir PR
ein dhnlicher Mechanismus erwartet. Unter alkalischen Bedingungen ist dies in erster
Naherung auch der Fall. Wie bei BR konnte hier die nach aufen gerichtete Protonen-
freisetzung beobachtet werden [30, 242]. Das Bild dndert sich jedoch bei pH-Werten
unterhalb des ungewohnlich hohen pK,-Werts des priméren Protonenakzeptors (= 7,5).
Friedrich et al. [30] zeigten in Photostrommessungen, dass sich die Pumprichtung umkehrt
und nun Protonen in Richtung des Cytoplasmas gepumpt werden. Die Richtigkeit dieser
Messungen wurde aber von Dioumaev et al. [242] angezweifelt, da sie nicht an orientieren
PR-Proben wiederholt werden konnte. Hierzu kam zusétzlich noch das Problem, dass das
M-Intermediat, welches im BR Photozyklus mit der Anderung der Zugénglichkeit des
Proteins verkniipft ist, nicht in kinetischen Photozyklusmessungen identifiziert werden
konnte 30} 242] 277]. Die nachfolgenden Tieftemperaturuntersuchungen nehmen sich der
Fragestellung an, ob das M-Intermediat Teil des sauren PR-Photozyklus ist.
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Die erzielten Ergebnisse sind bereits in nachfolgendem Artikel veroffentlicht:

Lorinczi, E., Verhoefen, M.-K., Wachtveitl, J., Woerner, A.C., Glaubitz, C.,
Engelhard, M., Bamberg, E. und Friedrich, T. Voltage- and pH-dependent
Changes in Vectoriality of Photocurrents Mediated by Wild-type and Mutant
Proteorhodopsins upon Ezpression in Xenopus Oocytes. JMB (2009), 393:
320-341.

Experimentelle Vorgehensweise

Aufgereinigte PR wt-Proben wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. C. Glaubitz,
Universitat Frankfurt, zur Verfligung gestellt. Zur Rekonsitution wurde das PR zu
detergenzsolubilisierten Lipiden (5 mg Lipid/ml, 2% Oktylglykosid, 5:1 Palmitoyloleoyl-
phosphatidylcholin / Palmitoyloleoylphosphatidylglycerol) gegeben und gegen das 500-
fache Volumen Tris-Puffer dialysiert. Die Messungen wurden in 20mM Tris-Puffer, 500
mM NaCl, pH 9, bzw. 20 mM Citratpuffer, pH 4, durchgefiihrt. Der Austausch des
Puffers wurde tiber Zentrifugationsfiltrierung realisiert.

Die Tieftemperaturmessungen wurden an Proteinfilmen durchgefiihrt. Hierzu wurde ein
Proteinpellet (x50 ug Protein) auf eine CaFg-Scheibe aufgebracht und unter Normalbe-
dingungen einige Minuten getrocknet. Durch Aufpressen einer zweiten Scheibe erhélt man
einen homogenen Proteinfilm. Der Hydratationsgrad wurde iiber FTIR-Absorptionsspek-
tren verifiziert. Die praparierten Filme wiesen ein Wasser /Amid I- zu Amid II-Bandenver-
héltnis von etwa 2 auf. Da die Bandenposition der Chromophorabsorption im sichtbaren
Spektralbereich den Protonierungsgrad des primédren Protonenakzeptors widerspiegelt,
konnte der pH-Wert der Proteinfilme hieriiber iiberwacht werden.

Tieftemperaturspektren wurden analog zu bereits veroffentlichten Protokollen fiir
BR [159] durchgefiihrt. Die Differenzspektren wurden mit einem Specord S100 Ein-
strahlphotometer (Analytik Jena) in einem Spektralbereich von 380 nm bis 650 nm
durchgefiihrt. Der Proteinfilm wurde nach etwa 20-miniitiger Gleichgewichtseinstellung
bei Raumtemperatur in dem in Kapitel[5.1] beschriebenen Eigenbau-Kryostaten ohne
Messlicht auf etwa 150 K schockgefroren. Die Temperatur wurde hierbei {iber ein Pt-
100-Widerstandsthermometer gemessen. Bei dieser Temperatur wurde ein Spektrum der
Probe PR gynieiaufgenommen, das fiir die spéatere Berechnung der Differenzspektren als
Referenz dient. Die Probe wurde anschliefsend durch eine 500 W-Hg-Xe-Lampe (LC4,
Hamamatsu) in Kombination mit einer Kurzpass-Langpass-Filterkombination (Thorlabs)
bei etwa 525 nm + 10 nm fiir 60s belichtet. Wahrend des Aufwérmens (2 K/min) wurden
alle 3 bis 4 K sogenannte PRyejicnter-Spektren gemessen. Aufgrund der unterschiedlichen
Streubeitrage bei den verschiedenen Temperaturen mussten die einzelnen Spektren basis-
linienkorrigiert werden, bevor die Differenzspektren PRyepichtet-PRaunker gebildet wurden.
Durch die hohe Aufheizrate sind dies keine Gleichgewichtsspektren.
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

Temperaturrampe bei pH 9,0

Abbildung [7.38 gibt einen Uberblick iiber die lichtinduzierten temperaturabhingigen
Differenzspektren von PR bei pH 9,0. In rot sind photo- bzw. temperaturinduzierte
positive Absorptionsédnderungen koloriert, in blau negative Absorptionsdnderungen.
Die Abbildung zeigt Differenzbanden in drei spektralen Regionen. Um 520 nm ist im
gesamten beobachteten Temperaturbereich ein stark negativer Beitrag erkennbar. Er
lasst sich auf die Depopulation der Grundzustands zuriickfithren. Rotverschoben hierzu
ist eine positive Differenzbande erkennbar, die bis etwa 170 K leicht abféllt. Nachfolgend
wachst das positive Absorptionssignal mit zunehmender Temperatur und erreicht sein
Maximum bei etwa 220 K. Zeitgleich mit diesem Anstieg beobachtet man um 430 nm eine
positive Absorptionsédnderung mit sehr &hnlicher Temperaturcharakteristik. Die deutliche
Differenzbandenstruktur bei 240 K zeigt, dass der Photozyklus bei dieser Temperatur
noch nicht abgeschlossen ist.
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Abbildung 7.38: Ubersicht iiber die temperaturabhéngigen Differenzsignale von PR bei pH 9,0 im
sichtbaren Spektralbereich. Die Einzelkanal-Absorptionsénderungen bei 430 nm und 600 nm sind in der
rechten Abbildung gegeben.

Beide positiven Differenzbanden werden der Absorption von Photoprodukten des PR-
Photozyklus zugeschrieben. Ein Vergleich der Bandenpositionen mit der in der Literatur
beschriebenen spektralen Charakteristik der Intermediate ergibt, dass die Absorption um
430 nm dem M-Intermediat des Photozyklus zugeordnet werden kann. Eine eindeutige
Bandenzuordnung kann im Bereich der rotverschobenen Produktbande um 600 nm nicht
erfolgen, da in diesem Spektralbereich sowohl das im Reaktionszyklus direkt nach der
Isomerisierung auftretende K-Intermediat, als auch die spéter auftretenden, hier PR' und
PR" genannten Intermediate absorbieren. Der bei tiefen Temperaturen leicht abfallende
Verlauf der um 600 nm absorbierenden Bande kann aber wahrscheinlich dem Zerfall des
K-Intermediats zugeordnet werden, wahrend die anschliefende Charakteristik ab 180 K
einem oder mehreren spaten Photozyklusintermediaten zuzuordnen ist. Es ist jedoch
nicht moglich zwischen diesen spéten Intermediaten zu differenzieren.

110



7.5 Tieftemperaturcharakterisierung des Proteorhodopsin-Photozyklus im Sichtbaren

Temperaturrampe bei pH 4,0

Abbildung [7-39] zeigt die temperaturabhéngigen Absorptionsdnderungen von PR wt bei
pH 4,0 nach Anregung bei 525 nm. Im Gegensatz zu kinetischen Messungen sind in den
Tieftemperaturspektren bei pH 4,0 wie bei pH 9,0 Differenzbanden in drei verschiedenen
spektralen Regionen sichtbar ((+)430 nm, (-)540 nm, (+)600 nm). Dennoch sind spektrale
und temperaturabhéngige Unterschiede zwischen den Differenzspektren bei pH 9,0 und
pH 4,0 erkennbar.
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Abbildung 7.39: Ubersicht iiber die temperaturabhingigen Differenzsignale von PR bei pH 4,0 im
sichtbaren Spektralbereich. Die Einzelkanal-Absorptionsdnderungen bei 430 nm und 600 nm sind in der
rechten Abbildung gegeben.

Um 600 nm ist iiber den gesamten beobachteten Temperaturverlauf ein positives Ab-
sorptionssignal zu erkennen. Dieses steigt bei Temperaturen um 170 K leicht an und
nimmt bei Temperaturen von >220 K wieder ab. Unterhalb von 170 K kann diese Cha-
rakteristik dem K-Intermediat zugeschrieben werden, mit wachsender Temperatur sollte
sich aber das Gleichgewicht auf die spéten roten Intermediate PR' und PR verlagern.
Im Unterschied zu den Differenzspektren bei pH 9,0 schiebt die negative Grundzustands-
bleichbande um 540 nm mit wachsender Temperatur zu groferen Wellenlédngen. Dies
kann einer stérkeren spektralen Uberlagerung des frithen K-Intermediats und der Grund-
zustandsabsorptionsbande bei sauren pH-Werten zugeschrieben werden (Siehe hierzu
auch Abschnitt . Mit dem beobachteten Anstieg der Bande bei 600 nm ist auch
im blauen Fliigel des Spektrums die Bildung einer Photoproduktbande bei 430 nm zu
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< ———pH4
-40

400 450 500 550 600 650
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Abbildung 7.40: Vergleich der bei 220 K aufgenommenen, Differenzsignale von PR unter sauren (pH
4,0) und alkalischen (9,0) Bedingungen. Die Spektren sind nicht aufeinander skaliert.
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

sehen. Sie besitzt in einem Temperaturbereich von 170 K bis 220 K eine nahezu konstante
Amplitude und zerfillt bei Temperaturen oberhalb 230 K. Wie die IR-Differenzspektren
von PR bei 77 K gezeigt haben (Siehe Seite , weist der Chromophor bei pH b5 eine
korrekte all-trans nach 13-cis Isomerisierung auf, die auch fiir pH 4,0 angenommen wird.
Es wird daher ausgeschlossen, dass sich die beobachtete Bande bei 430 nm auf die Bildung
der von Imasheva et al. berichteten 9-cis-Spezies zuriickfiihren lasst [258], [259]. Die Bande
kann daher aufgrund des Absorptionsmaximum von etwa 430 nm dem M-Intermediat
zugeordnet werden. Da, wie Abbildung zeigt, die Amplitude dieser Bande vergleich-
bar mit der der rotverschobenen Intermediate ist, kann die beobachtete Charakteristik
auch nicht auf den bei pH4,0 sehr geringen Anteil (< 1%) von PR-Proteinen in der
alkalischen Form zuriickgefiihrt werden.

Diskussion

Die temperaturabhéngigen Differenzspektren von PR zeigen fiir pH 9,0 und pH 4,0 eine
charakteristische Abfolge von Intermediaten. Unter alkalischen Bedingungen sind drei
deutliche spektrale Beitriage beobachtbar. Die bei tiefen Temperaturen beobachtete
Absorption um 600 nm wird dem K-Intermediat zugeordnet. Ab Temperaturen von etwa
180 K ist der Aufbau einer blau-verschobenen Absorptionsbande um 430 nm sichtbar, die
der deprotonierten Schiffbasen-Konfiguration des M-Intermediats zugeordnet wird. Hier-
mit einher geht die Bildung einer weiteren Bande um 600 nm, die der Absorption eines
oder mehrerer spiter BRy bzw. BRp-dhnlicher Intermediate (hier PR' und PR'' genannt)
zugeordnet werden kann. Die wirkliche Anzahl an spektral stillen Intermediaten kann
aber mit der verwendeten Technik nicht festgestellt werden. Die Ubergangstemperatur
des K-Intermediats in ein Gleichgewicht aus M<=PR'/PR'" ist in guter Ubereinstim-
mung mit der Temperatur des Glasiibergangs in Proteinfilmen [28§]. Es sollten also ab
dieser Temperatur die fiir den Fortgang des Photozyklus benétigten konformationellen
Anderungen vonstatten gehen kénnen. Das ausgeprigte Differenzspektrum bei 240 K
zeigt, dass der Photozyklus bei dieser Temperatur noch nicht beendet ist.

Unter sauren Bedingungen (pH 4,0) konnten die gleichen Intermediate wie auch bei
pH 9,0 beobachtet werden, jedoch &nderte sich die Temperaturcharakteristik signifikant.
Direkt nach Anregung ist eine positive Absorptionsénderung um 600nm erkennbar.
Ab etwa 170K liegt ein Gleichgewicht aus einer bei 430 nm absorbierenden Spezies
und einem Photoprodukt, das um 600 nm absorbiert, vor. Das frithe rotverschobene
Photoprodukt wird dem K-Intermediat zugeordnet. Mit steigender Temperatur wird
die Bande einem BRy- bzw. BRp-dhnlichen Intermediat, oder einem Gleichgewicht aus
beiden, hier mit PR' bzw. PR'" bezeichnet, zugeschrieben. Die blau-verschobene Spezies
kann aus oben genannten Griinden nur dem M-Intermediat zugeordnet werden. Am Ende
der beobachteten Temperaturrampe ist bei pH 4,0 ein geringes Differenzsignal sichtbar,
das aus Beitrage des Grundzustandsbleichens und der Absorption der rot verschobenen
Photoprodukte besteht. Das M-Intermediat ist entsprechend nur bei Temperaturen
zwischen 170 K und 230 K zu beobachten. Dieser drastische Unterschied zu den Messungen
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bei pH 9,0 zeigt, dass die Reaktionsbarrieren bei pH 9,0 und pH 4,0 auch am Ende des
Photozyklus deutlich voneinander abweichen.

Das gewonnene Ergebnis scheint zu iiberraschen, da das M-Intermediat in kineti-
schen Messungen bei Raumtemperatur nicht beobachtet werden konnte. Die Ursache fiir
das Auftreten dieser Spezies in den durchgefiihrten Tieftemperaturmessungen ist wahr-
scheinlich kinetischer Natur. Unter Raumtemperaturbedingungen wiirde eine langsame
Schiffbasen-Deprotonierungsreaktion in Kombination mit einer sehr schnellen Repro-
tonierungsreaktion zu einer sehr geringen Population des M-Intermediats fithren. Das
transiente Signal wére daher wahrscheinlich nicht ausreichend grofs, um es in kinetischen
Messungen zu identifizieren. Dass dieses Signal in Tieftemperaturmessungen beobachtet
wird, kann darauf zuriickgefithrt werden, dass sich einerseits die Reaktionsraten mit der
Temperatur verdndern (vgl. Kapitel , andererseits werden sich sicherlich auch die
Reaktionskoordinaten d&ndern. Gerade Moden, die mit grofsen Strukturdnderungen in
Verbindung stehen, wie die mit dem M-Intermediat in Verbindung stehende Umkehr
der Zuginglichkeit des Proteins im Switch-Prozess, werden deutlich durch die tiefen
Temperaturen beeinflusst. Die Ergebnisse dieser Studie validieren somit die von Friedrich
et al. [30] und Lérinczi et al. [31] beobachtete Umkehr der Pumprichtung in dem Sinne,
als dass sie das fiir den Pumpmechanismus wichtige M-Intermediat zeigen. Die durchge-
flihrten Tieftemperaturmessungen sind daher richtungsweisend fiir die Erforschung der
Funktion von PR.

7.6 Tieftemperaturcharakterisierung des
Proteorhodopsin-Photozyklus im Infraroten

Da die vorangegangenen Studien im sichtbaren Spektralbereich gezeigt haben, dass das
M-Intermediat des sauren PR-Photozyklus bei tiefen Temperaturen nachgewiesen werden
kann, wurden nachfolgend Untersuchungen mit der strukturell sensitiven Methode der
Infrarotspektroskopie durchgefithrt. Man erhoffte sich hierdurch iiber die Protonierungs-
und Deprotonierungssignaturen im Bereich der Carboxylschwingungen (> 1700cm™1)
mechanistische Einblicke in den Protonentransportweg zu bekommen. Die charakteristi-
schen Differenzsignale im Bereich der Amid I- und -II-Schwingung sollten dariiber hinaus
Informationen iiber die mit dem Pumpvorgang verbundenen Helixbewegungen geben. Die
erzielten Ergebnisse sind in nachfolgende Publikation mit eingeflossen. Dariiber hinaus
befindet sich ein weiteres Manuskript in Vorbereitung.

Schaéfer, G., Shastri S., Verhoefen,M.-K., Vogel, V., Glaubitz, C., Wachtveitl,
J. und Méntele, W., Characterizing structure and photocycle of PR 2D crystals
with CD and FTIR-spectroscopy Photochem. Photobiol. (2009), 85: 529-534.

Verhoefen, M.-K., Schéfer, G., Shastri, S., Weber, I., Glaubitz, C., Méantele, W.

und Wachtveitl, J., Low temperature FTIR spectroscopy reveals new insights
on the pH-dependent proton pathway of Proteorhodopsin, in Vorbereitung.
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Experimentelle Vorgehensweise

In einem ersten Schritt wurden unterschiedliche Probenformen (in Phospholipiden rekon-
stituiertes PR (PR,¢x) und 2D-kristallisiertes PR (PR2p)) getestet. Nachfolgend wurde
der bei Raumtemperatur gut charakterisierte Photozyklus bei pH 9,0 untersucht. Die
Geometrie der Kryostathalterung sowie der Aufbau der Belichtungseinheit wurde hierbei
optimiert, sodass fiir die Analyse des Photozyklus bei saurem pH-Wert ein optimales
Messprotokoll benutzt werden konnte. Es zeigte sich, dass eine Belichtungszeit von 60 s
ein zufriedenstellendes Differenzsignal ergibt. Das erste Grundzustandsintermediat K
konnte am besten iiber statische Differenzspektren bei 77 K charakterisiert werden. Das
Auftreten der nachfolgenden Intermediate wurde hingegen in den Differenzbanden von
zeitaufgelosten RapidScan-Messungen bei einer vorgegebenen Temperatur beobachtet.
Dies hat den weiteren Vorteil, dass Ubergéinge zwischen den Intermediaten kinetisch
erfasst werden kdnnen. Um eine Vergleichbarkeit der Photozyklen bei saurem und alka-
lischem pH-Wert zu erzielen, wurden alle Messungen in dem fiir die IR-Spektroskopie
geeigneten Puffer Natriumphosphat (100 mM Phosphat, 100 mM NaCl) durchgefiihrt. Der
volle Pufferbereich wurde dabei ausgenutzt und bei den Extremwerten von pH 5,1 und
9,0 gemessen. AbschlieRend wurde noch der Einfluss von kleinen pH-Wert-Anderungen
im Bereich von 0,5 Einheiten untersucht.

Vergleich der Probenform

Frithere Studien des archaealen Retinalproteins BR haben bereits gezeigt, dass neben
dem Wassergehalt sowohl die Art als auch der Anteil des Lipids einen erheblichen Einfluss
auf den Photozyklus hat [289-292]. Die Messungen wurden daher mit hydratisierten
Proteinfilmen durchgefiihrt, bei denen immer ungefahr ein Amid I-/Wasser zu Amid II-
Bandenverhiltnis von 2:1 eingestellt wurde (Siehe Abbildung [7.41]).

Um den Einfluss des Lipids auf den Photozyklus festzustellen, wurden als erstes ver-
gleichende Studien mit rekonstituiertem und 2D-kristallisiertem PR, durchgefiihrt. In der
rekonstituierten Probenform liegt das Protein in Dimyristoyl-Vesikeln vor. Das Absorpti-
onsspektrum der 2D-kristallisierten Filmprobe weist hingegen einen wesentlich geringeren
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Abbildung 7.41: Vergleich der IR-Absorptionsspektren von rekonstituiertem und 2D-kristallisiertem
Proteorhodopsin bei pH 5,1. Die pridparationsabhingigen Unterschiede sind deutlich in der grau-
unterlegten Bande um 1750 cm ™' zu beobachten.
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Probenform 7y /min 72 /min

PR, pH9,0 <1 7
PRop pH 9,0 <1 8
PRy pH51 <1 6
PRop pH 5,1 <1 15

Tabelle 7.10: Vergleich der Zeitkonstanten der Retinalreisomerisierung bei 1538cm ™! fiir PR;.c, und
PRap bei pH 5,1 und 237K sowie pH 9,0 und 257 K.

Anteil an Lipiden (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-phosphocholine (DOPC)) auf (grau mar-
kierter Bereich um 1730 cm™! in Abbildung [7.41). Das Protein-zu-Lipid-Verhiltnis liegt
hier bei etwa 0,25 (w/w) [249].

Abbildung [7:42] vergleicht die Reisomerisierungskinetik der C—=C-Streckschwingung bei
1538 cm ™. Fiir pH 9,0 konnte kein Einfluss der Probenpréparation festgestellt werden. Ein
biexponentieller Fit der Daten lieferte im Rahmen des Fehlers identische Zeitkonstanten.
Diese sind in Tabelle gegeben. Man kann daher davon ausgehen, dass die beiden
Proben in gleichem Mafe fiir die Photozyklusstudien geeignet sind.

Das Bild &ndert sich, wenn man die transienten Absorptionsédnderungen bei pH 5,1
vergleicht (237K). Die Kinetiken stimmen nicht ldnger iiberein. Die 2D-kristallisierten
Proben erweisen sich als wesentlich stabiler. Diese Beobachtung steht im Einklang mit
der Beobachtung, dass eine PR-Probe, nachdem sie fiir iiber 24 Stunden im pH 5,1-Puffer
bei 8°C gelagert wurde, keinen kompletten Photozyklus mehr durchlauft. Man beobachtet
lediglich die Retinalisomerisierung. Die fiir die nachfolgenden Studien benutzten Proben
wurden daher erst kurz vor dem Messen auf den richtigen pH-Wert gepuffert. Fir
die Messungen im sauren pH-Bereich wurden prinzipiell die 2D-kristallisierten Proben

benutzt.
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Abbildung 7.42: Vergleich der Retinalreisomerisierung bei 1538cm ™ fiir PRyex, und PRop bei pH 5,1
und 237 K sowie pH 9,0 und 257 K. Wihrend die Kinetiken fiir pH 9,0 unabhéngig von der Préparation
sind, weisen sie bei pH 5,1 deutliche Unterschiede auf. Die durchgezogenen Linien reprasentieren den
biexponentiellen Fit der Daten.
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

Der Tieftemperaturphotozyklus von Proteorhodopsin bei pH 9,0

In einem ersten Schritt wurden die lichtinduzierten Differenzspektren von rekonstituierten
und 2D-kristallisierten PR-Proben bei einer Temperatur von 77 K untersucht (Abbildung
7.43). Die erhaltenen Differenzbanden stimmen mit dem charakteristischen Bandenmuster
transienter Spektren bei ca. 1-2ns {iberein. Man kann daher davon ausgehen, dass in
Analogie zu BR das sogenannte K-Intermediat bei dieser Temperatur getrappt wird.

Schwingung Bereich /cm™!

COO0 (5)

oberhalb 1700

A Abs.

C=C (v) um 1540

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 N-H (9) 1400 - 1300
Wellenzahl / cm™ C-H (5) 1300 - 1200
C-C (v) um 1200
Abbildung 7.43: PRk-PR-Differenzspektrum
der PRap- (schwarz) und PR,.cx-Probe (blau ge- Tabelle 7.11: Chromophorbandenzuordnung
punktet) bei pH9,0. des links gezeigten PR g-PR-Spektrums.

In Referenz zu BR und bereits publizierten PR-Tieftemperatur-FTIR-Daten kann
folgende Bandenzuordnung gemacht werden (Siehe Tabelle . Zwischen 1180 cm !
und 1260 cm ™! befinden sich die Differenzbanden der C-C-Streckschwingung des Retinal-
chromophors. Die Kombination aus positiven Banden bei 1182 cm™! und 1192 cm ™! und
negativen Banden bei 1200 cm ™!, 1234cm ™! und 1256 cm ™! wird hierbei der all-trans
nach 13-cis Isomerisierung zugesprochen. Die ebenen N-H- und C-H-Deformationsschwin-
gungen werden zwischen 1360cm™! und 1390 cm™!, bzw. 1290 cm~! und 1320 cm~!
beobachtet. Um 1530 cm™! sind die C—C-Streckschwingungen des Chromophors an-
gesiedelt. Eine positive Produktdifferenzbande bei 1520 cm™! und eine ausgebleichte
Grundzustandsbande bei 1539 cm™! sind charakteristisch fiir die Chromophorkonfigu-
ration im K-Zustand. In transienten Absorptionsmessungen von gelabelten PR-Proben
konnte zudem nachgewiesen werden, dass die analoge Signatur des Differenzspektrums zu
langen Verzogerungszeiten bereits kleine Beitrage des Proteinriickgrats (Amid IT) enthélt
[281]. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese auch im Differenzspektrum bei 77 K
enthalten sind. Die C=N-Streckschwingung des Chromophor-Schiffbasen-Links schliefst
sich im Spektrum bei 1650 cm~! an. Auch in dieser Region sind erste Differenzbanden
des Proteins zu erwarten [253, 256], 257, 279]. Im blauen Fliigel des Differenzspektrums
befindet sich eine kleine Differenzsignatur bei (-)1692cm™=! / (+)1700 cm~!. Diese wurde
einer Stérung von Asn-230 zugeordnet [253].

Vergleicht man die Differenzspektren fiir PR,z und PRop so sind lediglich in der
Amid I- bzw. C=N-Streckschwingungsregion kleinere Abweichungen zu erkennen. Diese
miissen allerdings nicht signifikant sein, da die IR-Intensitdt durch die starke HoO-
Absorptionsbande in dieser Region sehr gering ist, was zu einem niedrigen Signal-zu-
Rausch-Verhéltnis fiihrt. Die grofe Ubereinstimmung beider Spektren zeigt allerdings
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auch, dass die kristallisierten Proben nicht ausgerichtet sind. Zusammenfassend kann
gesagt werden, dass das erhaltene Differenzspektrum bei 77 K mit publizierten Daten iiber-
einstimmt und einem reinen PR -PR-Spektrum mit korrekter Isomerisierung entspricht.
Spektren mit dieser Signatur kénnen bis zu einer Temperatur von ca. 190 K erhalten
werden. Dies ist hochstwahrscheinlich mit dem Glasiibergang in Protein-Filmen verbun-
den. Unterhalb der Glasiibergangstemperatur von etwa 190 K werden die Rotations- und
Librationsfreiheitsgrade des Proteinkomplex gehemmt, wohingegen interne Proteinmoden
wie Rotationen von Seitenketten oder auch die Isomerisierung des Chromophors davon
unbeeinflusst bleiben [288)].

Der sich dem K-Intermediat anschliefende Photozyklus von PR besteht aus mehreren
Gleichgewichten unterschiedlicher Intermediate [30} 31, 260, 275] 278]. Differenzspek-
tren von reinen Intermediaten kénnen daher bei einer bestimmten Temperatur nicht
mehr gewonnen werden. Trotzdem kann das PRj;-PR-Differenzspektrum durch seine
intensiven Banden problemlos aus zeitabhédngigen RapidScan-Messungen bei 257 K ex-
trahiert werden. Ein exemplarisches Spektrum ist in Abbildung links, gezeigt.
Neben den charakteristischen Amid I- ((+)1660 cm ™!, (-)1674cm ™, (+)1689 cm~!) und
Amid II-Anderungen ((-)1539 cm™!, (4)1554cm™!) ist oberhalb 1700 cm™! der Aufbau
einer positiven Bande im Bereich der protonierten Aspartat- oder Glutamat-Carboxylat-
Schwingung beobachtbar. Dieses wurde der Protonierung des priméren Protonenakzeptors
Asp-97 zugeordnet [30) 242]. Die zusétzlich erkennbaren Signaturen im Amid I-Bereich
((-)1697cm~! / (-)1650 cm~!) werden Beitriigen des N-Intermediats zugeordnet [30].

PR -PR e Tepo et PR_.-PR
M 1558 spat

» »
Ne] o]
< <
< <

1674 L1539 1X10-3I 1675 0.5X10-3]:

— T T T T T T T 1 — T T T T T T 1

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200

Wellenzahl / cm™ Wellenzahl / cm™

Abbildung 7.44: PRy-PR-~ (257K, 1min) und PRspat-PR-Differenzspektren (257K, 40min) des
alkalischen Photozyklus von PR.

Das rechte Differenzspektrum in Abbildung[7.44]zeigt ein typisches Spektrum der spéten
Intermediaten des Photozyklus. Die Merkmale sind zwei Signale im Carboxylat-Bereich,
eins bei (+)1718 cm™! und ein breites bei (+)1738 cm™!, sowie ausgepriigte Charak-
teristika in den Proteinbanden. Im Amid I-Bereich werden Banden bei (+)1618 cm™!,
(-)1631cm~!, (+)1645cm™! und (-)1675cm™! beobachtet. Die Region der AmidII-
Schwingung enthélt eine Differenzbande bei (+)1558 cm™!, die wiederum eine Schulter
bei (+)1553 cm ™! aufweist. Die Bande bei 1738 cm ™! wurde in einer fritheren Publikation
einer Umgebungsstorung des Donors Glu-108 zugeordnet [260]. Eine weitere Erklarung
wiire ein Schieben der Resonanzfrequenz von Asp-97, wie man sie in BR beim Uber-
gang vom M- zum N-Intermediat beobachtet hat (1761cm~! nach 1755cm™!) [202].
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Abbildung 7.45: Von PR bei pH 9,0 aufgenommene transiente Absorptionsdnderungen im Bereich der

C-C- (links) und C=C-Streckschwingung (links) des Chromophors sowie des Amid II-Signals (rechts) bei
257 K.

Im Falle vom BRy wurden diese Signale von einer starken negativen Differenzbande
bei 1670 cm ™! und zwei positiven bei 1647 cm~! und 1610cm™~! begleitet [202] 293].
Diese typische Charakteristik ist auch in dem fiir PR aufgenommenen Differenzspektrum
erkennbar. Auch ein dem O-Intermediat dhnlicher Beitrag ist préasent, da die Bande bei
1718 cm ™! in diesem Intermediat am ausgeprigtesten sein sollte. Im Gegensatz zu BR
ist jedoch kein negatives Signal oberhalb von 1700 cm™! sichtbar, das auf eine transiente
Deprotonierung einer Aspartat- oder Glutamatseitenkette hinweist. Die Uberginge der
Intermediate konnen anschaulich in den transienten Absorptionsdnderungen der Ein-
zelwellenldngen beobachtet werden. Fiir diese Darstellung wurde eine Temperatur von
257 K gewahlt. Bei dieser Temperatur stellt sich nach wenigen Minuten ein Gleichgewicht
zwischen K- und M-Intermediat ein. Das Abklingen des K-Intermediats kann hierbei
iiber die Kinetiken der C-C-Streckschwingungen bei (+)1181cm™! und (-)1199 cm™1,
sowie der fiir das K-Intermediat charakteristischen C—=C-Streckschwingung bei 1520 cm™*
beobachtet werden (Abbildung [7.45]). Der sofortige Aufbau des M-Intermediats ist ein-
deutig an den bei 1,5 min maximalen Signal-Amplituden der Amid I- ((+)1660 cm~!) und
Amid II-Anderungen ((+)1558 cm™!) sowie der protonierten Carboxylat-Charakteristika
bei 1755cm ™! zu erkennen. Mit dem Abbau dieser Signale ist auch ein Aufbau der
Signaturen der spaten Intermediate beobachtbar. Exemplarisch sind hierfiir die Bildung

o E 1660 cm’’ ] — E
o 13 % 05 1755 cm
PRE™ PR
<13 —— 1648 cm’” < 1738 cm”
Ll l LA | LIS | LA | AL | LA | AL | vy T l T l TV 7T l T l TV 7T l T l T l T
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Zeit / min Zeit / min

Abbildung 7.46: Transiente Absorptionsdnderungen der Amid I- (links) und Carboxylat-Signale (rechts)
von PR bei 257K und pH 9,0.
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der protonierten Aspartat- oder Glutamat-Spezies bei 1738 cm ™! sowie der Zeitverlauf bei
1648 cm ™! gezeigt, der die negative Signatur der gebleichten C=N-Streckschwingung im
K-Intermediat hin zur Bildung der positiven Amid I-Anderung am Ende des Photozyklus
darstellt (Abbildung . Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Intermediats-
spektren sowie die Ubergange der Intermediate bei tiefen Temperaturen alle erwarteten
Signale und Bandenshifts wie sie bei Raumtemperatur beobachtet wurden enthalten. Man
kann daher davon ausgehen, dass der Wassergehalt der Proben hinreichend hoch ist, um
einen vollstédndigen Protonentransport inklusive Helixénderungen auch bei teilgefrorenen
Proben zu beobachten.

Photoisomerisierung bei sauren pH-Werten

Abbildung [7.47] zeigt das bei 77K aufgenommene lichtinduzierte Differenzspektrum
fiir pH 5,1. Das Spektrum enthélt alle fiir pH 9,0 diskutierten charakteristischen Chro-
mophorinderungen in den Bereichen der C=N-Streckschwingung ((-)1648 cm~!), der
C=C-Streckschwingung ((+)1519cm~! und (-)1536 cm™1!), der C-C-Streckschwingung
((+)1191 ecm™t, (-)1200cm ™1, (-)1235cm ™1, (-)1256 cm ™), sowie dominante Beitriige im
Bereich der ebenen N-H- und C-H-Deformationsschwingungen (1280 cm™!- 1400 cm™1).
Die Differenzbanden im Bereich der C-C-Schwingung liegen hierbei an identischen Ban-
denpositionen wie bei pH 9,0. Man kann daher davon ausgehen, dass auch bei sauren
pH-Werten eine korrekte all-trans nach 13-cis Isomerisierung stattfindet.
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Abbildung 7.47: Bei 77K aufgenommenes PR x-PR-Differenzspektrum von PR bei pH 5,1.

Hingegen ist die Bandenposition der gebleichten C=C-Streckschwingung im Vergleich
zu pH 9,0 verschoben (pH 9,0: 1540 cm ™!, pH 5,1: 1536 cm ™). Dies kann auf den linearen
Zusammenhang zwischen dem Absorptionsmaximum des Chromophors im sichtbaren
Spektralbereich mit der Position der C=C-Streckschwingung zuriickgefiihrt werden
(-4nm / cm™1) [154] [179]. Das beobachtete pH-abhingige Schieben des Absorptionsmaxi-
mums von etwa 520 nm auf 530 nm passt sehr gut mit der gefundenen Verschiebung von
3cm ™! zusammen. Man kann daher die Position der gebleichten C—C-Streckschwingung
als internen pH-Marker zur Validierung des eingestellten pH-Werts benutzen. Im Ge-
gensatz zum Spektrum bei pH 9,0 ist im sauren pH-Bereich ein weiteres negatives
Differenzsignal im Bereich der Carboxylat-Schwingung bei 1744 cm ™! zu beobachten. In
bereits publizierten Tieftemperaturmessungen bei saurem pH-Wert ist dieses Signal nicht
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

beschrieben [253], 256]. Andererseits berichten StepScan Messungen an rekonstituiertem
PR bei pH 9,5 von einer stark vom pH-Wert abhiingigen Bande bei (-)1743 cm ™!, die with-
rend des K-Zerfalls auftritt [260]. Auch im archaealen Retinalprotein BR ist ein solches
Signal mit dem Zerfall des K-Intermediats verkniipft und wurde einer Stérung oder Depro-
tonierung des priméren Protonendonors Asp-96 zugeordnet [214, 294]. In Analogie hierzu
kann das auftretende Signal daher einer Storung der homologen Aminosdure Glu-108 in
PR zugeordnet werden. Das Auftreten dieses Signals wird als Indikator des L-Zustands
benutzt. Die bereits im K-Spektrum auftretenden pH-abhéngigen Unterschiede weisen
auf den starken Einfluss struktureller Anderungen der Bindetasche wie Umordnung
des Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerks oder Anderungen der Protonierung einiger
Aminosiduren wie Asp-97, Asp-227, Glu-108 oder His-75 hin.

Das M-Intermediat bei pH 5.1

Auch bei saurem pH-Wert folgen der ausgeprigten Signatur des PR /r-PR-Spektrums
Differenzspektren, die keinem reinen Intermediat zugeordnet werden konnen, sondern
einem Gleichgewicht von mindestens zwei Spezies [30), B1, 278] entsprechen. Die Se-
paration der Signale wird noch dahingehend erschwert, dass bemerkenswert kleine
Differenzsignale im Bereich von < 1mOD beobachtet werden. Dies kann eindrucksvoll
im transienten Zerfall des K-Intermediats iiber die Absorptionsdnderungen der C-C- und
C—C-Streckschwingungen sowie dem Aufbau der positiven Amid II-Bande bei 1558 cm ™!
belegt werden (Abbildung [7.48)).
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Abbildung 7.48: Bei 242 K aufgenommene transiente Absorptionsdnderungen im Bereich der C-C-
(links) und und C=C-Streckschwingung (rechts) von PR bei pH 5,1.

Um eine eindeutige Zuordnung der beobachteten Banden zum M-Intermediat zu er-
halten, wurden simultan Differenzspektren im sichtbaren und mIR Bereich bei 237 K
aufgenommen. Dieser Ansatz erlaubt die direkte Identifizierung des M-Zustands, da
die mit der deprotonierten Schiffbasen-Konfiguration verbundene charakteristische Ab-
sorption dieses Intermediats um 400 nm isoliert von den Absorptionsbanden anderer
Photointermediate ist. Ein typischer Satz zweier sichtbarer und infraroter Differenzspek-
tren ist in Abbildung gezeigt. Das sichtbare Spektrum zeigt durch die Absorption bei
425 nm eindeutig einen Beitrag des M-Intermediats. Dariiber hinaus sind noch Beitrége
von freiem Retinal einer geringen Menge denaturierten Proteins ((+)380 nm) und spéterer
Intermediate ((4)600nm) zu sehen.
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Abbildung 7.49: Vergleich der fiir PR bei pH 5,1 simultan aufgenommenen PRyes:.nr-PR-
Differenzspektren im sichtbaren und infraroten Spektralbereich (237K, 8 min).

Diese Bandenzuordnung spiegelt sich auch im IR-Differenzspektrum wider. Neben
Banden der spéten Intermediate (Siehe Abbildung sind Banden des M-Intermediats
sichtbar. Durch gut tiberlegte Datenverarbeitung (Mittlung frither Differenzspektren bei
242 K) konnte ein relativ reines M-Differenzspektrum erhalten werden (Abbildung [7.50)).
Das erhaltene Spektrum wird von Amid II-Signalen bei (-)1541 cm™! und (+)1553 cm™*
und einem negativen Amid I-Beitrag bei 1659 cm™! dominiert. Ein Vergleich zum Diffe-
renzspektrum bei pH 9,0 zeigt, dass die Amid II-Signale beider Spektren sehr dhnlich
sind. Im Gegensatz hierzu ist aber das beobachtete Muster im Amid I-Bereich deutlich
verschieden. Wihrend fiir pH 9,0 eine positive Bande bei 1660 cm ™! beobachtet wird,
zeigt das Spektrum bei pH 5,1 eine negative Bande an dieser Position. Dies verdeutlicht
noch einmal, dass bei beiden pH-Werten drastisch andere konformationelle Anderungen
ablaufen. Wie im basischen pH-Bereich gehen die Amid-Anderungen mit einer positiven
Bande im Bereich der Carboxylatschwingung bei (+)1729 cm~!einher. Die Signatur des
protonierten Asp-97 bei (+)1755cm ™! ist nicht erkennbar. Dies ist jedoch auch nicht
weiter erstaunlich, da Asp-97 bei diesen pH-Werten bereits zu einem hohen Prozentsatz
protoniert vorliegen miisste. Die positive Signatur bei 1729 cm~! muss daher auf die
Protonierung einer anderen Aminosédure (Glu oder Asp) zurtickgefiihrt werden, die das
Schiffbasen-Proton anstelle von Asp-97 annimmt. Beriicksichtigt man die Umkehr der
Protonenpumprichtung [30} [31], so ist Glu-108 ein sehr wahrscheinlicher Kandidat. Diese
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Abbildung 7.50: Durch die Mittlung friither Differenzspektren bei 242 K erzeugtes relativ reines
PR -PR-Differenzspektrum bei pH 5,1.
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

These wird durch Studien von Friedrich et al. [30] und Dioumaev et al. [242] unterstiitzt.
Beide ordneten ein positives Signal bei 1728 cm ™! im alkalischen Photozyklus der transi-
enten Protonierung von Glu-108 zu. Damit kann das Ausbleiben des M-Intermediats in
StepScan- und Blitzlichtphotolyse-Messungen bei Raumtemperatur endgiiltig kinetischen
Ursachen zugeschrieben werden. Das kleine oder nicht identifizierbare transiente M-Signal
kann iiber eine Kombination aus langsamer Schiffbasen-Deprotonierung und schneller
Reprotonierung erkléart werden. Durch das Absenken der Temperatur wurden nun sowohl
die Reaktionsraten als auch die Energiebarrieren des Proteins erheblich geéndert. Im
Speziellen werden die Moden, die fiir die grofen Helixbewegungen verantwortlich sind,
beeinflusst, wodurch verdnderte Reaktionsbarrieren entstehen sollten, die schlussend-
lich dazu fithren, dass das M-Intermediat in Tieftemperaturuntersuchungen deutlich
beobachtbar ist.

Die spaten Intermediate des PR Photozyklus bei pH 5.1

Am Ende des Photozyklus bei pH 5,1 sind wieder sehr starke Differenzbanden beobachtbar
(Abbildung links). Es ist anzunehmen, dass diese Banden von Intermediaten
stammen, die dem BRpy- und BRp-Intermediat von der Funktion her dhnlich sind.
Das markanteste Kennzeichen des Spektrum ist ein Differenzbandenpaar in der Amid I-
Region ((-)1664cm™!, (4+)1646cm™1). Diese Signatur ist erstmals in dem gestorten
M-Differenzspektrum beobachtbar und ist nun vollstéindig ausgeprigt. In Analogie zu
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Abbildung 7.51: PRsps:-PR-Differenzspektrum bei pH 5,1 (237K, 40 min) (links). Transiente Absorp-
tionsédnderungen im Bereich der Amid I- Schwingung bei pH 5.1 und 242K (rechts).

BR, in dessen Photozyklus starke Differenzbanden bei (-)1670cm ™! / (+)1650 cm™! dem
BRy Intermediat zugewiesen wurden, werden diese Banden Riickgratsbewegungen der
Peptidcarbonyle zugeordnet [295]. Neben diesen Banden sind auch grofe Anderungen im
Amid [I-Bereich zugegen. Die negative Bande der gebleichten C=C-Streckschwingung
((-)1535cm™1) ist von einer positiven Bande bei 1554 cm ™! iiberlagert. Fehlende Beitrige
rotverschoben zur negativen Grundzustandsbande implizieren, dass der Einfluss vom
O-Intermediat gering ist. Neben den strukturellen Anderungen sind zudem im Bereich der
Carboxylschwingungen Protonierungs- sowie Deprotonierungssignaturen erkennbar. Das
bereits wihrend des M-Intermediats auftretende Signal bei ca. 1730 cm ™! (wahrscheinlich
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Abbildung 7.52: Transiente Absorptionsdnderungen im Bereich der Carboxylatseitenkettenschwing-
ungen von PR bei pH 5.1 und 242 K.

Glu-108) wird nun von einem spiter auftretenden weiteren positiven Signal bei 1722 cm ™!

begleitet. Der zeitliche Zusammenhang ist in Abbildung gezeigt.

Eine Zuordnung kann zum gegebenen Zeitpunkt nicht gemacht werden. Es ist aber
eher unwahrscheinlich dieses dem Protonen-Freisetzungskomplex, der wahrscheinlich aus
Glu-245, Glu-50 und/oder Asp-52 besteht, zuzuschreiben, da fiir BR auch keine Differenz-
banden fiir den analogen Komplex aus Glu-194 und Glu-204 gefunden wurden [201], 296].
Diese Beobachtung wurde in BR einem Wasserstoftbriickenbindungsnetzwerk im extra-
zelluldren Halbkanal bestehend aus Asp-85, Arg-82, Glu-194 und Glu204 [201], 297] sowie
dazwischenliegenden Wassermolekiilen zugeschrieben [286]. Eine Protonierungsreaktion
von Asp-227 kann hingegen nicht ausgeschlossen werden. Nicht zuletzt die Tatsache,
dass diese Aminosdure aufgrund ihres sehr geringen pK, Werts von 2,6 unprotoniert
vorliegt [252), 259], unterstiitzt die These einer aktiven Rolle. Fiir BR konnte gezeigt
werden, dass das Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk der analogen Aminosédure Asp-212
eine sehr wichtige Rolle im Protonentransfer spielt [298]. Neben den bereits diskutierten
positiven Signalen in der Region oberhalb 1700 cm™! beobachtet man fiir die Proben bei
pH 5,1 noch eine negative Signatur um 1751 cm™!, die auf der gleichen Zeitskala wie die
Signatur bei 1724 cm~! gebildet wird. Die Position der Bande legt eine Interpretation in
Richtung transienter Deprotonierung von Asp-97 sehr nahe. Dies wird weiterhin dadurch
unterstiitzt, dass eine dhnliche negative Bande im Fall von BR der Deprotonierung des
Donors des Schiffbasen-Protons, Asp-96, zugeordnet wurde [202] 214].

Beobachtung der Protonenfreisetzung bei pH 5,0

Um die Protonenpumpaktivitét von Protein zu untersuchen, werden normalerweise Patch
Clamp- oder BLM-Messungen benutzt [30] 311 242], 299, [300]. Eine andere Moglichkeit
ist es, Indikatorfarbstoffe zu benutzen, die es ermoglichen, sich d&ndernde Protonenkonzen-
trationen spektroskopisch zu detektieren. Der Indikator ist im vorliegenden Fall das als
Puffer eingesetzte Molybdat. In diesem System nutzt man die Schwingungsmoden (§-OH)
zweier den verzerrten MoOy-Tetraeder koordinierender Wassermolekiile, die sensitiv auf
den pH-Wert sind. Abbildung zeigt die starken Anderungen des Absorptionsspek-
trums bei extremen pH-Werten. Wihrend im Basischen (pH 9.2) drei relativ scharfe
Absorptionsbanden im Bereich von 1600 cm™! und 1700 cm™'beobachtet werden, ist im

123



7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

Sauren (pH4.3) lediglich eine relativ breite Absorptionsbande erkennbar. Berechnet man
hieraus das pH-induzierte Differenzspektrum (um im Differenzspektrum scharfe Banden
zu sehen, wurden die Banden des Spektrums bei pH 9,2 einer Feinstrukturverstarkung
unterzogen [301]), so ergeben sich zwei negative Differenzbanden bei 1696 cm™! und
1675 cm ™! sowie zwei positive bei 1618 cm ™" und 1645 cm ™.

7 Molybdat, pH 4,3 c 1617 —— 1 min 7 min
2 Molybdat, pH 9,2 S
oy
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4 VS ——PR.15min__, 2
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Abbildung 7.53: Links: Aus den pH-abhéngigen Absorptionsspektren von NasMoO4 x 2H2O berech-
netes pH-induziertes Differenzspektrum im Vergleich zum lichtinduzierten Differenzspektrums von PR
in Molybdatpuffer bei pH 5,0 (15 min, 227 K). Rechts: Weitere transiente Differenzspektren von PR in
Molybdatpuffer nach unterschiedlichen Zeiten.

Abbildung [7.53] rechts, zeigt die transienten FTIR-Differenzspektren von PR in Mo-
lybdatpuffer (pH 5,0, 237 K) nach 1, 3, 7 und 15 min. Der Zerfall des K-Intermediats
kann eindeutig iiber die abnehmenden Signale der C=C- und C-C-Streckschwingungen
((-)1535cm =L, (+)1520cm ™1, (-)1200 cm ™}, (+)1191 em ™) beobachtet werden. Daneben
wird die Bildung von positiven Banden im Bereich der Asp- und Glu-Carboxylatschwing-
ung ((+)1742cm ™! und (+)1733 cm™!) sowie einer negativen Bande im Amid I-Bereich
(1658 cm™!) sichtbar, was charakteristisch fiir das Gleichgewicht von M- und spiten
Intermediaten ist. Auf der gleichen Zeitskala werden im Differenzspektrum zusétzlich
Differenzbanden mit einer sehr grofen Amplitude bei (+)1617cm™!, (+)1643cm™!,
(-)1676 cm™! und (-)1699 cm~!gebildet. Die Gegeniiberstellung des PR-Differenzspek-
trums bei 15 min mit dem berechneten pH-induzierten Molybdatspektrum zeigt, dass
diese Banden charakteristisch fiir die Protonierung des Puffers sind. Dieses Experiment
macht daher deutlich, dass PR bei saurem pH-Wert nach Erreichen des M-Zustands
Protonen pumpt. Die elektrophysiologischen Messungen von Friedrich et al. [30] und
Lorinczi et al. [31] konnten durch eine weitere Methode bestétigt werden. Leider kann
mit der benutzten Technik keine Aussage liber die Pumprichtung getroffen werden.

pH-Abhingigkeit des Photozyklus

Bereits publizierte Experimente haben gezeigt, dass gerichteter Protonentransfer bei
pH-Werten >9,0 und <5,0 stattfindet [30, 31, 255]. Die in dieser Arbeit gezeigten
Ergebnisse von sichtbarer und infraroter Spektroskopie bei tiefen Temperaturen haben
gezeigt, dass alle mit den HT-Translokationsschritten verbundenen Intermediate des
Photozyklus vorhanden sind. Dennoch gibt es in der Literatur eine lang anhaltende
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Abbildung 7.54: Bei 77 K aufgenommene PR x-PR-Differenzspektren bei unterschiedlichen pH-Werten.
Die deutlich erkennbaren spektralen Unterschiede bei Verdnderung des pH-Werts um eine halbe Einheit
sind grau unterlegt.

Diskussion iiber den aktiven Transport bei den verschiedenen pH-Werten. Beispielsweise
berichteten Dioumaev et al. [242] eine dramatische Abnahme der Transportaktivitit
zwischen pH 9,0 und 8,5. Die Annahme der dramatischen pH-Sensitivitit im Bereich
des pK,-Werts des Protonenakzeptors wiirde die in der Literatur variierenden Aussagen
beziiglich der Pumpaktivitit erkliren. Kleine Anderungen des pH-Werts wiirde in diesem
Fall ndmlich schon ausreichen, um ein verdndertes Verhalten zu beobachten. Aus diesem
Grund wurden weitere Photozyklusstudien bei pH-Werten, die 0,5 Einheiten naher am
pKy-Wert des priméren Protonenakzeptors Asp-97 liegen (pH 5,5 und 8,5), getétigt.

Abbildung stellt die PRg-PR-Differenzspektren bei den vier ausgewahlten pH-
Werten gegeniiber. Alle Haupteigenschaften der all-trans nach 13-cis-Isomerisierung sowie
das pH-abhéngige Schieben der gebleichten C=C-Streckschwingung und die im Falle
der niedrigen pH-Werte negative Bande bei etwa 1740 cm ™! sind erhalten. Zusitzlich ist
jedoch sowohl im Differenzspektrum bei pH 5,5 als auch in dem bei pH 8,5 eine weitere in
Bildung begriffene positive Bande um 1550 cm™! beobachtbar, die die Differenzbande der
C=C-Streckschwingung des K-Intermediats iiberlagert. Sie kann am ehesten einer Amid I1-
Anderung einer beginnenden konformationellen Anderung in Richtung des nachfolgenden
M-Intermediats zugeordnet werden. Dies wiirde aber auch bedeuten, dass bei pH 5,5
sowie 8,5 die Reaktionsbarrieren zwischen K- und M-Intermediat deutlich erniedrigt sind.

Die beschriebenen charakteristischen Banden der nachfolgenden Intermediate sind auch
in den Differenzspektren bei pH 5,5 und 8,5 erhalten. Die Verfiigharkeit zeitaufgeloster
Daten liefert hierbei die Moglichkeit eines direkten Vergleichs der Dynamik bei pH 9,0
und 8,5 bzw. pH 5,1 und 5,5. Die Analyse der transienten Absorptionsédnderungen bei
unterschiedlichen Wellenzahlen zeigt signifikante Unterschiede zwischen pH 9,0 und 8,5
sowie 5,1 und 5,5.

Fiir PR unter alkalischen Bedingungen kann dies sehr gut anhand der transienten
Abnahme der positiven Amid II-Bande des M-Intermediats bei 1554 cm ™! dargestellt
werden (Abbildung . Bei pH 8.5 zerfillt diese Bande mit einer Zeitkonstante von
5 min, wihrend die Kinetik bei pH 9,0 nach anfénglichem Zerfall eine Art Plateau erreicht.
Da die mit dem M-Intermediat einhergehenden Anderungen im Differenzspektrum fiir
saure pH-Werte sehr gering sind, ist es hier ratsamer den K-Zerfall gegeniiberzustellen
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Abbildung 7.55: Vergleich der transienten Absorptionsénderungen bei pH 9,0 und 8,5, bzw. 5,5 und
5,1. Die Kinetik im alkalischen pH-Bereich spiegelt die Depopulation des M-Intermediats iiber den
Zerfall der Amid IT-Bande (1554 cm™') bei 257 K wider. Unter sauren Bedingungen wurde ein Vergleich
des Zerfalls des K-Intermediats (1520 cm ™", 227 K) gewéhlt. Die durchgezogenen Linien reprisentieren
jeweils den Fit.

(227K, 1520 cm™!). Fiir beide pH-Werte ist eine rasche Zerfallskinetik zu beobachten,
die sich aber darin unterscheidet, dass die transiente Absorptionsdnderung bei pH 5,1
fast auf Null zerfillt, wihrend die pH 5,5-Probe auf einem positiven Differenzsignal
bleibt. Das nach wenigen Minuten erreichte Gleichgewicht enthélt daher fiir pH 5,5 einen
erhdhten Anteil an K-Intermediat. Dies zeigt, dass die Energiebarrieren der beobachteten
Ubergiinge der Intermediate stark vom pH-Wert der Umgebung abhingen. Wéhrend
Anderungen der Bandenposition auf strukturelle Anderungen sowie Modifizierung des
Protonierungsgrads hinweisen, spiegelt die Anderung des kinetischen Verhaltens direkt
den Einfluss auf das gerichtete Pumpverhalten wider. Das verkiirzte Auftreten des M-
Intermediats bei pH 8,5 kann beispielsweise auf eine verminderte Protonenfreisetzung
hinweisen.

Der Einfluss kleinster pH-Anderungen ist fiir die sauren Bedingungen am ausgeprigtes-
ten in den Differenzspektren am Ende des Photozyklus (Abbildung 242 K, 10 min
nach Belichtung). Die sehr ausgeprigte positiv-negativ-Differenzbande im Amid I-Bereich
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Abbildung 7.56: Bei 242 K aufgenommenes PRspi:-PR-Differenzspektrum von PR bei pH 5,1 und 5,5
(10 min). Deutliche pH-abhéngige Unterschiede sind im Bereich der Amid I- sowie der Carboxylatschwing-
ungen oberhalb von 1700 cm ™' erkennbar. Letztere Region ist links nochmals vergréfert dargestellt.
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((-)1663cm™!, (+)1646 cm™1), die Riickgratsbewegungen der Peptidcarbonylgruppen im
PR y-Intermediat zugeordnet wurden, ist im Spektrum der pH 5,5 Probe nicht vorhanden.
Es sind lediglich die bei pH 5,1 im Spektrum als Schulter auftretenden Differenzbanden
bei (-)1675cm™! und (+)1656 cm™!) beobachtbar. Auch im Bereich der Carboxylat-
schwingungen sind Anderungen beobachtbar. Die positive Bande um 1735 cm™" ist bei
pH 5,5 wesentlich breiter. Zusitzlich ist die negative Signatur bei 1751 cm™!, die bei pH 5,1
der transienten Deprotonierung von Asp-97 zugeordnet wurde, im Differenzspektrum bei
5,5 nicht vorhanden. Alle Tatsachen zusammen sprechen dafiir, dass ein Protonenpump-
vorgang bei pH 5,5 iiberhaupt nicht oder nicht in vollem Ausmafs stattfinden kann, was
ein weiterer Hinweis auf die dramatische pH-Abhéangigkeit des PR-Photozyklus ist.

Fazit

Die vorliegenden Daten zeigen den drastischen Einfluss kleinster Anderungen des pH-
Werts auf den Photozyklus von PR. Dies zeigt, dass die funktionellen Eigenschaften von
PR nicht nur vom pK,-Wert des priméren Protonenakzeptors bestimmt werden, sondern
von dem Zusammenspiel mehrerer pH-sensitiver Gleichgewichte von Protonierungs-
/Deprotonierungsreaktionen, die mit Umlagerungen des Wasserstoffbriickenbindungs-
netzwerks eng verkniipft sind. Grofe Bedeutung hat hierbei sicherlich das hochgradig
konservierte His-75, dessen Seitenkette in freien Aminosduren einen pK,-Wert um 7
aufweist. Die Beteiligung eines Histidins am Gegenionkomplex wurde erst jiingst fiir
das verwandte XR gezeigt [271]. Fiir PR konnten bereits NMR~ und FTIR-Studien die
Beteiligung am Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk in der Retinalbindetasche zeigen
2511 [254].

Aus den vorliegenden Daten lésst sich ein Drei-Zustands-Modell fiir PR ableiten. Eine
schematische Darstellung des Modells ist in Abbildung gezeigt.

Cytoplasma pH 5.1 pH5.5-8.5 pH 9.0 Cytoplasma

H+

Extrazellularraum Extrazellularraum

Abbildung 7.57: Vorgeschlagene pH-Abhéngigkeit des Pumpmechanismus von PR. Nach bereits
publizierten Resultaten findet fiir pH-Werte > 9,0 nach aufien gerichtetes Pumpen statt. Zwischen
pH8,5 und 5,5, also um den pK, Wert der Schliisselaminosiure Asp-97, wurden hingegen keine grofsen
Proteindnderungen beobachtet, was dahingehend interpretiert wurde, dass Protonen nicht gerichtet
transportiert werden. Bei pH 5,1 werden wieder die zum Transport bendtigten grofen Amid-Anderungen
beobachtet. Nach Lorinczi et al. [31] und Friedrich et al. [30] findet hier nach innen gerichteter Transport
statt.
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

Bei pH 9,0 liegt ein BR-dhnlicher Photozyklus vor, bei dem Protonen in den extrazel-
luldren Raum gepumpt werden [30, 31} 242]. Auch unter sauren Bedingungen (pH <5,1)
zeigten elektrophysiologische Messungen gerichteten Protonentransport, jedoch in ent-
gegengesetzter Richtung. Die préasentierten Daten beweisen, dass hierbei ausgeprégte
Helixbewegungen stattfinden. Eine Zuordnung der Protonenakzeptorsignatur zum Glu-
108 bestétigt zudem die Annahme der invertierten Pumprichtung.

Bei pH-Werten zwischen 5,5 und 8,5 wurden hingegen nur geringe Helixbewegungen
festgestellt. Auch die Protonierungsreaktionen verlaufen signifikant anders als an den
Extrem-pH-Werten. Dies spricht dafiir, dass kein gerichteter Protonentransport bei diesen
pH-Werten stattfindet.

7.7 Resuiimee

In der vorliegenden Arbeit wurde der PR-Photozyklus durch die Verwendung unter-
schiedlichster Techniken hinsichtlich mehrerer Aspekte betrachtet. Zur Untersuchung
der ersten Schritte des Photozyklus, ndmlich der Isomerisierung des Retinalchromophors
von der all-trans- in die 13-cis-Konfiguration, wurden Anreg- / Abtast-Experimente im
sichtbaren Spektralbereich durchgefiihrt.

In einem ersten Schritt wurden Messungen am Wildtyp-Protein in deuteriertem Puffer
bei pD-Werten getétigt, an denen der primére Protonenakzeptor Asp-97 deprotoniert
(pD 9,2) sowie protoniert (pD 6,4) vorliegt. Die Messungen unter diesen Bedingungen
konnten die bereits von Lenz et al. [273] und Huber et al. [272] in HoO beobachtete
pH-abhéangige Deaktivierung des angeregten Zustands validieren. Ein Vergleich der
Zerfallszeiten des angeregten Zustands mit den in oben genannten Messungen erhaltenen
Zeiten ergab die Moglichkeit, Aussagen tiber das Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk
in der Retinalbindetasche zu treffen. Die signifikanten pH-abhingigen Unterschiede des
berechneten kinetischen Isotopeneffekts (pH9 = 2,3 pH6 = 1,6) weisen auf ein deutlich
unterschiedliches Wasserstoffbriickenmuster unter sauren und alkalischen Bedingungen
hin. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Tieftemperatur-FTIR-Messungen aus der
Gruppe Kandori [256], die zeigen, dass die Wassercluster und deren Verbriickung in
der Bindetasche bei pH5 und pH 10 signifikant anders sind, da ein stark verbriicktes
Wassermolekiil nur unter alkalischen Bedingungen beobachtet werden konnte. Dieses
Ergebnis spricht wiederum dafiir, dass die pH-abhangigen dynamischen Unterschiede der
Priméarreaktion in PR wahrscheinlich nicht nur elektrostatischer Natur sind, sondern auch
in erheblichem Ausmafs durch verédnderte Wasserstoffbriickenbindungen hervorgerufen
werden. Um diesem Resultat weiter nachzugehen, wurde in analoger Weise eine PR-
Mutante untersucht, bei der der primére Protonenakzeptor Asp-97 zu Asparagin mutiert
wurde. Dies bedeutet chemisch, dass die Sduregruppe der Aspartatseitenkette durch
eine Sdureamidgruppe ersetzt wurde, die im beobachteten pH-Bereich nicht protonierbar
bzw. deprotonierbar ist. Sie sollte daher ein Modellsystem fiir das Wildtyp-Protein
unter sauren Bedingungen sein. Die Anpassung der erhaltenen transienten Daten dieser
Mutante zeigte auch, dass die Dynamik nur unwesentlich langsamer als bei PR wt bei
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pD 6,4 ablauft. Auch der berechnete kinetische Isotopeneffekt lag mit einem mittleren
Wert von 1,4 im Bereich fiir PR bei pD/pH 6 und deutlich unterhalb des berechneten
Werts fiir alkalische Bedingungen. Man kann daher davon ausgehen, dass das Wasserstoft-
briickenmuster in der D97N-Mutante groke Ahnlichkeit mit dem des Wildtyp-Proteins
bei pH 6 hat.

Um weitergehende Einsichten in die Primérdynamik zu erlangen, wurden am Wildtyp-
Protein bei pD 6,4 und pD 9,2 sowie der D97N-Mutante transiente Absorptionsmes-
sungen im Bereich der C=C-Streckschwingung des Retinalchromophors und der C=N-
Streckschwingung der Schiffbasenverkniipfung durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die
beobachtete Dynamik keine Einblicke in die Isomerisierung bzw. die Deaktivierung
des angeregten Zustands gibt, sondern hauptsichlich die Anderung der molekularen
Temperatur widerspiegelt, die wiederum pH-unabhéngig ist. Da die Absorptionsban-
den im infraroten Spektralbereich aber im Bereich der C=N-Streckschwingung keine
pH-abhéngige Verschiebung der Bandenposition aufweisen und diese im Bereich der
C=C-Streckschwingung lediglich 3cm™! betrigt, konnten fiir das Wildtyp-Protein trotz-
dem wichtige Informationen iiber die Quantenausbeute der Bildung des K-Intermediats
gewonnen werden. Hierzu wurden die PR g-PR-Differenzspektren auf das instantane
Bleichsignal nach Photoanregung skaliert, welches direkt proportional zur Anzahl ange-
regter Molekiile ist. Die Ubereinstimmung der Differenzspektren bei pD 6,4 und pD 9,2
stellt anschaulich dar, dass die Quantenausbeute der K-Bildung fiir beide pD-Werte
gleich ist.

In einem weiteren Schritt wurde der Einfluss des hochkonservierten His-75 auf die
Isomerisierungsdynamik untersucht. Hierfiir wurden zwei Mutanten benutzt: Im ersten
Fall wurde das geladene Histidin gegen ein ungeladenes Asparagin ausgetauscht (H75N).
Im zweiten Fall wurde die Position 75 mit einem Methionin besetzt (H75M), da dieses an
der analogen Stelle in BR zu finden ist. Die Titrationskurven der Retinalabsorption im
sichtbaren Spektralbereich zeigen, dass der pK,-Wert des priméren Protonenakzeptors bei
der H75M-Mutante um 0,5 pH-Einheiten und bei der H75N-Mutante um 2 pH-Einheiten
erniedrigt ist. Unter Annahme einer Wasserstoffbriicke zwischen Asp-97 und His-75
[251], 254] bedeutet dies, dass das Histidin eine stabilisierende Wirkung auf den pK, des
Protonenakzeptors Asp-97 hat und das Proton der Sduregruppe somit in den Mutanten
deutlich azider ist. Die Kurzzeitmessungen lassen jedoch keinen ausgeprigten Einfluss der
Mutationen auf die Isomerisierungsdynamik erkennen. Ein Vergleich der Zerfallszeiten
der H75N-Mutante und des Wildtyp-Proteins ergab lediglich bei sauren Bedingungen
Abweichungen in der lingeren Komponente 73. Dies bedeutet, dass die elektrostatischen
und sterischen Eigenschaften wie auch das Wasserstoftbriickenbindungsnetzwerk in der
direkten Nachbarschaft des Retinals in der H75N-Mutante sehr &hnlich sind. Dieses
Resultat stimmt mit NMR-Studien iiberein, in denen gezeigt wurde, dass die Umgebung
der Schiffbase nicht von den Mutationen beeinflusst ist [251]. Auch die H75M-Daten
weisen eine grofe Ahnlichkeit zu den Wildtyp-Daten auf, wobei die pH-Abhéingigkeit hier
geringer ausgeprigt ist. Uber die Griinde hierfiir kann nur spekuliert werden. Mogliche
Ursachen sind die erhéhte Hydrophobizitét in der Umgebung des Aspartats, sowie ein
Einfluss des Schwefelzentrums auf die Elektrostatik.
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7 Der Photozyklus des bakteriellen Proteorhodopsins

Neben den Untersuchungen der Primérdynamik war auch der nachfolgende Teil des
Photozyklus im Blickpunkt dieser Arbeit. Durch Tieftemperaturuntersuchungen im sicht-
baren Spektralbereich konnte gezeigt werden, dass der dem K-Intermediat nachfolgende
Photozyklus oberhalb von etwa 180 K beobachtet werden kann. Diese Temperatur stimmt
ungefdhr mit dem Glasiibergang in Proteinfilmen {iberein [288|, sodass der beobachtete
Ubergang vom K-Zustand in die nachfolgenden Intermediate auf hiermit verbundene
Effekte zuriickgefiihrt werden kann. Das Hauptresultat dieser Studie war jedoch, dass
das unter kinetischen Bedingungen nicht beobachtbare M-Intermediat des sauren PR-
Photozyklus bei tiefen Temperaturen vorgefunden wurde. Die Ergebnisse dieser Studie
validieren somit die von Friedrich et al. [30] und Loérinczi et al. [31] beobachtete Umkehr
der Pumprichtung in dem Sinne, als dass sie das fiir den Pump-Mechanismus wichtige
M-Intermediat nachweisen.

Um strukturelle Einblicke in den Photozyklus zu bekommen und die am Pumpvorgang
beteiligten Aminosduren zu identifizieren, wurden nachfolgend Tieftemperaturunter-
suchungen im infraroten Spektralbereich bei mehreren pH-Werten durchgefiihrt. Die
Implementierung eines sichtbaren Faserspektrometers in den Strahlengang des FTIR-
Aufbaus erlaubte hierbei den M-Zustand sowie die nachfolgenden spéten Intermediate
des sauren PR-Photozyklus im sichtbaren und infraroten Spektralbereich simultan zu
detektieren und somit eindeutig zu charakterisieren. Fiir den M-Zustand bei pH 5,1
konnte gezeigt werden, dass auch in diesem pH-Bereich eine Aspartat- oder Glutamat-
Seitenkette als Protonenakzeptor fungiert. Die Bandenposition legt dabei die Vermutung
nahe, dass es sich hierbei um Glu-108 handelt. Weiterhin stellte sich heraus, dass sich
die Differenzspektren sowie die Dynamik bei pH 9,0 und 8,5 sowie die bei pH 5,1 und 5,5
signifikant unterscheiden. Beispielsweise treten groke strukturelle Anderungen nur bei pH-
Werten von > 9,0 sowie < 5,1 auf, wéhrend fiir die dazwischen liegenden pH-Bedingungen
lediglich geringe Amid-Differenzsignale beobachtet werden. In Anlehnung an elektrophy-
siologische Messungen [31], 242] wurde dies dahingehend interpretiert, dass ein gerichteter
Pumpvorgang zwischen pH 8,5 und pH 5,5 nicht stattfindet, was in der Postulierung
eines Drei-Zustands-Modell fiir PR resultiert. Dieses Modell vermag es vielleicht auch,
die unterschiedlichen Aussagen beziiglich des gerichteten Pumpens im Allgemeinen und
der Inversion der Pumprichtung im Speziellen zu erklidren. Abermals zeigt sich somit,
dass die Funktion von PR nicht allein vom pK,-Wert des priméren Protonenakzeptors
abhéngt, sondern hochstwahrscheinlich durch ein komplexes Zusammenspiel mehrerer
Gleichgewichte bestimmt wird.
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8 Zeitaufgeloste Untersuchungen am
eukaryotischen Retinalprotein
Channelrhodopsin-2

Das Problem zu erkennen st wichtiger,
als die Lésung zu erkennen, denn die
genaue Darstellung des Problems fiihrt
zur Losung.

Albert FEinstein

8.1 Einleitung

Die Griinalge Chlamydomonas reinhardtii besitzt sieben Opsin-&dhnliche Gene (COP
genannt), die retinalhaltige Proteine kodieren, die unter der Bezeichnung Chlamyrhodop-
sine (CRs) gefiihrt werden [302]. Das Gen COP1/2 kodiert dabei durch unterschiedliche
Splicing-Mechanismen zwei Rhodopsine. Es wird angenommen, dass die Proteine CR1 und
CR2 in Verbindung mit der Regulation von Photosystem I stehen [303]. Die Gene COP3
und 4 kodieren zwei Ionenkanéle, die Channelrhodopsin-1 (ChR-1) und Channelrhodopsin-
2 (ChR-2) genannt werden [304]. Fiir ChR-1 wurde zuerst angenommen, dass der Kanal
lediglich Protonen durchlésst [305], [306]. Neuere elektrophysiologische Untersuchungen
bei hohen pH-Werten ergaben jedoch, dass ChR-1 wie ChR-2 auch fiir Na™, Li™ und
Ca?t permeabel ist [304]. ChR-1 und ChR-2 sind zusammen fiir das phototaktische
und photophobische Verhalten der Alge zustiandig [10, [IT]. Die Gene COP5 bis COPS8
kodieren grofe Proteine, die jeweils einem Zwei-Komponenten-System aus N-terminalem
Rhodopsin, einer Histidinkinase, einem Regulatorprotein und einer C-terminalen Zyklase
dhneln [307]. Die funktionelle und biophysikalische Charakterisierung der Proteine ChR-1
und ChR-2 ist Gegenstand momentaner Forschung. Die vorliegende Arbeit fokussiert
dabei auf ChR-2. Bekannt wurde dieses Protein vor allem durch seinen Einsatz in
der Neurobiologie. Zellen kénnen nach Einbau dieses Proteins innerhalb weniger Milli-
sekunden licht-gesteuert depolarisiert werden. Im Zusammenspiel mit der archaealen
Chloridionenpumpe Halorhodopsin (HR), durch die Zellen licht-gesteuert polarisiert
werden konnen, wird dieses System zur optogenetischen Kontrolle genutzt [12-15].

Die in dieser Arbeit durchgefithrten Messungen wurden mit der N-terminalen Sequenz
bestehend aus den Aminoséuren 1-315 durchgefiihrt [308]. Sie beschreibt lediglich das
Sieben-Transmembran-Motiv und weist eine hohe Sequenzanalogie zu archaealen Retinal-
proteinen auf. Es zeigte sich, dass der gekiirzte Abschnitt fiir die Funktionalitdt des
Proteins ausreichend ist. Sowohl das Stimulieren des kompletten als auch des gekiirzten
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Konstrukts ergibt kein nachgeschaltetes Offnen endogener Calcium- oder Chloridkanéle,
wodurch man davon ausgehen kann, dass kein G-Protein gekoppelter Transduktions-
mechanismus vorliegt. Dass der C-Terminus ein Ubertriger-Protein dhnlich den halo-
bakteriellen Transducern von SensorrhodopsinI (SRI) und SensorrhodopsinII (SRII)
beschreibt, kann hingegen nicht ausgeschlossen werden.

Die Kristallstruktur von ChR-2 ist bis heute nicht gelést. Die Aminosduresequenz
ldsst sich jedoch gut an die Strukturen von Sensorrhodopsin II aus dem Organismus
Natronomonas pharaonis oder Bakteriorhodopsin (BR) modellieren, wobei die Anpassung
an NpSRII aufgrund der C-terminalen Proteinsequenz passender erscheint. Abbildung
8.1|) zeigt die vorhergesagte Struktur von ChR-2 nach Modellierung an NpSRII. Fir
Helix C, auf der die Seitenketten des priméren Protonenakzeptors und -donors archaealer
Retinalproteine zu finden sind, besitzen BR und ChR-2 eine Sequenzhomologie von 85%

[306].

Abbildung 8.1: Durch Homologiemodelling an NpSRII (PDB-Datenbank: 1H68) vorhergesagte Struktur
von ChR-2 (SWISS-MODEL http://swissmodel.expasy.org/). Das Peptidriickgrad ist als Cartoon in
gelb dargestellt, der Retinalchromophor als Stdbchenmodell in griin.

Mutationsstudien konnten zeigen, dass die Protonierung des an der analogen Stelle zu
BR Asp-85 sitzende Glu-123 ausschlaggebend fiir die Desensitisierung des Kanals ist.
Auch das Ersetzen der Aminosaure an der homologen Position des Protonendonors His-
134 (Asp-96 in BR) hat einen signifikanten Einfluss auf den Kanal [308]. Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass die an den analogen Positionen des Protonenakzeptors
und -donors gefundenen Aminoséuren Glu-123 und His-134 auch im Photozyklus von
ChR-2 eine wesentliche Rolle spielen.

Die grofse Bedeutung von ChRs veranlasste eine Reihe spektroskopischer und elek-
trophysiologischer Studien in den letzten Jahren [309-315]. Resonanz Raman und Re-
tinalextraktionsexperimente konnten dabei zeigen, dass etwa 70% der Chromophore
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in der all-trans-Konfiguration vorliegen und ein kleinerer Anteil einen 13-cis-Retinal-
Chromophor enthélt. Nach Lichtadaption &ndert sich das Isomerenverhéltnis nicht
signifikant. Lediglich eine kleine zuséitzliche Population (5%) wird sichtbar, die mit hoher
Wabhrscheinlichkeit der 9-cis-Konfiguration zugeordnet werden kann [315]. In Blitzlicht-
photolysemessungen konnte gezeigt werden, dass das erste rot-verschobene Intermediat,
K, 50 ns nach Photoanregung zu beobachten ist [310]. Tieftemperatur-FTIR-Messungen
bei 80 K ermoglichten diesen K-Zustand anzureichern und machten deutlich, dass das
Retinal in diesem Zustand eine all-trans nach 13-cis Isomerisierung vollzogen hat [313].
Zusétzlich wurden grofe konformationelle Anderungen im Bereich der AmidI Bande
beobachtet [313], 314], die in dieser Form fiir Retinalproteine génzlich unbekannt waren.
Radu et al. [313] interpretierten diese Differenzbanden als Bildung der Pore. Mit einer
Zeitkonstante von 4 us wird das nachfolgende Intermediat gebildet. Das Absorptions-
maximum bei 380 nm legt nahe, dass die Schiff Base in einem deprotonierten Zustand
vorliegt, wie dies im M-Zustand von BR der Fall ist [16, 21]. Elektrophysiologischen
Messungen zufolge ist der Kanal zu dieser Zeit immer noch geschlossen. Er 6ffnet sich im
nachfolgenden Reaktionsschritt zu einem rot-verschobenem Photozyklusintermediat, das
sein Absorptionsmaximum bei 520 nm besitzt. Uber FTIR-Spektroskopie sind nur geringe
weitere konformationelle Anderungen fiir diesen Zustand zu beobachten. Das Schliefen
des Kanals wird mit Zeitkonstanten im Bereich von 10 - 30 ms beobachtet [309) B11].
Spektroskopisch findet ein spektral stiller Ubergang zu einem weiteren rot-verschobenen
Ubergang statt. Der Grundzustand wird mit einer Zeitkonstante von ca. 5 s repopuliert.
Dieser Schritt beinhaltet die Desensibilisierung des Kanals sowie die Riickbildung der
Struktur. IR-Messungen weisen darauf hin, dass das Wasserstoffbriickennetzwerk des
Grundzustand wéhrend dieses Prozesses wieder hergestellt wird [313], 314].

8.2 Retinalisomerisierung in Channelrhodopsin-2

In einem ersten Schritt wurde die Primardynamik von ChR-2 nach Photoanregung
untersucht. Die benutzte Anreg-/ Abtast-Spektroskopie im sichtbaren Spektralbereich
ermoglicht hierbei das Verhalten des Chromophors mit einer Zeitauflosung von etwa 100 fs
zu verfolgen. Die Messungen wurden mit und ohne kontinuierliche Weiflichtbestrahlung
durchgefiihrt, um einen méglichen Einfluss durch Licht-/ Dunkel-Adaption auszuschliefsen.
Dariiber hinaus wurde die Anregungswellenléinge von 420 nm im kurzwelligen auf 480 nm
im langwelligen Bereich des Absorptionsspektrums variiert. Um ungestorte Einblicke in die
S1-Deaktivierungspfade zu erhalten, wurde zudem ein Fluoreszenzaufwértskonvertierungs-
experiment durchgefiihrt.
Die Ergebnisse dieses Kapitels sind in den nachfolgenden Artikel eingeflossen:

Verhoefen, M.-K., Bamann, C., Blocher, R., Forster, U., Bamberg, E. and
Wachtveitl, J., The photocycle of channelrhodopsin-2: Ultrafast reaction dyna-
mics and subsequent reaction steps., (2010), ChemPhysChem, 11: 3113-3122.
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Experimentelle Vorgehensweise

Transiente Absorptionsmessungen wurden mit dem in Kapitel[3.4.1] beschriebenen Aufbau
durchgefiihrt. Die solubilisierte ChR-2 Probe (bereitgestellt von der Arbeitsgruppe von
Prof. E. Bamberg, MPI fiir Biophysik, Universitit Frankfurt) war dabei in 20mM HEPES
bei pH 7,4 gepuffert und enthielt zudem 0,2 % DM, 500 mM Imidazol sowie 100 mM NaCl.
Es wurde mit einer optischen Dichte von 0,5 bei 450 nm in 1mm Quarzglaskiivetten gemes-
sen. Die Anregungswellenlidnge von 480 nm wurde iiber die optische Konversion im NOPA
realisiert. Anregungsenergien von =~ 30nJ wurden benutzt. Aufgrund der Verwendung
eines Prismenkompressors konnten Pulsdauern von 80 fs erlangt werden. Der Anregpuls
war parallel zum Abtastpuls polarisiert. Um die Probe bei 420 nm anzuregen wurden
Pulse des NOPAs mit Laserfundamentalpulsen in einem Summenfrequenzmischprozess
konvertiert. Auch hier wurden Anregungsenergien von ~ 30nJ gewahlt um vergleich-
bare Messbedingungen zu schaffen. Da kein UV-geeigneter Kompressor zur Verfiigung
stand hatten die Pulse eine Kreuzkorrelationsbreite > 150 fs. Die Anregungspulse waren
senkrecht zum Abtastlicht polarisiert. Das Weiflicht wurde durch Fokussierung in ein
CaFa-Substrat (d = 2mm) hergestellt. Es deckte einen Bereich von 380 nm -710nm ab.

Fiir die transienten Absorptionsmessungen unter Dauerbelichtung wurde fiir die
Anregung eine Wellenldnge von 480 nm benutzt. Die Pulsenergien lagen wieder bei
~ 30nJ. Die Abtastung erfolgte jedoch mit Einzelfilament-Weifslicht, das in einem Saphir-
Substrat generiert wurde. Ein spektraler Bereich von 430 nm - 750 nm wurde abgedeckt.
Um eine licht-adaptierte Probe zu messen wurde diese wahrend der Messung iiber eine
Faser mit Licht einer Hg-Xe-Lampe (LC-08, Hamamatsu) beleuchtet. Um den UV-
Anteil abzublocken wurde ein Gelbglasfilter (GG 460) zwischengeschaltet, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass die Belichtung mit Wellenldngen > 460 nm durchgefiihrt
wurde. Bei allen Messungen wurde die Probe zum Austausch lateral bewegt. UV-vis-
Spektren vor und nach der Messung wiesen auf keine signifikante Degradation der Probe
wéahrend der Messung hin.

Die Fluoreszenzaufwirtskonvertierungsmessungen wurden mit dem in Kapitel[3.5] dar-
gestellten Aufbau durchgefiihrt. Der durchstimmbare Laser wurde fiir das durchgefiihrte
Experiment auf eine Zentralwellenlinge von 830 nm eingestellt. Anregungspulse von
415 nm wurden durch Frequenzverdopplung generiert. Die Pulse waren etwa 120 fs lang
und hatten eine Energie von 300nJ. Die durch Anregung der Probe (optische Dichte
von 0,8 in 1 mm Quarzkiivette) entstehende Fluoreszenz wurde in einem Summenfre-
quenzmischprozess (6 = 51°, d = 0,1 mm, Typ-II Phasenanpassung) mit dem Gatepuls
(120 puJ) aufwértskonvertiert. Das aufwéartskonvertierte Licht wurde rdumlich gefiltert
in die Detektionseinheit gelenkt. Das Experiment wurde bei einer Aufwértskonvertie-
rungswellenléinge von 320 nm durchgefiihrt was einer Fluoreszenzwellenldnge von 520 nm
entspricht. Es wurde eine Kreuzkorrelationsbreite von 150 fs bestimmt.
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UV-vis-Absorptionsspektroskopie

Das Absorptionsspektrum von ChR-2 weist im Bereich von 400 nm bis 500 nm eine
deutlich strukturierte Absorptionsbande auf, deren Ursprung bis jetzt nicht eindeutig
geklart ist. Da unterschiedliche Retinalisomere auf Grund der Halbwertsbreite der Banden
ausgeschlossen werden konnen, ist jedoch die Annahme, dass es sich um eine Feinstruktur
handelt, wie man sie auch fiir NpSRII gefunden hat [316], sehr wahrscheinlich.

e

Absorption

I I
500 600 700
Wellenlange / nm

Abbildung 8.2: Statische Charakterisierung von ChR-2 bei pH 7,4 im sichtbaren Spektralbereich. Das
Absorptions- (schwarz) und Fluoreszenzspektrum (grau) (Anregung bei 450 nm) weisen eine deutliche
Struktur auf.

Transiente Absorptionsmessungen im sichtbaren Spektralbereich

Um dennoch unterschiedliche Populationen, wie z.B. Variationen in der Retinalzusammen-
setzung oder unterschiedliche pH-abhéngige Protonierungszusténde in der Bindetasche
ausschlieffen zu koénnen, wurden transiente Absorptionsmessungen mit Anregungswel-
lenldngen im blauen (420nm) und in der roten Flanke (480 nm) der Absorptionsbande
durchgefiihrt. In Abbildung sind exemplarisch transiente Absorptionsinderungen
im Bereich des Grundzustandsbleichens und der Absorption des Photoprodukts nach
Anregung bei beiden Wellenléngen dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Dynamiken
nach Photoanregung dem gleichen zeitlichen Verlauf folgen. Beide Datenséatze konnten
mit sehr dhnlichen Fitparametern angepasst werden.
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Abbildung 8.3: Transiente Absorptionsdnderungen von ChR-2 nach Photoanregung bei 420 nm (+)
und 480 nm (o). Die Transiente bei 459 nm beschreibt dabei den Bereich des Grundzustandsbleichens,
wahrend die Anderungen bei 547 nm den Bereich der Absorption des angeregten Zustands sowie des
Photoprodukts widerspiegeln. Der globale Fit der Daten ist als schwarze durchgezogene Linie dargestellt.
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Abbildung 8.4: Transiente Absorptionsédnderungen von ChR-2 ohne Belichtung (¢) und unter Dau-
erbelichtung (o). Die Transienten zeigen den Bereich des Grundzustandsbleichens (446 nm) und der
Absorption des angeregten Zustands sowie des Photoprodukts (550 nm). Der globale Fit der ohne
Belichtung aufgenommenen Daten ist als schwarze durchgezogene Linie dargestellt.

Von dem archaealen Retinalprotein BR war bekannt, dass im Grundzustand ein
Gleichgewicht aus der dunkel- und der lichtadaptierten Spezies vorliegt |16, 21]. Es
zeigte sich, dass beide Zustédnde unterschiedliche Photozyklen durchlaufen [317-322]. Um
die Moglichkeit unterschiedlicher Isomerisierungsrichtungen fiir ChR-2 zu iiberpriifen
wurden zusétzlich transiente Absorptionsmessungen unter Dauerbelichtung durchgefiihrt.
Wie in Abbildung [8:4] dargestellt zeigen die Datensétze nur minimale Abweichungen.
Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die Lichtadaption zumindest auf die
Primardynamik keinen signifikanten Einfluss hat. Im Folgenden werden daher nur die
Daten nach Anregung bei 480 nm ohne Dauerbelichtung im Detail diskutiert. Abbildung
gibt einen Uberblick iiber die beobachteten transienten Absorptionsinderungen
nach Photoanregung. Blau sind hierbei negative Absorptionsidnderungen dargestellt, rot
positive Differenzbanden. In griin eingefdrbte Bereiche weisen keine signifikanten Absorp-
tionséinderungen auf. Die Zeitachse ist bis 1 ps linear skaliert, hiernach logarithmisch.
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Abbildung 8.5: Transiente Absorptionsianderungen von ChR-2 nach Photoanregung bei 480 nm. Die

Hauptbeitrige entsprechen dem Grundzustandsbleichen, einer Uberlagerung aus der Absorption des
angeregten Zustands (frithe Verzogerungszeiten) und des Photoprodukts sowie der stimulierten Emission.
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Abbildung 8.6: Transiente Spektren zu sehr kurzen Verzégerungszeiten von ChR-2. Eine dominante
Blauverschiebung des angeregten Zustands wird beobachtet.

Am blauen Ende des Spektrums ist die negative Absorptionsdnderung des ausge-
bleichten Grundzustands zu erkennen. Das beobachtete Signal zerféllt innerhalb einiger
Pikosekunden und erreicht wie in den Abbildungen [8:3] und [8:4] zu sehen ist bei Verzo-
gerungszeiten > 10 ps einen konstanten Offset von wenigen mOD. Die Absorption des
angeregten Zustands ist direkt nach Photoanregung in einem Wellenldngenbereich von
500nm bis 650 nm zu beobachten. Die positive Signatur schiebt in den ersten 150 fs stark
zu kiirzeren Wellenldngen (siehe Abbildung und zerfallt danach mit Zeitkonstanten
von wenigen hundert Femtosekunden sowie ca. 3 ps. Exemplarische Einzeltransienten
sind in den Abbildungen [8.3] und rechts geplottet. Bei Verzogerungszeiten > 10 ps
bleibt schlussendlich die positive Absorption des Photoprodukts iibrig. Bei langen Ver-
zogerungszeiten ist noch eine Dynamik mit kleiner Amplitude zu erkennen (Siehe .
Oberhalb von 650 nm ist die negative Absorptionséinderung der stimulierten Emission
erkennbar. Diese Bande entsteht innerhalb der Zeitauflosung und zerféllt wie Abbildung
[87] zeigt mit einer Zeitkonstante von < 500fs. Die Amplitude dieses Signals ist sehr
klein. Dies ist aber nicht verwunderlich, da die Transiente im langwelligen Bereich des
Fluoreszenzspektrums angesiedelt ist (sieche Abbildung und daher der iiberwiegende
Teil der stimulierten Emission von der Absorption des angeregten Zustands sowie des
Photoprodukts iiberdeckt ist.
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Abbildung 8.7: Transiente Absorptionsinderungen (o) von ChR-2 bei 499 nm und 691 nm . Die
Beitrage des Photoprodukts, das bei frithen Verzogerungszeiten von der Absorption des angeregten
Zustands iiberlagert ist, sowie der stimulierten Emission sind dargestellt. In schwarz ist der globale Fit
der transienten Absorptionsmessungen gezeigt.
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T1/ps To/ps T3/ PS T4/ DS Too
Transiente Absorption 0,15 0,4 2,7 200 unendlich
Fluoreszenz - 0,4 - - -

Tabelle 8.1: Erhaltene Zeitkonstanten der globalen Fitanalyse der transienten Absorptionsdaten im
sichtbaren Spektralbereich sowie der Anpassung der Fluoreszenz- Aufwirtskonvertierungsmessung bei
520 nm. Der Wert der Zeitkonstante 72 stimmt fiir beide Experimente iiberein.

Fiir die weitere Evaluation wurden die ermittelten transienten Absorptionsidnderungen
einer globalen Fitanalyse unterzogen. Diese ergab, dass die Daten mit fiinf Zeitkonstanten
zufriedenstellend angepasst werden kénnen. Eine Auflistung der Zeitkonstanten ist in
Tabelle gegeben. Die zerfallassoziierten Spektren sind in Abbildung gezeigt. Die
kiirzeste Zeitkonstante 71 liegt im Bereich der Zeitauflésung und kann daher durch
unkorrigierte Reste von kohérenten Artefakten beeinflusst werden. Auch oszillatorische
Effekte konnen nicht ausgeschlossen werden. Jedoch zeigen die Rohdaten in diesem
Zeitbereich eine verldssliche Dynamik, sodass diese Zeitkonstante keinem unphysikali-
schen Prozess zugeordnet zu sein scheint. Die zwischen 450 nm und 650 nm beobachtete
breite positive Amplitude im zerfallassoziierten Spektrum von 7y spiegelt die dominante
Blauverschiebung auf ultraschneller Zeitskala als Abnahme der positiven induzierten
Absorption wider. Die leicht negative Amplitude bei kiirzeren Wellenldngen zeigt analog
den beobachteten schnellen Zerfall im Bereich des Grundzustandsbleichens. Das zerfall-
assoziierte Spektrum der nachfolgenden Zeitkomponente 1o weist eine negative Signatur
im Bereich der Grundzustandsabsorptionsbande auf. Der Prozess muss daher einem
Grundzustands-Riickkehrpfad zugeordnet sein. Der weitere Verlauf des Amplitudenspek-
trums zeigt, dass dieser Pfad direkt dem ersten angeregten Zustand entspringt, da die
positive Signatur zwischen 520 nm und 570 nm dem Zerfall der Absorption des angeregten
Zustands und die negativen Amplituden bei Abtastwellenldngen > 600 nm dem Riickgang
der stimulierten Emission zugeschrieben wird. Das Amplitudenspektrum von 73 zeigt
ebenfalls eine negative Signatur im Bereich der Absorption des Grundzustandes und
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o E —e— 0,4 ps ‘C_> 3 200 ps
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Abbildung 8.8: Zerfallassoziierte Spektren der globalen Fitanalyse von ChR-2 mit fiinf Zeitkonstanten.
Die Amplitudenspektren der ersten beiden Zeitkonstanten 73 und 72 sind in der linken Abbildung
gegeben, die der langsameren drei Zeitkomponenten in der rechten Abbildung.
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rotverschoben hierzu eine positive Bande, weist aber nicht die negative Amplitude, die
dem Riickgang der stimulierten Emission zugeordnet wurde, auf. Der Prozess kann daher
nicht einem S;-Deaktivierungspfad entsprechen. Die starke Ubereinstimmung der Am-
plitudenspektren von 73 und 7, das dem Photoprodukt Differenzspektrum entspricht,
lasst vermuten, dass der Zerfall der heiffen Grundzustandspopulationen in der all-trans-
und 13-cis-Retinal-Konfiguration beschrieben wird. Das zerfallassoziierte Spektrum
von 74 weist im kompletten Wellenldngenbereich lediglich eine sehr geringe Amplitude
auf. Die beobachtete positiv-negativ-positiv-Signatur deutet auf eine Verdnderung der
Bandenbreite des Produkts hin.

Fluoreszenzaufwirtskonvertierung

Um tiefere Einblicke in die Deaktivierung des angeregten Zustands zu bekommen, wurde
ein Fluoreszenzaufwartskonvertierungsexperiment durchgefiihrt. Hierdurch kann direkt
auf die Lebensdauer des angeregten Zustands geschlossen werden. Die Messungen kon-
nen zudem mit den transienten Absorptionsmessungen im sichtbaren Spektralbereich
korreliert werden. Die Anregungswellenldnge lag im vorliegenden Fall bei bei 415 nm.
Detektiert wurde eine Fluoreszenzwellenldnge von 520 nm. Der erhaltene transiente
Datensatz ist in Abbildung dargestellt. Eine Uberlagerung der Fluoreszenzabkling-
kurve mit dem zeitlichen Verlauf der stimulierten Emission bei 691 nm zeigt eine sehr
gute Ubereinstimmung. Zur Analyse wurde die Fluoreszenztransiente mit einer mono-
sowie einer biexponentiellen Zerfallsfunktion angepasst. Ein Exponentialzerfall mit einer
Zeitkonstante von 0,4 ps beschreibt dabei die Fluoreszenzkinetik sehr gut. Eine Anpas-
sung der Fluoreszenztransiente mit einer biexponentiellen Funktion liefert hingegen kein
zufriedenstellendes Ergebnis. Die 0,4 ps Zeitkomponente ist zwar auch in diesem Fit
erhalten, die zweite Zeitkonstante ist jedoch mit einem Wert von > 10 ps gréfer als der
beobachtete Zeitbereich. Diese Zeitkonstante modelliert daher lediglich das Rauschen bei
Verzogerungszeiten > 1 ps. Entsprechend diesem Ergebnis konnten also keine Anzeichen
fiir die in den transienten Absorptionsmessungen gefundene Zeitkomponente von 2.7 ps
gefunden werden. Es ist daher unwahrscheinlich, dass diese Komponente mit den Zerfall
des angeregten Zustands assoziiert ist.
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Abbildung 8.9: Gegeniiberstellung der normierten zeitlichen Verldufe der stimulierten Emission bei

691 nm (o) und der Fluoreszenz bei 520nm (orange). Man erkennt eine gute Ubereinstimmung der
Datensétze.
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Diskussion und Interpretation der Primirdynamik

Im vorangegangenen Kapitel wurden die Resultate der kurzzeitspektroskopischen Un-
tersuchungen an ChR-2 anschaulich dargestellt. Transiente Absorptionsmessungen im
sichtbaren Spektralbereich stellten dabei heraus, dass die beobachtete Primédrdynamik,
die hauptséchlich aus der Isomerisierung des Retinals besteht, nahezu unabhangig von der
Anregungswellenldnge ist. Kleine Abweichungen sind lediglich in den ersten 200 fs beob-
achtbar und kénnen den unterschiedlichen Anregungsbedingungen, wie der Energie und
der Pulsbreite, zugeordnet werden. Auf der einen Seite spricht dies gegen die Annahme,
dass Heterogenitidten der Probe das strukturierte cw-Absorptionsspektrum hervorrufen.
Die spektrale Signatur sollte daher einer Schwingungsfeinstruktur zugeordnet werden
kénnen, wie man sie auch von Sensorrhodopsin Il aus dem Organismus Natronomonas
pharaonis kennt [316]. Auf der anderen Seite haben Retinalextraktionsexperimente und
Resonanz Raman-Messungen an ChR-2 gezeigt, dass neben dem all-trans-Retinal auch
ein signifikanter Teil (30%) 13-cis-Retinal vorliegt [315]. Meines Wissens nach sind die
UV-vis-Spektren beider Isomere in ChR-2 bis heute nicht bekannt. Man kann daher
nicht ausschlieften, dass auch das cis-Isomer zwischen 400 nm und 550 nm absorbiert und
in den durchgefiithrten Experimenten angeregt wird. Die beobachtete Dynamik kénnte
daher auch partiell zu einem 13-cis-Photozyklus gehéren. Studien von Hegemann et al.
legen jedoch nahe, dass eine all-trans nach 13-cis-Isomerisierung im der Aktivierungs-
mechanismus von ChR-2 stattfindet [323]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Primérdynamik nicht durch eine mégliche Licht/Dunkeladaption beeinflusst wird. Dieses
Ergebnis stimmt mit den Schlussfolgerungen von Nack et al. iiberein [315].

Die Dynamik der ersten 1,5ns ldsst sich nach obigen Erkenntnissen wie folgt beschrei-
ben und interpretieren: Wahrend der ersten 150 fs nach Photoanregung beobachtet man
eine Blauverschiebung und Verschmélerung der Absorption des angeregten Zustands.
Weitere Beitrage in diesem Zeitfenster sind zudem Wellenpakets-gdhnliche oszillatorische
Effekte sowie unkorrigierte Reste des kohdrenten Artefakts. Da sich diese Beitrége zeitlich
iiberlagern, kdnnen sie nicht in der globalen Analyse separiert werden. Das Amplituden-
spektrum von 7; kann daher nicht einem einzelnen molekularen Prozess zugeschrieben
werden. Eine Zuordnung zu einer Bewegung auf dem ersten angeregten Zustand ist aber
sehr wahrscheinlich. In diesem Fall wiirde die beobachtete Blauverschiebung einer ul-
traschnellen Schwingungsrelaxation der heifsen Si-Population entsprechen. Dieser Prozess
ist bereits fiir das bakterielle Retinalprotein PR sowie das archaeale BR in der Literatur
bekannt. Zeitaufgeloste Fluoreszenzstudien dieser Proteine weisen eine ultraschnelle
Stokes-Verschiebung wihrend der ersten 100 fs - 200 fs auf [173, 273]. In transienten Ab-
sorptionsmessungen an PR wird dies in einer wellenldngen-abhéngigen Verzogerung der
stimulierten Emission sichtbar [273], 279]. Fiir BR wird diese Verzégerung hingegen nicht
beobachtet [198 [324], 325]. Statt dessen erwies die Analyse der stimulierten Emission
[165] sowie der Fluoreszenzdynamik eine Zerfallskomponente im Bereich von etwa 150 fs
[L7IHI73].

Fiir ChR-2 konnte in dieser Studie jedoch weder eine Verzégerung noch eine 150 fs-
Zerfallskomponente der stimulierte Emission beobachtet werden. Dies ist wahrscheinlich
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8.2 Retinalisomerisierung in Channelrhodopsin-2

darauf zurlickzufiihren, dass diese Bande von der Absorption des angeregten Zustands
iiberlagert wird [198]. Zudem kann ein strahlender S;-Sp-Ubergang in diesem Zeitbereich
auch ausgeschlossen werden, da die transienten Spektren zu frithen Verzogerungszeiten
nur geringe Beitrage der Riickkehr des Grundzustandsbleichens verzeichnen.

Prinzipiell sollte es mittels Fluoreszenzspektroskopie moglich sein, die Prozessen der
ersten Pikosekunden nach Anregung aufzukléaren. Mit einer Zeitauflosung von 150 fs
konnte die gezeigte Fluoreszenzaufwértskonvertierungsmessung leider nicht viel zur
Aufkldrung beitragen. Weitere Kerr-Shutter-Fluoreszenzexperimente sind jedoch geplant,
die tiefere Einblicke in diese Fragestellung geben werden.

Die nun relaxierte Population des angeregten Zustands zerféallt monoexponentiell mit
0,4 ps und populiert damit den isomerisierten Photoproduktzustand, der in Analogie zum
archaealen BR im Folgenden K-Zustand genannt wird. Da die Isomerisierungsquanten-
ausbeute in ChR-2 analog zu BR <1 sein sollte [157, 175 326H328], wird auch ein
Riickgang des Grundzustandsbleichens mit dieser Zeitkonstante beobachtet. Diese mono-
exponentielle Deaktivierung des angeregten Zustands konnte auch durch das Fluoreszenz-
aufwirtskonvertierungsexperiment validiert werden. Eine exponentielle Anpassung des
zeitlichen Fluoreszenzverlaufs resultiert in einer Zeitkonstante von 0,4 ps, ein Wert, der in
exzellenter Ubereinstimmung mit der Komponente 7 der transienten Absorptionsdaten
ist. Die heifse Grundzustandspopulation thermalisiert anschlieffend in einem Kiihlprozess
(2,7 ps) und bevolkert damit wiederum sowohl den all-trans-Ausgangszustand als auch das
relaxierte 13-cis-Photoprodukt. Die 2,7 ps-Komponente konnte im Fluoreszenzexperiment
nicht beobachtet werden, was fiir die gegebene Zuordnung spricht.
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Abbildung 8.10: Schematische Darstellung der Primé&rreaktion von ChR-2. Die den Zeitkonstanten
zugeordneten Prozesse sind in farblich kodierten Pfeilen dargestellt.

Die grofe Ahnlichkeit zur Prim#rdynamik von BR, speziell die annihernde Uber-

einstimmung der Zeitkonstanten, legt die Vermutung nahe, dass die Triebkrifte der
Retinalisomerisierung also die Elektrostatik, das Wasserstoffbriickennetzwerk sowie die
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Geometrie der Bindetasche denen im BR sehr dhnlich sind. Die Primé&rdynamik von
ChR-2 kann daher unter Bezugnahme der publizierten Isomerisierungsmodelle diskutiert
werden (Siehe hierfiir Kapitel @ Fiir BR konnte gezeigt werden, dass die hochfrequen-
te C=C-Streckmode die Franck-Condon-aktive Mode ist [329]. Die Prozesse auf einer
100 fs - 200 fs-Zeitskala werden daher meist der Relaxation der C=C-Streckschwingung
des Retinals im angeregten Zustand zugeschrieben. Die intramolekularen Energieaus-
tauschprozesse zwischen den Schwingungsmoden sollen die Hauptrolle der nachfolgenden
Dynamik spielen. Neben der niederfrequenten Torsionsmode sind noch weitere hoch-
frequente Moden, wie bspw. die HOOP-Mode (engl.: hydrogen out of plane) in die
Isomerisierung involviert [195]. Mit etwa 500 fs wird die Bildung des rot-verschobenen
J-Intermediats beobachtet [165] [180] 198, [324]. Der J-K-Ubergang findet mit 3ps - 5ps
statt [I57, 175, (I80].

Die Primérreaktion schlieft mit kleineren Anderungen der Bandenbreite der Produkt-
signatur mit der Zeitkonstante 74. Diese Anderungen sind jedoch plausibel, da schon das
FTIR-Differenzspektrum bei 80 K im Bereich der Amid I-Schwingung grofie Signale zeigt
[313], die auf (lokale) Anderungen der C=0-Oszillatoren des Peptidriickgrats hinweisen.
Diese sollten sich auch auch auf das Absorptionsspektrum des Chromophors auswirken.
Wie Messungen der NpSRII D75N-Mutante gezeigt haben (Siehe Kapitel bzw. [330]),
kann auch der Zusatz von externen Donoren wie Azid einen Einfluss auf die Dynamik
bei langen Verzogerungszeiten (> 100ps) haben. Da die vorliegenden Messungen an
einer ChR-~2-Probe durchgefiihrt wurden, die 500 mM Imidazol enthélt, kann auch nicht
ausgeschlossen werden, dass der mit 74 beobachtete Prozess eine Konsequenz des im
Puffer enthaltenen Imidazols ist. Das transiente Spektrum nach 1,5ns weist das bei
Retinalproteinen deutlich rotverschobene K-Photoprodukt (510 nm) auf. Schwingungs-
spektroskopie konnte zeigen, dass das Retinal mit Erreichen dieses Zustands eine all-trans
nach 13-cis Isomerisierung vollzogen hat [313] 315].

8.3 Ultraschnelle Dynamik im infraroten Spektralbereich

Um weitere Einblicke in die Photodynamik nach Anregung zu bekommen, wurden tran-
siente Absorptionsmessungen im mittelinfraroten Spektralbereich durchgefiihrt. Neben
den Anderungen der Chromophorschwingungen kénnen hierdurch auch durch die Isome-
risierung hervorgerufene Verdnderungen der Proteinstruktur beobachtet werden. Dies ist
im vorliegenden Fall von erhéhtem Interesse, da Tieftemperatur-FTIR-Spektroskopie
charakteristische Differenzbanden im Amid I-Bereich auflésen konnte, die konformatio-
nellen Proteindnderungen wéihrend der Bildung des K-Intermediats zugeordnet wurden
[313].

Experimentelle Vorgehensweise

Die fiir die Messungen benutzten solubilisierten ChR~2-Proben wurden von der Arbeits-
gruppe von Prof. E. Bamberg, MPI fiir Biophysik, Universitdt Frankfurt, bereitgestellt.
Eine Beschreibung der Proteinextraktion sowie der Aufreinigungsprozedur findet man
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in nachfolgender Referenz [331]. Aufgrund der hohen Absorption des Wassers im mit-
telinfraroten Spektralbereich, wurden die Messungen in D2O durchgefithrt. Um einen
moglichst guten Austausch zu gewéhrleisten wurde die Probe vier Tage in D2 O-Puffer
(20mM HEPES, pD 7.4, 0,2% DM, 100 mM NaCl) gelagert. Die Aufkonzentrierung der
Probe wurde iiber Zentrifugalfiltrierung (Centriprep, 50 kD cut-off, Millipore) realisiert.
Die Konzentration wurde auf eine optische Dichte von etwa 0,15 bei 50 pm Schichtdicke
im sichtbaren Absorptionsmaximum eingestellt.

Die transienten Absorptionsmessungen wurden mit dem in Kapitel beschriebenen
Aufbau durchgefiihrt. Die Anregungswellenldnge wurde iiber die Summenfrequenzerzeu-
gung zwischen NOPA-Pulsen und der Laserfundamentalen auf 430 nm eingestellt. Die
Pulsenergie lag etwa bei 400 nJ. Das Abtastlicht im infraroten Spektralbereich wurde {iber
die beschriebenen nichtlinearen Konversionsprozesse generiert. Fiir den in Abbildung[8:12]
dargestellten Abtastbereich mussten drei sich mit jeweils zwei Kanélen iiberlappende
Messungen zwischen etwa 1450 cm ™! und 1520 cm ™!, 1520 cm ™! und 1585 cm ™! sowie
1585 cm™! und 1680 cm™! durchgefiihrt werden. Anreg- und Abtastpulse waren dabei
im magischen Winkel polarisiert. Es wurde eine Zeitauflésung von etwa 300 fs erreicht.
Der Probenaustausch zwischen zwei Laserpulsen wurde durch Rotation und gleichzeitige
Translation der Probe gewahrleistet.

IR Absorptionsspektroskopie

Abbildung zeigt das IR-Absorptionsspektrum der fiir die Kurzzeitmessungen be-
nutzten Probe, das in einer Grabenkiivette mit einer optischen Wegldnge von 10 um
aufgenommen wurde. Die charakteristischen Protein- und Losungsmittelabsorptionsban-
den erlauben eine grobe Bestimmung des Deuterierungsgrads der Probe. Um 1200 cm ™!
beobachtet man die intensive Schwingungsbande (§) des hauptséichlich vorliegenden
Losungsmittels DoO (grau). Durch den Austausch mit dem in der Luft enthaltenen
Wasser oder Protonen des Proteins liegt auch immer ein gewisser Anteil an HDO vor
(blau). Dieser ist im Spektrum bei etwa 1460 cm™! zu finden.

Uberlagert wird diese Bande von der AmidII’ Bande des Proteins. Die Charakte-
ristik um 1550 cm™! kann der AmidII-Bande nicht-ausgetauschter Peptidbindungen
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Abbildung 8.11: IR-Absorptionsspektrum von solubilisiertem ChR-2 in D2O. Die Protein- und Lo6-
sungsmittelbanden sind farblich markiert. grau = D2O, blau = HDO und Amid IT’, orange = Amid II,
gelb = AmidI
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zugeordnet werden (orange). Dies belegt, dass es fiir das Losungsmittel unzugéngliche
Bereiche im Protein gibt. Die breite Bande um 1650 cm™! kann der Amid I-Proteinbande
deuterierter und nicht-deuterierter Peptidbindungen zugeordnet werden (gelb). Beitrige
der Pufferbestandteile sind auch nicht auszuschlieffen.

Transiente Absorptionsmessungen im infraroten Spektralbereich

Abbildung gibt einen Uberblick {iber die transienten Absorptionsinderungen von
ChR-2 im Bereich von 1450 cm™! bis 1690 cm™! nach Anregung bei 430 nm. Die Ab-
sorptionsénderungen sind in dieser Darstellung farblich kodiert. Rote Bereiche geben
positive Absorptionsidnderungen an, blaue Bereiche negative Absorptionsdnderungen
und in grin-eingefdrbten Bereichen sind keine Absorptionsinderungen zu beobachten.
Die x-Achse ist von -2 bis 1 ps linear skaliert und wird hiernach logarithmisch weiter
gefiihrt. Effekte vor dem Zeitnullpunkt sind auf den gestorten freien Induktionszerfall zu-
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Abbildung 8.12: Ubersicht iiber die transienten Absorptionsinderungen von ChR-2 im Bereich von
1450 cm ™! bis 1690 cm ™! nach Anregung bei 430 nm. Hauptbeitrige stammen von der C=C- und C=N-
Streckschwingung des Retinals. Weitere photoinduzierte Differenzbanden sind wahrscheinlich auf die
Anderungen der Aminoséure-Seitenketten- bzw. Amid-Schwingungen zuriickzufiihren.

riickzufithren, wihrend das Signal um tp=0 durch die Kreuzphasenmodulation zwischen
Anreg- und Abtastpuls bestimmt wird. Da der Farbcode auf das hochste und niedrigste
Signal skaliert wird und dieses im vorliegenden Fall durch die Kreuzphasenmodulation
gegeben ist, ist in Abbildung [8:12] zusitzlich eine Graphik gegeben, in der die transienten
Absorptionsdnderungen ab 0,3 ps gezeigt sind, also nur photoinduzierte Differenzbanden
dargestellt sind. Wie Abbildung [8:13] zeigt sind eine Vielzahl an positiven und negativen
Differenzbanden im beobachteten Zeitraum erkennbar, die unterschiedliche Dynamik
aufweisen. Die Ergebnisse sollen daher im ersten Schritt mit abfallender Energie der
Bandenposition préasentiert werden.
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Abbildung 8.13: Transiente Spektren von ChR-2 zu ausgewahlten Verzégerungszeiten. Das Spektrum
bei 100 ps (griin koloriert) entspricht dem Spektrum am Ende des Observationszeitraum von 1,8 ns.

Um 1665 cm ™" ist eine negative Absorptionsbande erkennbar. Diese bildet sich auf einer
sub-Pikosekunden-Zeitskala und besitzt danach eine nahezu konstante Amplitude von
0,1x1073. Rot- und blau-verschoben hierzu beobachtet man schwach positive Signaturen.
Eine weitere negative Absorptionsbande befindet sich bei 1635 cm™!. Das Signal wird
direkt mit der Anregung gebildet, fillt die erste Pikosekunde leicht ab und nimmt danach
mit einer Zeitkonstante von etwa 10ps geringfiigig zu. Da die Bande bei 1635 cm ™!
eindeutig einen gestorten freien Induktionszerfall aufweist, ist sie einer gebleichten
Grundzustandsschwingung zuzuordnen. Um 1600 cm ™! ist bei kurzen Verzogerungszeiten
eine positive Absorptionsbande beobachtbar, die sich im Zeitverlauf in zwei Banden
aufspaltet, die jeweils leicht blau bzw. rot schieben. Die Uberlagerung einer negativen
Bande scheint eine wahrscheinliche Erklarung fiir den beschriebenen Verlauf zu sein. Am
Ende der Observationszeit ist aber keine negative Bande erkennbar. Die Maxima der
positiven Banden sind bei 1596 cm ™! und 1608 cm ™! zu finden (Abbildung [8.14]).

Das grofte positive Signal des untersuchten Spektralbereichs wird um 1580 cm™
beobachtet. Wie die transiente Absorptionsinderung bei 1578 cm™! in Abbildung
zeigt, ist eine positive Absorptionsinderung von etwa 0,15x 1073 direkt nach der Kreuz-
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Abbildung 8.14: Transiente Absorptionsinderungen von ChR-2 bei 1565cm™" (o), 1647cm™" (0) und
1635cm™" (0), sowie bei bei 1608 cm ™ (0) und 1596 cm™" (o). Die durchgezogenen Linien reprisentieren
die zugehorigen Fits. Die y-Achse ist so skaliert, dass die photoinduzierten Absorptionsédnderungen
optimal erkennbar sind. Hierdurch wurden aber Teile der Kreuzphasenmodulation abgeschnitten.
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Abbildung 8.15: Transiente Absorptionsinderungen von ChR-2 bei 1467 cm™*(0), sowie im Bereich
der C=C-Streckschwingung bei 1578 cm™* (o), 1558 cm™" (0) und 1531cm™* (0). Die durchgezogenen
Linien représentieren die zugehorigen Fits. Die y-Achse ist so skaliert, dass die photoinduzierten
Absorptionsdnderungen optimal erkennbar sind. Hierdurch wurden aber Teile der Kreuzphasenmodulation
abgeschnitten.

phasenmodulation zu sehen. Der weitere Zeitverlauf weist lediglich eine geringfiigige
Zerfallskomponente auf einer 10 ps Zeitskala auf. Um 1558 cm ™! ist eine stark negative,
breite Differenzbande erkennbar. Die transienten Spektren in Abbildung zeigen,
dass die Bande auf einer 10 ps Zeitskala zerfallt und schmaler wird, wobei sich zwei Ban-
den mit Zentralwellenlingen von 1545cm ™! und 1561 cm ™! herausbilden. Der gestorte
freie Induktionszerfall bei 1555 cm ™! zeigt, dass mindestens eine dieser Banden einer
Grundzustandsschwingung zugeordnet werden muss. Rotverschoben zu den negativen
Banden ist eine positive Absorptionsinderung bei 1531 cm™! zu erkennen. Sie besitzt
die gleiche temporale Charakteristik wie die Bleichbande. Angeschlossen an diese Bande
ist ein breiter (1470 cm™!- 1520 cm™1), positiver Absorptionsbeitrag mit geringer Am-
plitude, der mit einer 10 ps Komponente zerfillt. An der niederfrequenten Flanke des
beobachteten Spektralbereichs wird zudem noch ein ebenfalls sehr geringes negatives
Signal um 1467 cm ™! beobachtet (siehe Abbildung , das mit einer sub-Pikosekunden
Zeitkonstante gebildet wird und danach nahezu konstant ist.

Bandenzuordnung

Da die infrarotspektroskopischen Untersuchungen an ChR-2 erst am Anfang stehen, sind
in der Literatur bis jetzt nur einige ausgewahlte Schwingungsbanden zugeordnet worden.
Erschwert wird das ganze zusétzlich durch die Verschiedenheit der FTIR-Differenzspek-
tren von ChR-2 und BR, sodass Analogieschliisse nur in geringem Mafe moglich sind.
Dennoch sollen im Folgenden mogliche Zuordnungen der in den Kurzzeitmessungen beob-
achteten Banden dargestellt werden. Diese Ausfilhrungen sind aber nicht als vollstandig
zu betrachten, weitere Untersuchungen sind unabdingbar.

Die Signatur des gestorten freien Induktionszerfalls bei 1560 cm™! zeigt, dass die
grofte negative Bande des beobachteten Differenzspektrums einer gebleichten Grund-
zustandsschwingung zuzuordnen ist. Die ausgeprigte Charakteristik dieser Bande in
Resonanz-Raman-Messungen legt eine Zuordnung zur C=C-Streckschwingung des Retinal-
chromophors nahe [315]. Gestiitzt wird dies zusétzlich durch den linearen Zusammenhang
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Abbildung 8.16: Darstellung des linearen Zusammenhangs zwischen sichtbarem Absorptionsmaximum
des Retinalchromophors und der Wellenzahl der C=C-Streckschwingung einiger Retinalproteine.

zwischen dem Absorptionsmaximum des Chromophors im sichtbaren Spektralbereich und
der Frequenz der C=C-Streckschwingung. Wie Abbildung zeigt, ist fiir ChR-2 bei
einem Absorptionsmaximum von 450 nm eine Grundzustandsbleichbande um 1560 cm ™!
zu erwarten. Die K-Intermediat-Produktbande der C=C-Streckschwingung ist wie die
Rotverschiebung des sichtbaren Absorptionsmaximums dieses Intermediats nahe legt bei
kleineren Wellenzahlen zu finden. Berechnet man tiber die in Abbildung [8:16] gezeigte Ge-
rade mit dem in Kurzzeitmessungen gefundenen K-Intermediat-Differenzspektrum (Vgl.
Kapitel die Wellenzahl des C=C-Produktbands, so erhélt man hierfiir einen Wert von
etwa 1550 cm~!. Nach Anregung ist in diesem Bereich auch ein relativ breites positives
Absorptionssignal erkennbar. Dieses ist aber am Ende des Observationszeitraums nicht
mehr zu beobachten. Man findet aber genau an dieser Position eine kleine negative
Differenzbande ((-)1545 cm™!). Hieraus kann gefolgert werden, dass das positive Signal
der C=C-Streckschwingung des K-Intermediats von einer negativen Bande iiberlagert
wird. Der Ursprung dieser negativen Bande ist wiederum nicht klar. Eine Zuordnung
zu Amid II-Anderungen scheint im ersten Augenblick naheliegend. Da die Messungen
aber in DyO durchgefiihrt wurden und das IR-Absorptionsspektrum in Abbildung [8:17]
darlegt, dass nur ein sehr geringer Teil der Peptidriickgratprotonen nicht-ausgetauscht
vorliegen, sollte diese Bande keine allzu grofe Amplitude besitzen und die Uberlagerung
beider Banden somit nicht zur volligen Authebung der C=C-Produktbande fithren.

Weitere Schwierigkeiten bereitet die Zuordnung der stark positiven Bande bei 1580 cm™!.
Wie bereits oben beschrieben ist dieses Signal direkt nach Anregung beobachtbar und
weist nur wenig Dynamik auf. Auch fiir diese Bande erscheint eine Verkniipfung mit der
AmidII-Mode eher unwahrscheinlich, da der Hauptteil der Peptidgruppen deuteriert
vorliegen sollte und die Amid II’-Mode, da sie von der N-D-Schwingung entkoppelt ist,
um 1475 cm ™! absorbieren sollte. Die Amplitude der Bande spricht weiterhin dafiir, dass
es sich nicht um die Anderung einer einzelnen Aminoséureseitenkette handelt.

Das Homologiemodell von ChR-2 zeigt jedoch eine Vielzahl an polaren Aminoséu-
ren in der Bindetasche, wie beispielsweise die bei BR zum Protonenakzeptorkomplex
gehorenden analogen Aminoséuren Glu-123 (BR: Asp-85) und Asp-253 (BR: Asp-212),
der Protonendonor His-134 sowie Glu-90, Asn-258 und Tyr-70 in der direkten N&he
der Schiffbasenverkniipfung. Zudem sollte auch das mit Cys-128 wasserstoffverbriickte
Asp-156 nicht unbeeinflusst von der Isomerisierung des Chromophors sein [332]. Wie
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Abbildung 8.17: Durch Homologiemodelling an NpSRII (PDB-Datenbank: 1H68) vorhergesagte
Struktur von ChR-2. Das Peptidriickgrad ist als Cartoon in gelb dargestellt, die polaren Aminoséuren
um den Retinalchromophor (griin) sind im Stdbchenmodell farbig markiert. Zur besseren Darstellung
sind die Helices teilweise nicht dargestellt.

Tabelle zeigt, weisen diese Seitenketten alle Schwingungsbanden um 1580 cm ™! auf.

Die Differenzbanden im sich anschliefenden Bereich bis 1615cm™"! sind von zwei
Banden dominiert, die mit zunehmender Beobachtungszeit ihre spektrale Lage dnderung
und nach 1,8ns Maxima bei 1611 cm™" und 1595 cm ™! aufweisen. Es ist naheliegend
das beobachtete dynamische Verhalten mit der Uberlagerung einer negativen Bande zu
erkldaren. Auf Basis der derzeitigen Literatur konnen die beobachteten Banden jedoch
nicht zugeordnet werden. Die kleinen Amplituden der Banden legen aber nahe, dass der
Ursprung in der Stérung oder Anderung einer Aminoséurenseitenkette liegt. Neben den
bereits in Tabelle diskutierten hochfrequenten Schwingungen, kommen hierfiir zudem
die in Tabelle B3] dargestellten Schwingungen in Betracht.

Die negative Bande um 1635cm ™! kann wiederum aufgrund der eindeutigen Signa-
tur des gestorten freien Induktionszerfalls einer Grundzustandsschwingung zugeordnet

werden. Auch in diesem Fall sind die Resonanz-Raman-Messungen zur Zuordnung sehr
hilfreich. Nack et al. [315] zeigten, dass fiir ChR-2 in HoO eine Bande bei 1657 cm™!

7/ em™! (D20O) 7/ em™! (Hy0)

Asp, 145(COO™) 1584 1574-1579
Clu, v,5(CO0™) 1567 1556-1560
Tyr-OH, v(CC) 15901591 1594-1602
HisH, v(C = C) 1569, 1575 1575, 1594

Tabelle 8.2: Charakteristische Aminosiureseitenkettenschwingungen um 1580 cm ™. Die angegebenen
Werte sind der Publikation von Barth et al. [53] entnommen.
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7/ em™! (D20) 7/ cm~! (H20)

Arg, vs(CNsHY) 1581-1586 1614-1663
Arg, v,s(CN3HZ) 16051608 16521695
HisHy , v(C = C) 1600, 1623 1631
Tyr-OH, v(CC),§(CH) 1612-1618 1614-1621
Tyr-O~, v(CC) 1603 1599-1602

Tabelle 8.3: Charakteristische Aminosiureseitenkettenschwingungen um 1610 cm~!. Die angegebenen
Werte sind der Publikation von Barth et al. [53] entnommen.

beobachtet wird, die der C=N-Schwingung der Schiffbase zugeordnet werden kann. Bei
Deuterierung schiebt diese Bande auf 1629 cm™!, was charakteristisch fiir die starke
Kopplung der C=N-Schwingung an die N-H-, bzw. N-D-Schwingung ist. Die in dieser
Studie beobachtete negative Signatur bei 1635 cm ™! kann daher auf das Ausbleichen der
C=N-Schwingung zuriickgefiihrt werden. Dies wird weiterhin durch die Tatsache unter-
stiitzt, dass diese Bande einen sehr dhnlichen Zeitverlauf wie die gebleichte C=C-Bande
um 1560 cm ™! aufweist.

Die Zuordnung des negativen Signals bei 1665 cm ™! ist dagegen nicht eindeutig. Vor
dem Zeitnullpunkt ist lediglich ein sehr schwaches negatives Signal erkennbar, das
ebenso durch die oszillatorischen Signale des gestorten freien Induktionszerfalls der C=N-
Schwingung hervorgerufen worden sein kénnte. Es kann daher nicht eindeutig geklart
werden, ob die beobachtete Bande einer Grundzustandsschwingung zugeordnet werden
kann. Wenn die Bande aber mit dem Chromophor verkniipft wére, kénnte ein Zuordnung
zu der C=N-Schwingung undeuterierter Probe, [315] getroffen werden. Deutlich gegen eine
solche Zuweisung spricht die beobachtete Dynamik. Der Vergleich der transienten Absorp-
tionsanderungen bei 1665 cm™! mit den Anderungen der C=N- und C=C-Schwingung
zeigt deutliche Unterschiede. Wéahrend die letztgenannten Banden direkt mit der Anre-
gung entstehen, wird die Bande bei 1665 cm™! erst auf einer sub-Pikosekunden Zeitskala
gebildet. Auch die nachfolgende Dynamik weist Unterschiede auf. Die beiden Grundzu-
standssignaturen zeigen starke Anderungen auf einer 10 ps-Zeitskala, withrend das Signal
bei 1665 cm ™! nach 2 ps konstant ist. Eine zweite Moglichkeit besteht zudem in der Zu-
ordnung zu Differenzsignalen einer oder mehrerer Aminosduren-Seitenketten. Hier wére
beispielsweise das in direkter Nachbarschaft zur Chromophorverkniipfung befindliche
Asn-258 ein moglicher Kandidat. Laut Barth et al. [53] liegt die C=0O-Schwingung von
Asparagin und Glutamin in DyO bei etwa 1650 cm™'. Auch in Tieftemperatur-FTIR-
Messungen wurde an dieser Position eine negative Differenzbande beobachtet [313]. Sie
wurde dort einer Amid I-Anderung zugesprochen und als groRe strukturelle Anderungen
des Proteins, d.h. der Bildung der Pore interpretiert. Die beobachtete Kurzzeitdynamik
spricht gegen diese Interpretation, da grofse Helixbewegungen sicherlich nicht innerhalb
von 500 fs von statten gehen kénnen. Eine lokale Stérung der Peptid-C=0-Oszillatoren in
der Retinalbindetasche ist jedoch moglich. Stimmte diese Zuordnung, so sollte aber beim
Auftreten einer dominanten Amid I-Mode auch die korrespondierende Amid II’-Mode eine
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signifikante Amplitude aufweisen. Im zugehérigen Spektralbereich zwischen 1450 cm ™

und 1480 cm ™! ist zwar das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis etwas schlechter, es ist aber
deutlich eine sich mit 0,5 ps bildende negative Differenzbande bei 1467 cm ™! beobachtbar.
Diese konnte einer Anderung der Amid II’-Bande einer oder mehrerer Peptidgruppen in
direkter Nithe zum Retinal zugeordnet werden. Die im Vergleich zum Signal bei 1665 cm ™
deutlich kleinere Amplitude dieser Bande, spricht aber eher gegen einen Zusammenhang
beider Banden. Wobei man auch hier argumentieren kénnte, dass durch die Entkopplung
dieser Mode von der N-D-Schwingung die vermutlich sehr wichtige Sensitivitat beziiglich
Wasserstoffverbriickungen verloren geht und die Auswirkung auf diese Bande somit
geringer sein sollte. Nicht zuletzt konnte die negative Bande bei 1467 cm™! zudem auch
einer Anderung der in diesem Bereich absorbierenden HDO-Banden zugeordnet werden.

Globale Fitanalyse

Zur Analyse wurden die transienten Absorptionsdaten einer globalen Fitanalyse unter-
zogen. Um die Effekte der Kreuzphasenmodulation nicht zu beriicksichtigen, wurden
die Daten ab Verzogerungszeiten von 0,3 ps analysiert. Obgleich eine Vielzahl an Dif-
ferenzbanden angepasst werden mussten, lassen sich die Datensétze optimal mit drei
Zeitkonstanten fitten. Die Zerfallszeit 71 hat hierbei einen Wert von 0,5 ps und 79 von
13 ps. Fiir die letzte Zeitkonstante 7., wurde ein sehr grofer Wert vorgegeben, der als
konstantes Offset-Signal behandelt werden kann. Das zerfallassoziierte Spektrum spiegelt
daher das Differenzspektrum bei 1,8 ns wider. Die drei Datensétze wurden sowohl einzeln
als auch zusammen angepasst. Die Abweichungen der erhaltenen Zeitkonstanten waren
dabei vernachlassigbar. Tabelle fasst die erhaltenen Zerfallszeiten im Vergleich zu den
ermittelten Werten der Ultrakurzzeitexperimente im sichtbaren Spektralbereich sowie
der Fluoreszenzaufwartskonvertierungsdaten nochmals zusammen.

Abbildung zeigt die zu den Zeitkonstanten zugehorigen zerfallassoziierten Spek-
tren. Die spektrale Charakteristik des Amplitudenspektrums von 7 kann wie folgt erklért
werden: Die breite positive Signatur zwischen 1450 cm™! und 1500 cm ™! wird durch
den leichten Anstieg des Signals in diesem Spektralbereich verursacht (Siehe Abbildung
. Um 1470 cm™! ist ein leichter Einschnitt erkennbar, der sich auf die Bildung
der negativen Bande in diesem Bereich zuriickfiihren lésst, die wahrscheinlich mit der
Amid IT-Mode verkniipft ist. Die negativen Banden bei 1534 cm ™! und 1545 cm ™" zeigen
die Bildung schwingungsangeregter und damit rotverschobener C=C-Banden (all-trans-

T/ps T/ps T/ps Too
IR - 0,5 13 unendlich
vis 0,15 0,4 2,7 unendlich
Fluoreszenz - 0,4 - -

Tabelle 8.4: Vergleich der erhaltene Zerfallszeiten der globalen Fitanalysen der transienten Daten von
ChR-2.
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Abbildung 8.18: Zerfallassoziierte Spektren der Analyse der ChR-2-Daten im Infraroten.

sowie 13-cis-Retinal) an. Die Zeitkonstante hat ebenfalls einen Einfluss auf die negative
Bleichbande dieser Schwingung. Die positive Amplitude bei 1560 cm™~! korrespondiert
mit dem in diesem Zeitbereich beobachteten weiteren Abfall des Signals. Im sich an-
schliekenden Bereich besitzt das zerfallassoziierte Spektrum eine strukturierte negative
Signatur. Diese kann dem weiteren Aufbau der unterschiedlichen positiven Banden in
diesem Spektralbereich zugeschrieben werden. Im Bereich der C=N-Schwingung weist die
positive Amplitude bei 1635 cm™! auf den auch bei dieser Bande wihrend der ersten Piko-
sekunde beobachteten weiteren Abfall hin. Das stérkste Signal des Amplitudenspektrums
von 71 ist bei (4+)1665cm ™! zu erkennen. Dieses beschreibt den Aufbau der dominanten
negativen Bande in diesem Bereich. Zusammengefasst lasst sich sagen, dass der Prozess,
der mit der Zerfallskomponente 71 verbunden ist, drei Hauptmerkmale aufweist. Zum
einen zeigt sich, dass die negativen Differenzsignale der Grundzustandsbanden der C=C-
und C=N-Schwingung mit dieser Zeit weiter abnehmen. Dies kann mit hoher Wahrschein-
lichkeit dadurch erklart werden, dass iiberlagerte positive Banden mit 7 zerfallen. Zum
anderen ist die Bildung rotverschobener C=C- und C=N-Produktbanden mit diesem
Vorgang verbunden. Als drittes werden zudem noch weitere positive wie negative Banden
gebildet, die wahrscheinlich nicht den Schwingungen des Retinalchromophors zugeordnet
werden konnen. Alle diese Prozesse konnen mit dem im sichtbaren Spektralbereich in
diesem Zeitbereich beobachteten Zerfall des angeregten Zustands erklért werden. Hierbei
zeigen die Daten im infraroten Spektralbereich sowohl die K-Photoproduktbanden des
isomerisierten Retinals wie auch die Auswirkungen auf die direkte Proteinumgebung.

Das zerfallassoziierte Spektrum von 7 weicht signifikant von dem Spektrum von 7 ab.
Fast im gesamten Spektralbereich ist mit dieser Zeitkonstante ein leichter Riickgang der
beobachteten positiven und negativen Signale verbunden. Besonders betroffen sind hier-
bei die gebleichten Grundzustandsbanden sowie die rotverschobenen Produktbanden der
C=C-Streck- ((-)1555cm™1, (+)1535cm~!) und C=N-Streckschwingung ((-)1634 cm™1,
(+)1622cm™!). Man kann daher davon ausgehen, dass der zugrunde liegende Vorgang
einem Kiihlprozess entspricht, bei dem die Schwingungsenergie in niederfrequente Moden
sowie das Losungsmittel bzw. die Proteinumgebung abgegeben wird. Interessanterweise
besitzt das zerfallassoziierte Spektrum von 75 gerade im Bereich der negativen Diffe-
renzbande bei 1665 cm ™! keine Amplitude, was bedeutet, dass diese Bande nicht vom
beobachteten Warmeeffekt beeinflusst wird. Eine Erkldrung hierfiir kann zum jetzigen
Zeitpunkt nicht gegeben werden.
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Fazit

Die im Bereich von 1680 cm™! bis 1450 cm ™! durchgefiihrten Kurzzeit-IR-Messungen
an ChR-2 zeigen, dass nach Anregung neben den Anderungen der charakteristischen
C=C- und C=N-Schwingungen des Retinals eine Vielzahl an Differenzbanden sichtbar
werden, die mit grofler Wahrscheinlichkeit sowohl den lokalen Peptidgruppen der Re-
tinalbindetasche selbst wie auch den Seitenkettenschwingungen zugeschrieben werden
konnen. Einige dieser Banden haben bereits nach Abklingen der Kreuzphasenmodulation
eine relativ hohe Amplitude und weisen eine weitere Zunahme mit 0,5 ps auf. Andere
wie z.B. die negativen Banden bei 1665 cm™! und 1467 cm~! werden erst mit dieser
Zeitkonstante gebildet. Ein Vergleich mit den in Kapitel beschriebenen transienten
Absorptionsmessungen im sichtbaren Spektralbereich sowie der Fluoreszenzaufwérts-
konvertierungsmessung macht deutlich, dass diese Zeitkonstante im Zeitbereich der
Deaktivierung des angeregten Zustands liegt. Die IR-Daten zeigen daher eindrucksvoll,
dass die Retinalbindetasche bei ChR~2 nicht nur auf eine sehr schnelle Isomerisierung
ausgelegt ist, sondern die durch Anregung geschaffene Uberschussenergie im Chromophor
auch sehr effizient auf das Protein iibertragen wird.

Mit Ausnahme der Bande bei 1665 cm ™! ist im beobachteten Spektralbereich nachfol-
gend ein Riickgang des Bandenmusters mit 7o = 13 ps zu verzeichnen. Diese Zeitkonstante
besitzt einen besonders grofen Einfluss auf die C=C- sowie C=N-Streckschwingung des
Retinals. Man kann daher davon ausgehen, dass die Komponente einen Kiihlprozess
beschreibt, bei dem die schwingungsangeregten Grundzustandspopulationen im all-trans-
Ausgangszustand sowie im 13-cis-Photoprodukt Energie an die Umgebung des Retinals,
sprich das Protein und funktionelle Wassermolekiile, abgeben, was zur Absenkung der
intramolekularen Temperatur fiihrt. Die geringe Auspriagung der normalerweise mit
diesem Prozess einhergehenden Verschiebungen der Bandenposition sowie der Anderung
der Bandenbreite ist im Einklang mit der effizienten, schnellen Energieumverteilung.

Vergleicht man die beobachtete Dynamik im mittelinfraroten Spektralbereich mit der
von PR (vgl. Kapitel , so erkennt man gravierende Unterschiede. Bei PR hat die
lange Lebensdauer des angeregten Zustands zur Folge, dass es wahrend der ersten 30 ps
unterschiedlichste schwingungsangeregte Populationen im angeregten Zustand sowie im
So-Ausgangs- und Produktzustand gibt. Dies fithrt wiederum zur Uberlagerung von
unterschiedlich breiten, meist rotverschobenen Banden, die eine Zuordnung der einzelnen
Schwingungen sowie der beobachteten Prozesse erschwert. Auch die Ubertragung der
Uberschussenergie an das Protein scheint bei PR wesentlich weniger ausgepriigt, da
Proteinbeitriage lediglich in Form kleiner Beitrdge im Bereich der Amid I oder II Banden
beobachtet werden. Die photophysikalischen Gegebenheiten in ChR-2 scheinen daher
bestens geeignet um die Kopplung der Retinalisomerisierung an das Opsingeriist zu
untersuchen. Eine umfangreiche Bandenzuordnung ist hierfiir aber unabdingbar.
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8.4 Die langsamen Schritte des ChR-2-Photozyklus und
ihre Temperaturabhangigkeit

Die nachfolgenden Schritte des Photozyklus wurden mittels Laser-Blitzlichtphotolyse
untersucht. Die hier vorgestellte Studie weist eine deutlich verbesserte Zeitauflésung von
200 ns auf, sodass der in bereits publizierten Messungen nur unzureichend beschriebene
Zerfall des K-Intermediats nun ausfiihrlicher charakterisiert werden konnte [309]. Um
Einblicke in die Reaktionsbarrieren zu erlangen wurden zudem temperaturabhéngige
Messungen durchgefiihrt. Die erzielten Ergebnisse wurden mit Hilfe der Eyring-Theorie
ausgewertet. Die Ergebnisse dieses Kapitels sind ebenfalls in nachfolgend aufgefiihrter
Publikation enthalten:

Verhoefen, M.-K., Bamann, C., Blocher, R., Forster, U., Bamberg, E. and
Wachtveitl, J., The photocycle of channelrhodopsin-2: Ultrafast reaction dyna-
mics and subsequent reaction steps., (2010), ChemPhysChem, 11: 3113-3122.

Experimentelle Vorgehensweise

Blitzlichtphotolysemessungen wurden mit der in Kapitel[d.I] beschriebenen Apparatur
durchgefiihrt. Die ChR-~2 Probe wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. E. Bamberg
hergestellt [331]. Sie war in in 20 mM HEPES, pH 7.4, gepuffert und enthielt noch 0,1 %
DM sowie 100 mM NaCl. Die optische Dichte lag bei einer Schichtdicke von 1 cm bei 2 0,7.
Um eine Vergleichbarkeit mit den in der Literatur bekannten Messungen zu erhalten,
wurde eine Anregungswellenldnge von 480 nm gewéhlt. Die Pulsenergie lag am Probenort
bei ~ 4mJ/cm?. Der Laser wurde durch den intern im Laser angebrachten Shutter auf eine
Repetitionsrate von 0,2 Hz eingestellt. Der Anregungsspot hatte etwa einen Durchmesser
von 0,8 mm, sodass fast das gesamte Probenvolumen in der 1cmx1cm Quarzkiivette
angeregt wurde. Die Abtastung erfolgte in 90° zur Anregung. Die Abtastwellenldngen
wurden von 390 nm bis 580 nm in 10 nm oder 20 nm Schritten gew#hlt. Die Weiftlicht-
intensitdten wurden so gering gehalten, dass aktinische Effekte auszuschliefen sind. Fiir
jeden Scan wurden Datenpunkte zwischen -40 ms und 1.96 s mit einer Schrittweite von
200 ns aufgenommen. Es wurden jeweils 1000 Scans gemittelt. Die lineare Zeitachse der
erhaltenen Datensitze wurde mit Hilfe eines Labview Programms zwischen +5 s und
1,96 s in eine 200 Datenpunkte umfassende exponentielle Basis umgewandelt.

Fiir die temperaturabhéngigen Messungen wurde die Kiivettenhalterung tiber einen
Thermostaten (Haake K20, Thermo Fischer) temperiert. Die Bedingungen fiir eine
homogene Temperaturverteilung der Probe wurde mit einer Pufferlésung getestet und eine
Temperaturgenauigkeit von 0,2°C abgeschétzt. Eine erste Messreihe wurde mit den oben
beschriebenen experimentellen Bedingungen bei drei verschiedenen Abtastwellenldngen
(390 nm, 440 nm und 520 nm) zwischen 10°C und 30°C in 5°C Schritten durchgefiihrt.
Dariiber hinaus wurde eine temperaturabhingige Messreihe bei einer Abtastwellenldnge
von 440 nm mit einer verlingerten Observationszeit von 10s und einer Zeitauflosung
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von 2ms durchgefithrt. Hierfiir wurde die Repetitionsrate der Anregungspulse mit einem
externen Shutter so veréndert, dass die Probe alle 12s angeregt wurde.

Die temperaturabhéngigen Daten wurden fiir 7 > 1us iiber ein globales Fitpro-
gramm angepasst. Die erhaltenen temperaturabhéngigen Zeitkonstanten wurden unter
Berticksichtigung der Eyringschen Formel (Siehe Kapitel ausgewertet und die ther-
modynamischen Parameter bestimmt.

Der Photozyklus bei Raumtemperatur

Abbildung gibt einen Uberblick iiber die lichtinduzierten Absorptionséinderungen
von ChR-2 in einem Zeitbereich von -5 pus bis 1s. Die Zeitachse ist bis 10 us linear
skaliert, wihrend sie danach logarithmisch weitergefiihrt wird. Blau kolorierte Regionen
zeigen negative Absorptionsdnderungen an, photoinduzierte Absorptionszunahmen sind
rot gekennzeichnet. Die beobachtete negative Absorptionsbande um 450 nm kann dem
Bleichen der angeregten all-trans-Retinal- Grundzustandspopulation zugeschrieben wer-
den, wiahrend die hierzu blau- und rot-verschobenen positiven Differenzbanden durch die
Absorption von Photoprodukten zustande kommen. Das Photoprodukt an der blauen
Flanke des beobachteten Spektralbereichs, hier P3gg genannt, ist lediglich zu frithen
Zeiten erkennbar, die positive Absorptionsinderung um 520 nm hingegen wahrend des
ganzen beobachteten Zeitraums. Die Dynamik ist nach 1s nicht vollsténdig abgeschlossen,
da weiterhin ein geringes Differenzsignal erkennbar ist.

Der genaue Verlauf der drei spektral unterschiedlichen Regionen kann in den transien-
ten Absorptionsinderungen der Einzelkanéle detaillierter verfolgt werden (Abbildung
. Die Transiente bei 390 nm zeigt, dass das blau-verschobene Intermediat P399 durch
zwel Zeitkomponenten aufgebaut wird. Die erste liegt im Bereich von etwa 10 us, die
zweite um 100 pus. Die maximale Amplitude wird bei etwa 200 us erreicht. Das Signal
zerfallt nachfolgend mit einer Zeitkonstante im einstelligen Millisekundenbereich. Das
am Ende der Observationszeit beobachtete negative Differenzsignal zeigt die gleiche
Signatur wie das Grundzustandsbleichen (siche Abbildung rechts) und ist daher

Wellenldnge / nm

-5u 0 10p  100u 1m 10m 100m 1
Zeit/s

Abbildung 8.19: Transiente Absorptionsdnderungen von ChR-2 nach Photoanregung bei 480 nm in
einem Zeitbereich von -5 us bis 1s. Die Zeitachse ist dabei bis 10 pus linear skaliert, hiernach logarithmisch.
Die Hauptbeitriage stammen von der Depopulierung des angeregten all-trans-Retinal-Zustands, sowie
den im Photozyklus auftretenden blau- und rot-verschobenen Intermediaten.
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Abbildung 8.20: Transiente Absorptionsinderung von ChR-2 nach Anregung bei 480 nm im Zeitbereich
von 1 ps bis 2s. Die Transienten sind exemplarisch fiir die Beitrédge des blau-verschobenen Photoprodukts
(390nm, 0), des Grundzustandsbleichens (440 nm, O) der rotverschobenen Produkte (520 nm, o) gewéhlt.
Die durchgezogenen Linien reprisentiert jeweils den Fit.

einem Auslaufer dieses Signals zuzuordnen. Die Signatur des ausgebleichten Grund-
zustands kann am besten bei 440 nm beobachtet werden. Der im Zeitbereich bis 1 ms
beobachtete Abfall des Signals kann der Uberlagerung des positiven Signals des rot-
verschobenen Intermediats zugeordnet werden. Das negative Signal zerfillt danach mit
einer Hauptkomponente im einstelligen Millisekundenbereich. Weitere Komponenten der
Riickbildung sind auf einer 50 ms und 3 s-Zeitskala zu erwarten. Die transienten Absorp-
tionsédnderungen bei 520 nm sind charakteristisch fiir die Dynamik der rotverschobenen
Intermediate. Direkt nach Anregung ist ein Differenzspektrum zu beobachten, das dem
transienten Spektrum nach 1,8 ns sehr dhnlich ist. Man kann daher davon ausgehen,
dass die positive Absorptionsbande dem in Anreg-Abtast-FExperimenten zugeordneten
K-Intermediat zugeschrieben werden kann. Die beobachtete positive Absorptionsénde-
rung von 25x 1073 nimmt wihrend der ersten Mikrosekunden ab. Diesem Zerfall folgt
ein weiterer Aufbau des Differenzsignals, was bedeutet, dass in diesem Spektralbereich
zu spéteren Zeiten ein weiteres Intermediat, Psog, absorbiert. Der Abbau dieser Spezies
wird mit drei Komponenten auf einer Zeitskala von wenigen Millisekunden bis hin zu
Sekunden beobachtet.

Um die beobachteten dynamischen Unterschiede zu festigen, wurde den Daten in
einer globalen Fitanalyse eine Summe aus Exponentialfunktionen angepasst. Ein Fit
mit 6 Zerfallszeiten lieferte hierbei ein optimales Ergebnis. Eine Zusammenfassung der
Zeitkonstanten ist in Tabelle 8.5 gegeben. Die Amplitudenspektren sind in Abbildung[8.21]
dargestellt. Geméf dieser lasst sich der Photozyklus von ChR-2 wie folgt interpretieren:

Das zerfallassoziierte Spektrum der kiirzesten Zeitkonstante 7 = 7 us besitzt unter-
halb von 420 nm eine negative Amplitude und oberhalb eine positive. Diese kann von

T1 T2 T3 T4 T5 T6

ChR-2 7wus 120pus 3ms 6ms 33ms 3,4s

Tabelle 8.5: Erhaltene Zeitkonstanten der globalen Fitanalyse der Blitzlichtphotolysedaten von ChR-2.
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Abbildung 8.21: Zerfallassoziierte Spektren der globalen Anpassung der Blitzlichtphotolysedaten
von ChR-2. Links sind dabei die Amplituden der ersten drei Zeitkonstanten gezeigt, rechts die der
langsameren drei.

500 nm bis 550 nm dem Zerfall des K-Intermediats zugeordnet werden. Im Bereich der
Grundzustandsabsorptionsbande beschreibt die positive Amplitude die weitere Abnahme
des bereits negativen Differenzsignals. Dies kann einerseits auf die Uberlagerung des
Grundzustand-Bands mit dem K-Intermediat zuriickgefiithrt werden. Es kann aber auch
nicht ausgeschlossen werden, dass ein weiteres, vielleicht BR-ahnliches Intermediat den
Grundzustand iiberlagert und mit dieser Zeitkonstante zerfallt. Die negative Amplitude
bei Wellenlédngen < 420 nm zeigt, dass das blau-verschobene P3gg-Intermediat mit dieser
Zeitkonstante gebildet wird. Die nachfolgende Zeitkonstante 79 = 120 us weist einen
sehr dhnlichen spektralen Verlauf auf. Lediglich die Amplitude oberhalb 500 nm ist
vernachlassigbar klein. Diese Zeitkonstante sollte demnach nicht mehr mit dem Zerfall
des K-Intermediats in Verbindung stehen. Der Prozess tragt jedoch ebenfalls zur Bil-
dung von Pggg bei. Er ist daher verantwortlich fiir die Plateau-artige Charakteristik
der Absorptionsdnderung bei 390nm. Das zerfallassoziierte Spektrum von 73 =3 ms
zeigt mit seiner dominanten positiven Amplitude im Bereich der Absorption von Pggg
und der negativen Amplitude im Bereich von Psog den Zerfall des blau-verschobenen
Intermediats, durch den die nachfolgende rot-verschobene Spezies populiert wird. Die
Amplitudenspektren der Zeitkonstanten 74 =6 ms, 75 = 33 ms und 76 = 3,4 s sind spektral
nahezu identisch. Alle drei besitzen negative Beitrage zwischen 390 nm und 480 nm und
hiernach bis 580 nm positive Beitrage. Dies kann entsprechend einem triexponentiellen
Zerfall des Psop-Intermediats zugeordnet werden, bei dem in jedem dieser Schritte der
Grundzustand repopuliert wird.

Temperaturabhdngige Messungen

Temperaturabhéngige Blitzlichtphotolyse-Messungen wurden zwischen 10°C und 30°C bei
drei unterschiedlichen Abtastwellenldngen durchgefiihrt. Die ausgesuchten Wellenléngen
sind kennzeichnend fiir die Absorption der blau- (390 nm) und rot-verschobenen Interme-
diate (520 nm) sowie fiir die Bleichbande des angeregten all-trans-Retinal-Ausgangszu-
stands (440 nm). In den Abbildungen und sind die erhaltenen temperaturabhén-

gigen transienten Absorptionsédnderungen dargestellt. Die Transiente bei 390 nm zeigt,
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Abbildung 8.22: Temperaturabhingige transiente Absorptionsédnderung von ChR-2 im Bereich der
Absorption des Photointermediats P3go und des gebleichten Ausgangszustands bei 440 nm. Die Tempe-
raturen, bei denen die Transienten aufgenommen wurden, sind farblich kodiert.

dass sowohl der Aufbau als auch der Zerfall des Pggg-Intermediats mit hoherer Temperatur
bei fritheren Zeiten stattfindet. Die in dieser Transiente bei langen Zeiten beobachteten
Auslaufer des Grundzustandsbleichens zeigen ebenso eine verdnderte Charakteristik.
Dies ist noch um einiges besser in den transienten Absorptionsdnderungen bei 440 nm
zu erkennen. Uber den gesamten beobachteten Zeitbereich ist eine Beschleunigung der
Dynamik mit erh6hter Temperatur zu sehen. Die zeitliche Antwort der rot-verschobenen
Intermediate nach Photoanregung ist in Abbildung wiedergegeben. Der Abfall der
anfanglichen Absorption ebenso wie die Bildung und der Zerfall der spéteren Signatur
weisen eine ausgepragte Beschleunigung bei Temperaturerhéhung auf.

Zur weiteren Evaluation der Daten wurde diesen in einer globalen Fitanalyse eine
Summe an Exponentialzerfiallen angepasst. Eine Zusammenfassung der erhaltenen Zer-
fallskonstanten ist in Tabelle[3.6] gegeben. Die beobachtete Temperaturabhéngigkeit
konnte fiir 7 bis 75 validiert werden. Die erhaltenen Zeitkonstanten weisen bei erhShter
Messtemperatur geringere Werte auf. Es zeigte sich jedoch auch, dass die Werte der letz-
ten Zeitkonstante 7 nicht dem fiir 71 bis 75 bestimmten Trend folgen. Der abgeschétzte
Fehler der Zeitkonstanten liegt bei +2s, was bedeutet, dass ein moglicher Temperaturef-
fekt aus diesen Messungen nicht bestimmt werden kann. Die Zeitkonstanten sind aus
diesem Grund nicht in Tabelle[8.6] enthalten.

In der Folge wurde daher eine weitere temperaturabhiangige Messreihe mit einer ver-
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Abbildung 8.23: Temperaturabhéngige transiente Absorptionsédnderung von ChR-2 im Bereich der
Absorption der rot-verschobenen Photointermediate bei 520 nm. Die Temperaturen sind analog zu
Abbildung @ farblich kodiert.
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1 T2 73 T4 T5 T6
T=10C 18 us 400 ps 10 ms 12ms 86 ms 42s
T=15C 10 pus 170 ps 6 ms 9ms 49 ms 5,8 s
T=20C 9 us 140 ps 3,5 ms 8,5ms 43 ms 4,7 s
T=25C 7 us 140 ps 2ms 6 ms 28 ms 6,2 s
T=30C 4 us 70 ps 1,5ms 4,5 ms 22 ms 49 s

AH* /kJmol™'  464+7 50+10 67+4 314+4  45+5 0+£20
AS* /JK Tmol™! 8430 0+£40 30£20 -1004+20 -704+20 -276 £ 1

Tabelle 8.6: Zeitkonstanten der globalen Fitanalyse der temperaturabhingigen Blitzlichtphotolyse-
daten. Die ersten fiinf Zeitkonstanten entstammen den in den Abbildungen [8:22] und [B:23] dargestellten
Messungen. 76 wurde der Anpassung der Blitzlichtphotolysedaten im Zeitbereich von 1ms bis 10s
entnommen. In dieser Anpassung wurde der in den vorangegangenen Messreihen ermittelte Wert von 75 als
Startwert fiir die Anpassung benutzt. In den letzten zwei Spalten sind die aus den temperaturabhéngigen
Zeitkonstanten iiber die Eyring-Gleichung berechneten thermodynamische Parameter inklusive der iiber
GauBsche Fehlerfortpflanzung abgeschiitzten Fehler gegeben. Die Werte fiir AH* und AS* der letzten
Zeitkonstante 76 sind dabei aus der Auftragung des gemittelten Werts fiir alle Temperaturen berechnet
worden. Der Fehler von AS* ist daher sehr gering.

langerten Zeitachse bis 10s durchgefiihrt. Hierbei wurde nur bei einer Abtastwellenlénge
von 440 nm gearbeitet, da der Prozess, der mit der letzten Zeitkonstante 74 verkniipft
ist, die Riickkehr der urspriinglich angeregten Population beschreibt.

Die erhaltenen transienten Absorptionsdnderungen bei den gewéhlten Temperaturen
sind in Abbildung[8.24] dargestellt. Die anféangliche Dynamik im Bereich bis zu 1s spiegelt
die Temperaturabhéngigkeit der Zeitkonstanten 75 wider. Der nachfolgende Zeitverlauf
ist aber im Rahmen des Fehlers nicht durch Temperaturdnderungen von 10°C bis 30°C
beeinflusst. Zur weiteren Rauschreduktion wurden die erhaltenen Kurven gemittelt und
in Form des natiirlichen Logarithmus der negativen Absorptionsdnderung gegen die Zeit
aufgetragen.
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Abbildung 8.24: Links: Temperaturabhéngige transiente Absorptionsianderung von ChR-2 im Bereich
des Bleichsignals der angeregten all-trans-Spezies. Der Zeitbereich bis 100 ms ist linear geplottet, der
nachfolgende Bereich ist bis 10s logarithmisch dargestellt. Rechts: Logarithmische Auftragung der
iiber alle Temperaturen gemittelten transienten Absorptionsdnderungen von ChR-2 gegen die Zeit. Ein
linearer Verlauf der Daten ist deutlich erkennbar.
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Der erhaltene lineare Kurvenverlauf dieser Auftragung (Siehe Abbildung rechts)
zeigt deutlich, dass die beobachtete Kinetik erster Ordnung ist. Die lineare Regression
des Zeitverlaufs ergab eine Zeitkonstante von 5,4+ 0,2s.

Um die Aktivierungsbarrieren zwischen den Intermediaten und ihrer jeweiligen Uber-
gangszustinde zu bestimmen, wurden die Daten iiber die Eyring-Gleichung aus-
gewertet. Die hierfiir gewéhlte Auftragung ist in Abbildung[8.25] dargestellt. Aus dem
sich hieraus ergebenen linearen Verlauf konnte iiber die Steigung und den Achsenab-
schnitt die Enthalpie- und Entropiednderungen zwischen dem jeweiligen Photointermediat
und seinem Ubergangszustand berechnet werden. Die berechneten thermodynamischen
Parameter sind in Tabelle[3.6] gegeben.
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Abbildung 8.25: Eyring-Plot der temperaturabhéngigen Blitzlichtphotolysedaten. Der lineare Verlauf
kann iiber lineare Regression der Datenpunkte ausgewertet werden. Uber die jeweilige Steigung erhalt
man den zugehdrigen Wert fiir AH* und iiber den Achsenabschnitt AS*.

Interpretation der Photozyklusdynamik und seiner
Reaktionsbarrieren

Die sich der Primarreaktion anschlieffende Dynamik wurde im sichtbaren Spektralbereich
mit Hilfe der Blitzlichtphotolysetechnik untersucht. Im Einklang mit vorherigen Publika-
tionen ist die Absorption des rot-verschobenen K-Intermediats auf einer sub-us-Zeitskala
beobachtbar [302 [309] 314, [333]. Der Zerfall dieser Signatur geht mit der Bildung eines
Photoprodukts P39 einher, das bei Wellenlédngen < 420 nm absorbiert (71 = 10us). Ne-
ben 71 trigt auch die nachfolgende Zeitkonstante 7o zur Bildung der Pggp-Spezies bei.
Allerdings zeigt das zerfallassoziierte Spektrum dieser Komponente keine signifikanten
Beitrage zum K-Zerfall. Bis jetzt ist wenig iiber die funktionelle Relevanz des blau-
verschobenen Intermediats des ChR-2-Photozyklus bekannt. FTIR-Daten sind fiir dieses
Intermediat bis jetzt nicht publiziert. Das Absorptionsmaximum von etwa 390 nm weist
aber darauf hin, dass die Schiffbase deprotoniert vorliegt, wie dies im BRj/-Intermediat
der Fall ist. Die bis zum jetzigen Zeitpunkt veroffentlichten Daten zeigen, dass dieses
Intermediat nicht mit der Aktivitit des Kanals verkniipft ist. In Ubereinstimmung mit
Ritter et al. [314] zerfallt die M-dhnliche P3gp-Population mit 73 = 3 ms, wobei gleichzeitig
eine rot-verschobene Absorptionsbande bei 520 nm gebildet wird. Elektrophysiologische
Studien ordnen diesen Schritt der Offnung des Kanals zu [309]. Der Zerfall von Pjsag
wird mit drei Exponentialfunktionen beschrieben (74 =6 ms, 75 =33 ms, 75 = 3,4s). Die
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Amplitudenspektren dieser Komponenten zeigen, dass hierbei auch der ausgebleichte
Grundzustand repopuliert wird. Die Zeitkonstanten von 6 ms und 33 ms stimmen gut
mit publizierten Werten fiir das Kanalschliefen iiberein [309, BI1|. Dies bedeutet, dass
die Komponenten 74 und 75 wahrscheinlich mit diesem Prozess verkniipft werden kénnen.
Dennoch sind drei individuelle Grundzustandsrepopulationsschritte sehr ungewo6hnlich
fiir Retinalproteine. Eine Erklarung hierfiir wére ein ausgepréigtes nicht-exponentielles
Verhalten, das nicht vom benutzten Modell erfasst werden kann. Um dem nachzugehen
wurde versucht die Millisekunden-Dynamik auch mit gestreckten Exponentialfunktionen,
die hiufig fiir die Beschreibung der Relaxation hochgradig gestorter Systeme benutzt
werden, anzupassen. Das Resultat war aber nicht zufriedenstellend. In Analogie zu
den letzten Schritten des Photozyklus von BR oder PR kann das multiexponentielle
Verhalten auch als Verschiebung zwischen den Gleichgewichten mehrerer spektral-stiller
oder leicht verschobener Intermediate gewertet werden [30} [I33]. Beriicksichtigt man die
Resultate von Radu et al. [313] so ergeben sich mindestens zwei spéte Intermediate im
Photozyklus von ChR-2, die in dieser Publikation P3 und P4 genannt werden. Es wird
diskutiert, dass P3 ein leitender Zustand ist, wihrend P4 die typischen Merkmale eines
quasi relaxierten Retinalchromophors zeigt, aber dennoch eine starke Differenzbande im
Bereich der Amid I-Bande aufweist. Schlussendlich kann jedoch auch nicht ausgeschlossen
werden, dass die Besetzung der Kandle mit unterschiedlich vielen Ionen Grund der
beobachteten multiexponentiellen Relaxationspfade ist. Eine schematische Ubersicht
iiber den beschriebenen Photozyklus ist in Abbildung gegeben.

hv
ChR-2 =~ ™

34s @

33 ms
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120 pus
‘/

Abbildung 8.26: Schematische Darstellung des Photozyklus von ChR-2. Die mittels der globalen
Anpassung erhaltenen Zeitkonstanten sind dabei auf das dargestellte zyklische Modell iibertragen
worden.

7 us

Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt wurde, wurde die Temperaturabhangigkeit des
ChR-2-Photozyklus zwischen 10°C und 30°C bei drei verschiedenen Wellenldngen be-
stimmt. Die globale Fitanalyse zeigte, dass wie im Fall der Raumtemperaturdaten
sechs Zeitkonstanten ein addquates Fitergebnis liefern. Hierbei weisen die ersten fiinf
Komponenten (71 bis 75) eine ausgepriagte Temperaturabhéngigkeit auf. Eine Temperatur-
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erh6hung resultiert dabei in einer Beschleunigung der Reaktion, die in der Verringerung
der Zeitkonstante deutlich wird. Fiir die letzte Zeitkonstante 7¢ konnte hingegen keine
Temperaturabhangigkeit festgestellt werden. Eine zusétzliche Messung mit verlangertem
Abfragezeitraum konnte dies bestétigen. Die temperaturabhingigen Reaktionsraten wur-
den anschliefend mit der Eyring-Gleichung ausgewertet. Die Auftragung von In % gegen
% ergab einen linearen Zusammenhang (Siehe Abbildung, der die Berechnung der
Enthalpie- und Entropiedifferenzen zwischen dem Ubergangszustand und dem jeweiligen
Edukt erlaubt. Ein Uberblick iiber die berechneten Parameter ist in Tabelle gegeben.

Ein erster Blick auf die erhaltenen thermodynamischen Werte zeigt, dass der Photozy-
klus entropisch getrieben ist, da sich die Enthalpiednderungen der einzelnen Reaktions-
schritte nicht drastisch dndern. Die erhaltenen Werte von AH* ~50kJ mol~! liegen in
einem typischen Bereich fiir Protein-Reaktionsschritte, in denen Konformationsdnderun-
gen vollzogen werden. Im Detail: Fiir die ersten zwei Reaktionsschritte (7 und 72), die
dem Zerfall des ersten K-artigen Photoprodukts sowie dem Aufbau der hierauf folgenden
M-artigen Spezies zugeschrieben werden, wurden Enthalpieinderungen von 50kJ mol~!
berechnet. Diese Werte liegen in einem Bereich, der auch fiir andere Retinalproteine
gefunden wurde [275], 334], 335]. Es wurden keine signifikanten Entropieinderungen fiir
diese Ubergiinge berechnet. Der folgende Abbau des M-artigen Intermediats und der
damit verbundene Aufbau der spéten rot-verschobenen Intermediate (73) zeigt mit 67kJ
mol~! die héchste Enthalpiesinderung des gesamten Reaktionszyklus. Die gleichzeitige
positive Entropieinderung lisst vermuten, dass der Ubergangszustand wahrscheinlich
wesentlich ungeordneter als P3gg ist. Da der Ubergang hiermit exergonisch sein sollte,
besagt das Hammond Postulat, dass der Produktzustand auch ungeordneter als der
Eduktzustand sein sollte. Dies passt sehr gut mit der Zuordnung dieses Prozesses zur
Offnung des Kanals zusammen. Die ersten zwei temperaturabhingigen Schritte der
Grundzustandsrepopulierung 74 und 75 weisen Enthalpiefinderungen von 30kJ mol~!
bzw. 50 kJ mol~! auf. Zum Vergleich, bei Einzelkanalmessungen wurde unter Annahme
eines einfachen Kanal-offen / Kanal-geschlossenen-Modells eine Enthalpieinderung von
64 4 11kJ mol ! fiir die SchlieRung des Kanals berechnet [311]. Interessanterweise sind
die Entropiednderungen der letzten zwei Reaktionsschritte stark negativ. Dies zeigt,
dass das Ende des Reaktionszyklus und hiermit das Schlieffen des Kanals sowie die
Reisomerisierung des Chromophors stark Entropie-gebremst ist. Der Ubergangszustand
weist vermutlich eine starrere Struktur als Psog auf. Dies deckt sich mit der Vorstellung,
dass in diesen Schritten die geschlossene Konformation des Kanals wiederhergestellt
wird.

Der letzte Prozess (7¢) im Sekunden-Zeitbereich weist im Rahmen des Fehlers keine
Temperaturabhéngigkeit auf. Bis jetzt ist nicht eindeutig klar, warum dies der Fall ist.
Es kann daher nur iiber den Ursprung dieses Verhaltens spekuliert werden. Kiinstlich
generierte Diffusionsprozesse durch Konvektion im Laserspot werden ausgeschlossen,
da diese auch eine geringe Temperaturabhingigkeit aufweisen sollten. Eine mogliche
Erklarung der Temperaturunabhéngigkeit bietet jedoch die Annahme, dass das Schliefen
des Kanals und die Reisomerisierung des Chromophors mit einer Reihe sequenzieller
Prozesse einhergeht, bei denen sich die Population auf einer relativ rauen Potential-
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hyperfliche bewegt. Die Annahme, dass die diversen kleinen Energiebarrieren kleiner als
kpT sind, wiirde bedeuten, dass die Aktivierungsenthalpie fiir das Voranschreiten der
Reaktion irrelevant wére. Als Resultat sollte die beobachtete Rate temperaturunabhéngig
sein. Der Ubergangszustand wiirde daher von dem entropischen Term bestimmt, der
stark negativ sein sollte. Im vorliegenden Fall wurde ein Wert von AS =-276 J K~! mol~!
berechnet. Auf molekularer Ebene konnte dies als umfangreicher Reorganisationsprozess
des Proteins interpretiert werden, bei dem die anfangliche geschlossene Konfiguration
wieder hergestellt wird. Gestiitzt wird diese Hypothese davon, dass die von Radu et
al. [313] auf strukturelle Anderungen der Retinalbindetasche zuriickgefiihrte Bande bei
1660 cm~! auch auf der 5s-Zeitskala zerfillt.

8.5 Der Einfluss von Imidazol auf die Langzeitkinetik

Im folgenden Teil der Arbeit wird der Einfluss des externen Donors Imidazol auf die
Langzeitdynamik mit Hilfe der Blitzlichtphotolyse-Technik untersucht. Imidazol ist
dghnlich wie Azid dafiir bekannt sowohl die Schiffbasen Deprotonierungs- als auch die
Reprotonierungsschritte zu beeinflussen.

=\ o

\\/NH P
= HNT

Abbildung 8.27: Strukturformeln der protonierten Form von Imidazol (links) und Azid (rechts).

Der Einfluss von Azid wurde bis heute vielfiltig untersucht und ein generelles Ver-
standnis fir die Wirkungsweise wurde damit ermdglicht [215], 218] 336H341]. Ein Einfluss
von Imidazol ist hingegen nur in zwei Einzelfdllen sensorischer Rhodopsine (Mutanten
NpSRII F86D sowie SRI H116A) festgestellt worden, was auf eine hohere Spezifitiat
hinweist [342] 343].

Experimentelle Vorgehensweise

Um eine Vergleichbarkeit zu den vorherigen Blitzlichtphotolysemessungen zu gewéhrleis-
ten, wurden die Untersuchungen an der von der Arbeitsgruppe von Prof. E. Bamberg,
MPI Frankfurt, bereitgestellten Imidazol-haltigen ChR-2-Probe [331] (OD 0,7 bei 1 cm
Schichtdicke, 20mM HEPES, pH 7,4, 0,2% DM, 500 mM Imidazol, 100 mM NaCl)
unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Die Anregungswellenlénge betrug 480 nm
bei einer Pulsenergie von ~ 4mJ cm™2. Es wurde im Spektralbereich von 400 nm bis
580 nm in 20 nm Schritten abgetastet, wobei die Intensitét des Lichts so gering war, dass
aktinische Effekte auszuschliefsen sind. Fiir die einzelnen Transienten wurden Daten-
punkte zwischen -40 ms und 1.96 s mit einer Schrittweite von 200 ns aufgenommen, 1000
Scans wurden gemittelt. Fiir den Bereich bis +5 us wurden die Daten direkt benutzt,

162
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die nachfolgenden Zeitachse zwischen 5 us und 1,96 s wurde in eine 200 Datenpunkte
umfassende exponentielle Basis umgewandelt.

Ergebnisse

Abbildung stellt die transienten Absorptionsdnderungen von ChR-2 mit und ohne
Imidazol gegeniiber. Beide 2D-Représentationen weisen neben der in blau eingeférbten
negativen Absorptionsdnderung der ausgebleichten all-trans-Retinal-Population rot ge-
kennzeichnete photoinduzierte Absorptionszunahmen bei Wellenldngen <420 nm und
um 520 nm auf. Diese konnen analog der Zuordnung in Abschnitt [8.4] der Absorption des
M-ahnlichen P3gg-Intermediats, des K-Intermediats sowie der am Ende des Photozyklus
auftretenden Pso0-Spezies zugeschrieben werden. Obgleich die Banden in beiden Proben-
formen spektral an der gleichen Position zu finden sind, zeigen schon die Ubersichtsplots,
dass die zeitlichen Verlaufe wesentliche Unterschiede aufweisen. Das blau-verschobene
P3go-Intermediat zerfallt auf einer schnelleren Zeitskala als bei der Imidazol-freien Probe.
Auch die maximale Amplitude der Pso0-Charakteristik ist nach Zugabe von Imidazol
bei fritheren Zeiten zu beobachten. Nach 1,9s ist fiir beide Probenformen noch ein
Restdifferenzsignal beobachtbar.
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Abbildung 8.28: Vergleich der transienten Absorptionséinderungen von ChR-2 ohne (links) und mit
(rechts) Imidazol nach Anregung bei 480 nm in einem Zeitbereich von -5 us bis 1s. Die Zeitachse ist dabei
bis 10 us linear skaliert, hiernach logarithmisch. Die Hauptbeitrdge stammen von der Depopulierung des
angeregten all-trans-Retinal-Zustands sowie den im Photozyklus auftretenden blau- und rot-verschobenen
Intermediaten.

Um den Imidazoleffekt auf die Dynamik direkt zu beobachten, ist in Abbildung [8:29]
fiir jede der drei beobachteten Banden reprisentativ eine Transiente gezeigt. Die Signale
sind dabei auf die Anregungsenergie und die Absorption der Probe skaliert.

Ein Vergleich der transienten Absorptionsdnderung von ChR-2 mit und ohne Imi-
dazol zeigt bei 400 nm anfénglich den gleichen Verlauf. Die positive Signatur des blau
verschobenen Photointermediats P39 wird mit ungefahr 10 us aufgebaut. Die Absorp-
tionsbande der imidazolfreien Probe erreicht hiernach ein Plateau und zerfallt wie in
Abschnitt 84 gezeigt wurde mit einer Zeitkonstante von 3ms. Der zeitliche Verlauf der
imidazolhaltigen Probe weisen hingegen eine vollig andere Signatur auf. Nach Erreichen
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Abbildung 8.29: Vergleich der transienten Absorptionsdnderungen von ChR-2 ohne (©) und mit
Imidazol (o) nach Anregung bei 480 nm. Exemplarische Transienten fiir den Bereich der Absorption
des P3go-Photoprodukts (400 nm), dem Signal des depopulierten all-trans-Retinal-Ausgangszustands
(440 nm) sowie der rotverschobenen Spezies K und Psz0 (520 nm) sind dargestellt.

der maximalen positiven Absorption bei 30 us zerféllt das Signal sofort wieder auf ei-
ner hundert us-Zeitskala. Zu spiten Zeiten werden bei beiden Probenformen negative
Differenzsignale beobachtet. Diese konnen auf Ausldufer des ausgebleichten Ausgangszu-
stands zuriickgefiihrt werden. Die transienten Absorptionsdnderungen der ausgebleichten
all-trans-Retinal-Spezies sind in Abbildung [8:29] rechts dargestellt. Beide Proben weisen
ein nahezu identisches zeitliches Verhalten bis ca. 20 us auf. Eine weitere Abnahme des
bereits negativen Signals ist fiir beide Préaparationen erkennbar. Dieses ldsst sich auf
Uberlagerungen mit dem frithen K-Intermediat erkliren. Hiernach &ndert sich der Verlauf
der Proben. Die transienten Absorptionsénderungen der imidazolfreien ChR-2-Probe
weist eine weitere Abnahme auf, wihrend der Verlauf der imidazolhaltigen Probe einen
Wendepunkt erreicht und der Ausgangszustand auf mehreren Zeitskalen repopuliert wird.
Der eben beschriebene Wendepunkt wird in der zeitlichen Absorptionsénderung der
Préparation ohne Imidazol erst bei etwa 1 ms erreicht. Die Dynamik zu langen Zeiten
verlauft wieder sehr dhnlich.

Die transienten Absorptionsénderungen bei 520 nm zeigen zeitlich ein dhnliches Ver-
halten wie bei der Grundzustandsbleichbande. Die anféngliche Dynamik, die den Zerfall
des mit Photoanregung gebildeten K-Intermediats beschreibt, als auch die zeitliche
Charakteristik des Zerfalls der spaten Pso0-Spezies weisen fiir beide Proben eine hohe
Ahnlichkeit auf. Zwischen 20 ys und 40 ms sind aber beachtliche Unterschiede im Verlauf
erkennbar. Die Zugabe von Imidazol beschleunigt die Bildung des spaten Intermediats
fast um einen Faktor 10.

Um die beobachteten dynamischen Unterschiede zu festigen, wurden die Daten anschlie-
fend in einer globalen Fitanalyse angepasst. Ein Fit mit sechs Zerfallszeiten lieferte auch
fiir die Daten der imidazolhaltigen Probe ein optimales Resultat. Eine Zusammenfassung
der Zeitkonstanten ist in Tabelle B.7] gegeben. Die Gegeniiberstellung der Zeitkonstanten
spiegelt den schon in den transienten Absorptionsdnderungen der Einzelwellenldngen
beobachteten Trend wider. Sowohl die ersten zwei Zeitkonstanten wie auch die letzten drei
sind im Rahmen des Fehlers identisch. Die Ahnlichkeit der Amplitudenspektren von 7y,
T4, 75 und 7¢ beider Probenformen (Abbildung zeigt, dass die diesen Komponenten
unterliegenden Prozesse identisch sind. Das zerfallassoziierte Spektrum von 7 zeigt aber
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Abbildung 8.30: Zerfallassoziierte Spektren der globalen Anpassung der Blitzlichtphotolysedaten von
ChR-2 ohne (links) und mit (rechts) Imidazol.

trotz der Ubereinstimmung der Zeitkonstante signifikante Abweichungen.

Im Detail: Der Abbau des frithen rot verschobenen Intermediats und der damit einher-
gehende Aufbau des blau-verschobenen Intermediats Pggg wird in beiden Probenprapara-
tionen mit der kiirzesten Zeitkonstante 7 beschrieben. Der Betrag der Zeitkonstante
als auch die spektrale Signatur des zugehorigen Amplitudenspektrums weisen eine hohe
Ubereinstimmung auf. Obgleich sich die Werte der nachfolgenden Zeitkonstante 7 fiir
ChR-2 mit und ohne Imidazol decken, weisen die zerfallassoziierten Spektren grofse
Abweichungen auf. Wahrend 7 in der imidazolfreien Probe mit der Bildung des blau-
verschobenen Intermediats assoziiert ist (negative Amplitude), triagt es nach Zugabe
von Imidazol zu dessen Abbau bei (positive Amplitude). Zuséatzlich zeigt die negative
Amplitude um 520 nm, dass der beobachtete Prozess fiir ChR-2 mit Imidazol noch mit
der Bildung spéter rot-verschobener Intermediate verkniipft ist. Dieser Beitrag ist in
der reinen Probe nicht zu beobachten. Die markantesten Unterschiede treten aber in 73
auf. Der Wert dieser Zeitkonstante verringert sich von 3 ms auf 500 us fiir ChR-2 mit
Imidazol. Die Amplitudenspektren zeigen jeweils den Abbau von P3gg, weichen aber fiir
Wellenldngen > 420 nm voneinander ab. Wahrend fiir ChR-2 ohne Imidazol dominant
der Beitrag zum Aufbau der rot verschobenen Spezies zu erkennen ist, ist dieser fiir die
Praparation, die Imidazol enthélt, auf die blaue Flanke dieser Spezies beschrankt. Die
Zuordnung der nachfolgenden Zerfallskanéle ist wieder fiir beide Praparationen gleich. Die

71 T2 73 T4 75 T6

ChR-2 ohne Imidazol 7wus 120us 3ms 6ms 33ms 34s
ChR-2 mit Imidazol 10us 120pus 500us 6ms 31lms 3,3s

Tabelle 8.7: Erhaltene Zeitkonstanten der globalen Fitanalyse der Blitzlichtphotolysedaten von ChR-2
mit und ohne Imidazol.
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Zeitkonstanten sind im Rahmen der Fehler identisch und auch die Amplitudenspektren
zeigen eine sehr dhnliche spektrale Signatur. Einzig die Amplitude des zerfallassoziierten
Spektrums der Zeitkonstante 74 ist fiir ChR-2 ohne Imidazol wesentlich ausgeprigter.

Diskussion des Imidazoleffekts auf den Photozyklus von ChR-2

Um den Einfluss von Imidazol auf die Langzeitdynamik des eukaryotischen Retinalproteins
ChR-2 zu untersuchen, wurden Blitzlichtphotolysemessungen mit einer Zeitauflésung
von 200 ns durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die spektralen Positionen der
beobachteten Spezies nicht durch die Zugabe des Imidazols beeinflusst werden, sich die
Dynamik zwischen 10 us und 10 ms aber drastisch dndert. In dieser Zeitdoméne sind vor
allem die Prozesse rund um den Auf- und Abbau des M-artigen P3gp-Intermediats zu
finden. Sowohl die transienten Absorptionsénderungen als auch die globale Fitanalyse
zeigen, dass sich die Zugabe von Imidazol nicht nur auf die Zeitskala der stattfindenden
Prozesse, sondern auch auf die Reaktionspfade auswirkt. Der der Zeitkonstante 7
zugeordnete Prozess trigt im Fall der imidazolfreien ChR-2-Probe zur Bildung der Psgo-
Spezies bei, wahrend dieser nach Zugabe des externen Donors den Abbau beschreibt.
Dies bedeutet gleichzeitig, dass die rot-verschobenen Photointermediate nach Zugabe
von Imidazol deutlich frither aufgebaut werden. Die groften Unterschiede sind jedoch
in der Komponente 73 erkennbar. Hier sind sowohl der Betrag der Zeitkonstante als
auch das zerfallassoziierte Spektrum drastisch unterschiedlich. Fiir ChR-2 ohne Imidazol
ist der zugeordnete Reaktionsschritt die Bildung von Psg9. Im Amplitudenspektrum
der analogen Zeitkonstante fiir ChR-2 mit Imidazol spielt dieser Prozess aber eine
untergeordnete Rolle.
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Abbildung 8.31: Schematische Darstellung der Photozyklen von ChR-2 ohne (links) und mit (rechts)
Imidazol. Die mittels der globalen Anpassung erhaltenen Zeitkonstanten sind dabei auf das dargestellte
zyklische Modell iibertragen worden.

Zusammengefasst kann man sagen, dass die Gleichgewichte rund um die Schiffbasen
De- und Reprotonierungsreaktionen durch die Zugabe von Imidazol stark beeinflusst
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werden. Die Zugabe von Imidazol hat sowohl eine Beschleunigung der beobachteten
Prozesse als auch modifizierte Reaktionswege zur Folge. Als unmittelbare Konsequenz
wird auch die mit der Bildung der Psoo-Intermediate verkniipfte Offnung des Kanals
um fast einen Faktor 10 beschleunigt werden. Die Beschleunigung der Schiffbasen De-
und Reprotonierungsreaktionen sind wohlbekannte Auswirkungen der Zugabe von Azid
[300L 337, 1340, [344]. Die verénderte Reaktionsdynamik wurde mit zwei unterschiedlichen
Theorien erldutert. Die erste fiihrt die Wirkung von Azid auf die Annahme zuriick, dass
sich Azid zwischen der Schiffbase und dem Bulkwasser hin und herbewegt [216] 345].
Die zweite Erklirung schreibt die Funktionalitit der Anderung des Wasserstoffbriicken-
bindungsnetzwerks der Retinalbindetasche zu [336]. Aquivalente Imidazoleffekte sind
bisher nur fiir zwei Mutanten sensorischer Rhodopsine publiziert worden. Die Zugabe
von 10 mM Imidazol beschleunigte den Zerfall des M-ahnlichen S373-Zustands der HI66A
Mutante von SRI 10-fach. Allerdings wurde dieser Effekt auf die Wiederherstellung der
Funktion des wichtigen Histidin-Rests zuriickgefithrt [343]. Im Falle der F86D Mutante
aus NpSRII wurde gezeigt, dass die Zugabe externer Protonendonoren wie Azid und
auch Imidazol die Reprotonierung der Schiffbase beschleunigt [342]. Eine Begriindung
fiir den beobachteten Effekt konnte nicht gefunden werden. Dennoch wurde eine direkte
Teilnahme Imidazols im Protonentransportprozess als Donor oder aber auch die spezifische
Wechselwirkung mit Asp-86 vorhergesagt, da die Wiederherstellung einer strukturellen
Situation wie im Falle der HI66A ausgeschlossen werden konnte.

Da die Proteinstruktur von ChR-2 bis jetzt noch nicht gelst ist, ist es schwer den
beobachteten Effekt auf struktureller Ebene zu kléaren. Es kann daher lediglich spekuliert
werden. Zum einen erscheint ein direkter Einfluss des Imidazols als Teil eines Protonen-
Donor-Komplexes wahrscheinlich, da die mutmaflich fiir die Schiffbasen-Reprotonierung
verantwortliche Aminosdure His-134 eine Imidazolseitenkette besitzt, deren Funktion
durch das extern zugegebene Imidazol verstarkt, bzw. nachgeahmt werden kénnte. Auch
eine unspezifische Bindung kann nicht ausgeschlossen werden. Allerdings spricht die
abgeschitzte Bindungskonstante im 100 mM Bereich (personliche Mitteilung Christian
Bamann) gegen eine spezifische Bindestelle.

8.6 Resumee

Durch zeitaufgeloste Spektroskopie im infraroten und sichtbaren Spektralbereich konnten
eine Vielzahl neuer Erkenntnisse iiber den Photozyklus von ChR-2 gewonnen werden.
Mit Hilfe von transienter Absorptionsmessungen im sichtbaren Spektralbereich sowie
der Fluoreszenzaufwértskonvertierungsexperimente konnte gezeigt werden, dass der
durch Anregung mit blauem Licht erzeugte angeregte Zustand nach einem Relaxati-
onsprozess im Bereich von 100 fs monoexponentiell mit 0,4 ps zerféllt. Im sichtbaren
Spektralbereich ist hiernach fiir die schwingungsangeregten Populationen des all-trans-
Retinal-Ausgangszustands sowie des 13-cis-Retinal-Photoprodukts ein Kiihlprozess (73
— 2,7ps) beobachtbar. Die groke Ubereinstimmung der Zeitkonstanten sowie der zu-
geordneten Prozesse mit den Kurzzeitdynamiken von BR und NpSRII zeugt davon
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[157), 164, [165], 168, 172, 174, 346H349], dass die elektrostatischen Gegebenheiten sowie
das Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk in der Retinalbindetasche von ChR-2 sehr
ghnlich sind. Die Primardynamik sollte demnach mit den fiir BR aufgestellten Modellen
beschrieben werden kénnen (Siehe Kapitel [6]). Durch die schnelle Deaktivierung des
angeregten Zustands war es zudem moglich in transienten Absorptionsmessungen im
infraroten Spektralbereich die direkten Auswirkungen der Retinalisomerisierung auf die
Proteinumgebung zu beobachten. Die Vielzahl ausgeprigter Differenzbanden, die direkt
nach Anregung beobachtet wurden bzw. sich teilweise mit einer 0,5 ps Zeitkonstante
noch bildeten oder verstédrkten, zeigte, dass neben der schnellen Isomerisierung auch
der Energietransfer der im Retinal gespeicherten Uberschussenergie an das Protein sehr
effizient ist. Die nachfolgend mit 13 ps beobachtete Abnahme des Differenzsignals hat
einen besonders grofsen Einfluss auf die C=C- sowie C=N-Streckschwingung des Retinals.
Es liegt daher nahe, dass diese Komponente einen Kiihlprozess beschreibt, bei dem die
schwingungsangeregten Grundzustandspopulationen im all-trans-Ausgangszustand sowie
im 13-cis-Photoprodukt Energie an die Umgebung des Retinals, sprich Protein und
funktionelle Wassermolekiile, abgeben, was zur Absenkung der intramolekularen Tempe-
ratur fithrt. Dass dieser Prozess in ChR-2 im Gegensatz zur bakteriellen Protonenpumpe
PR einerseits nicht sehr ausgepragt ist und andererseits auch deutlich schneller ablauft,
weist wiederum auf die effiziente Energieumverteilung in ChR-2 hin. Fiir weitergehende
Aussagen auf molekularer Ebene fehlt jedoch eine exaktere Bandenzuordnung.

Die {iiber Blitzlichtphotolyse gemessene Langzeitdynamik des ChR-2-Photozyklus
zeigte eine fiir Retinalproteine typische Abfolge von K-Intermediat, dem M-&hnlichen
blau-verschobenen Intermediat P3gy sowie einem nachfolgenden Gleichgewicht aus rot-
verschobenen Spezies. Die dynamischen Merkmale der jeweiligen Ubergéinge ergaben
jedoch signifikante Abweichungen zu den Photozyklen der verwandten Retinalproteine.
Beispielsweise erfolgt der Zerfall der Pyog-Spezies, die den angeregten Ausgangszustand
repopuliert, ungewohnlicherweise triphasisch. Auch die Dauer des kompletten Photozyklus
ist mit etwa 5s bei ChR-2 deutlich ldnger als bei den sensorischen Retinalprotein.
Die temperaturabhéngige Untersuchung und nachfolgende Evaluation mit Hilfe der
Eyring-Gleichung zeigte fiir alle temperaturabhéngigen Schritte Aktivierungsenthalpien
im Bereich von 50kJ mol~!. Der Photozyklus wird daher durch entropische Faktoren
bestimmt. Fiir die Bildung der deprotonierten Spezies wurden erwartungsgeméaf keine
signifikanten Beitrége der Entropie gefunden. Der der Kanaléffnung zugeschriebene Schritt
zeigt hingegen eine positive Differenz zwischen der Entropie des Ubergangszustands
und des M-artigen-Intermediats. Die ersten zwei Komponenten der Grundzustands-
repopulation wiesen stark negative Aktivierungsentropien auf, was als Wiederherstellung
der geordneten geschlossenen Konfiguration des Kanals interpretiert wurde. Die letzte
Zeitkonstante wies im beobachteten Bereich zwischen 10°C und 30°C keine Abhéngigkeit
von der Temperatur auf. Dies kann mit der Annahme einer rauen Potentialhyperflache
erkldart werden, bei der die Barrieren unterhalb kT liegen. Da FTIR-Spektroskopie
zeigen konnte, dass mit diesem Schritt auch die mit der Isomerisierung vollzogenen
strukturellen Anderungen der Bindetasche riickgingig gemacht werden [313], liegt die
Vermutung einer Reihe von sequenziellen Reorganisationsschritten nahe.
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8.6 Resiimee

In einem letzten Ansatzpunkt wurde die Imidazol-Abhéngigkeit der Langzeitdynamik
des ChR-2-Photozyklus untersucht. Es zeigte sich, dass die Reaktionen um die De- und
Reprotonierung stark von Imidazol beeinflusst wird. Neben der Beschleunigung der
Reprotonierungsreaktion weist die unterschiedliche Zuordnung der Zeitkonstanten der
Messreihen mit und ohne Imidazol auf einen veranderten Mechanismus der Schiffbasen-
Protonierungsreaktionen hin. Es ist plausibel, eine Verstarkung des Histidin-Donor-Effekts
durch das strukturell verwandte Imidazol anzunehmen. Ein molekularer Mechanismus
kann aber auch hier aufgrund der bis dato ungelosten Kristallstruktur nicht aufgestellt
werden.
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8 Zeitaufgeloste Untersuchungen am eukaryotischen RetinalproteinChannelrhodopsin-2
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9 Beeinflussung der Dynamik archaealer
Retinalproteine

Das Schénste, was wir erleben kionnen,
ist das Geheimnisvolle.
Albert Einstein

9.1 Einleitung

Photosynthese, Phototaxis wie auch der osmotische Ausgleich der Zelle werden in Ar-
chaeen wie Natronomonas pharaonis oder Halobacterium salinarum lichtgesteuert durch
Retinalproteine gewéhrleistet. Das sichtbare Absorptionsmaximum des Chromophors
variiert dabei mit der Funktion des Proteins. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind vier
Retinalproteine identifiziert worden: Bakteriorhodopsin (BR)|[21], 131H133], Halorhodop-
sin (HR) [24-26], SensorrhodopsinI (SRI) [350] und SensorrhodopsinIT (SRII)[350-352].
BR und HR sind lichtgetriebene lonenpumpen, die Protonen bzw. Chloridionen iiber
die Membran pumpen. Der von BR hergestellte Protonengradient wird von einer ATP-
Synthase zur Energieerzeugung genutzt. HR dient hingegen dem osmotischen Ausgleich
der Zelle. Der genaue Pumpmechanismus ist fiir BR in Kapitel [0] detailliert erlautert. Es
wird daher hier nicht weiter darauf eingegangen. Die zwei sensorischen Proteine SRI und
SRII vermitteln die Phototaxis, d.h., sie lenken die Bewegung der Bakterien abhéngig von
den Wellenléngen des eingestrahlten Lichts. Man unterscheidet hierbei positive und nega-
tive Phototaxis. Bei positiver Phototaxis bewegt sich der Organismus zu der Lichtquelle
hin, bei negativer Phototaxis bewegt er sich von der Lichtquelle weg. In der archaealen
Membran bilden die beiden sensorischen Retinalproteine jeweils Komplexe mit einem fiir
die Signaltransduktion benétigten Protein, das aufgrund der Funktion des Signaliibertra-
gers (lat.: traducere, {ibertragen) entsprechende als "halobacterial transducer", kurz HTr
bezeichnet wird. Die Transducer durchspannen die Membran mit zwei transmembranen
Helices (TM1 und TM2) und besitzen eine ausgedehnte 25 nm lange cytoplasmatische
Doméne. Die spezifische Wechselwirkung zwischen dem sensorischen Rhodopsin und
seinem Transducer wurde in einer Vielzahl von biologischen und spektroskopischen Stu-
dien untersucht. Hierbei konnte fiir SRII aus dem Organismus Natronomonas pharaonis
(NpSRII) gezeigt werden, dass Asp-193 und Thr-204 [353] eine wesentliche Rolle fiir die
beobachtete negative Phototaxis spielen. Diese sind aber nicht mit der Bindung des Trans-
ducers verkniipft. Mit dem Losen der Kristallstruktur des NpSRII-HTrII; _114-Komplexes
[354] B355] konnten zwei Wasserstoffbriicken-Paare zwischen Tyr-1995% und Asn-74H¢r11
sowie Thr-1895/T und Glu-437111 /Ser-62Htr!1 identifiziert werden. Eine Vielzahl an
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9 Beeinflussung der Dynamik archaealer Retinalproteine

weitergehenden spektroskopischen Studien bestéatigte diese Wasserstoffbriickenbindungen
auch fiir die fliissige Phase [256] [353] B56H360]. Zudem wurde eine m-m-Wechselwirkung
zwischen Tyr-199°7/7 und Phe-28" 1 angenommen [361]. Schlussendlich konnten NMR,
EPR, FRET und kalorimetrische Studien zudem zeigen, dass NpSRII auch mit der
sogenannten Linkerregion am cytoplasmatischen Ende der transmembranen Helices des
Transducers interagiert [357, [B61H364]. Die cytoplasmatischen Doménen des Transducers

Abbildung 9.1: Kristallstruktur des NpSRII - HTrII;_114-Komplexes (PDB-Datenbank: 1H2S) in
der Cartoon-Darstellung. Links sind die fiir die Komplexierung wichtigen Aminosiduren in cyan (SRII)
und grin (HTr) in vergroferter Ansicht gezeigt. Die Linker-Region ist sinnbildlich als Rechteck mit
eingezeichnet.

weisen grofe strukturelle Ahnlichkeit zu eukaryotischen Chemorezeptoren auf [365] 366,
da beide sogenannte HAMP-Doménen (englische Bezeichnung fiir die konservierten
Signalweitergabedoménen in Histidinkinasen, Adenylylcyclasen, methyl-akzeptierenden
Chemotaxisproteinen und Phosphatasen) besitzen. Der Grofiteil des cytoplasmatischen
Teils dient der Kontrolle verschiedener Kinasen, die in die Signaltransduktionskaskade
involviert sind. Am Ende der cytoplasmatischen Region wird ein ternéirer Komplex mit
den homodimeren Histidinkinasen CheA und CheW gebildet. Diese phosphorylieren
CheY, das nun als Schalter fiir den Flagellenmotor fungiert. Die Signalweitergabe an
den CheA/CheW-Komplex wird {iber die Methylesterase CheB und die Methyltrans-
ferase CheR reguliert [354] [367]. Der Mechanismus der Signalweitergabe ist Gegenstand
derzeitiger Forschung. Fiir NpSRII konnte gezeigt werden, dass sich in den der Re-
tinalisomerisierung anschliefsenden Reaktionsschritten Helix F' des Retinalproteins nach
auflen dreht, was eine Drehung der Transmembranhelix TM2 des Transducers verursacht
[361), 364, B67H371]. Diese konformationelle Anderung wird iiber die (coiled-coil) Helix-
struktur des Transducers zum cytoplasmatischen Ende des HTr-Proteins weitergegeben,
wo die Phosphorylierungskaskade in Gang gesetzt wird. Der Mechanismus wird in der
Literatur diskutiert, da in den Kristallstrukturen der Intermediate, die in diesen Prozess
involviert sind, keine Bewegung von Helix F nachgewiesen werden konnte [355]. Dies
kann aber auf Kristallpackungseffekte zurtickgefithrt werden.
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9.1 Einleitung

Im Gegensatz zur funktionellen Diversitat zeigen die Kristallstrukturen der archaealen
Retinalproteine (gelost sind bis jetzt BR aus Halobacterium salinarum, sowie HR und
SRII aus dem Organismus Natronomonas pharaonis) eine sehr hohe Ubereinstimmung
[34-36]. Die sieben transmembranen Helices bilden eine Pore, die der iiber eine Schiffbase
an einen Lysinrest kovalent gebundene Retinalchromophor in zwei Halbkanile aufspaltet.
Abbildung verdeutlicht nochmals die exzellente Ubereinstimmung der C,-Stringe
von NpSRII, BR und HR. Neben den erwarteten Diskrepanzen im Bereich des N- und
C-Terminus, sind nur im die Helices B und C verbriickenden Loop grofere Abweichungen
zu sehen. Wie in Abbildung [9.2] erkennbar ist, liegt der Retinalchromophor in allen Féllen

Abbildung 9.2: Uberlagerung der C,-Striinge und des Retinal der Kristallstrukturen von HsBR (violett,
PDB-Datenbank: 1C3W), NpSRII (orange, PDB-Datenbank: 1H68) und NpHR (griin, PDB-Datenbank:
3AT7K). Signifikante Abweichungen sind lediglich im BC-loop sowie an den N- und C-Termini sichtbar.

in der all-trans Konfiguration vor. Der Photozyklus der archaealen Retinalproteine wird
stets mit der all-trans nach 13-cis Isomerisierung gestartet, was zu der Bildung des
ersten Grundzustandsintermediats K fithrt. Fiir diese sogenannte Primérdynamik wurden
signifikante Unterschiede zwischen den archaealen Rhodopsinen beobachtet. Wahrend
BR und SRII aus den Organismen Halobacterium salinarum und Natronomonas pharao-
nis eine schnelle und monophasische Deaktivierung (< 0,5 ps) des angeregten Zustands
aufweisen [157, 164, [165] 168, 172] 174] [346H349], wird der angeregte Zustand von HsSRI
[174] und NpHR [372H375] wesentlich langsamer und biexponentiell depopuliert (SRI:
5ps, 33ps; HR: 2ps, 7ps). Auch die nachfolgenden Intermediate, die analog zur BR-
Notation mit L, M, N und O bezeichnet werden, weisen deutlich unterschiedliche zeitliche
Charakteristika auf. Dabei spiegeln sie die Funktionen der Retinalproteine wieder. Fiir
die Ionenpumpen BR und HR werden schnelle Turn-over-Raten beobachtet, wihrend
die Sensoren einen sehr langen Photozyklus aufweisen (770(BR) = 10ms, 7ro(HR)
= 14ms, 7ro(HsSRI) = 750 ms, 770 (NpSRII) = 1,2s) [16], B76-378|. Zudem weist das
M-Intermediat bei den sensorischen Retinalproteinen eine wesentlich lingere Lebensdauer
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9 Beeinflussung der Dynamik archaealer Retinalproteine

als bei den Ionenpumpen auf (75/(BR) = 2-3ms, 73/ (NpSRII) = 400 ms), was direkt
mit der Signaliibertragung verkniipft werden kann. Die Photozyklen kénnen bei allen
Retinalproteinen durch Mutationen an den analogen Positionen des Protonendonors
(BR: Asp-96) und des Protonenakzeptors, der gleichzeitig das Gegenion zur protonierten
Schiffbase (Asp-85) bildet, beeinflusst werden. Fiir diese Arbeit relevant sind hierbei vor
allem die Protonenakzeptormutanten von BR und NpSRII. In BR hat der Austausch
des geladenen Asp-85 gegen ein Asn dramatische Auswirkungen auf das Absorptions-
maximum, das eine Rotverschiebung um ~ 30 nm aufweist [379, 380]. Zudem erniedrigt
sich der pK4-Wert der Schiffbase von einem Wert um 13 fiir das Wildtyp-Protein auf
einen Wert von ~ 8.6 in der D85N Mutante [339]. Bei physiologischem pH-Wert liegen
daher mit der deprotonierten Schiffbase A4 = 410nm und protonierten Schiffbase
Amaz ~ 600nm zwel unterschiedliche Chromophorkonfigurationen vor. Auch die Pro-
tonenpumpaktivitdt wird deutlich durch diese Mutation beeinflusst. Durch Anregung
der Population mit protonierter Schiffbase, wie sie im Wildtyp-Protein vorliegt, konnte
keine Pumpaktivitdt beobachtet werden [379]. Dies ist im Photozyklus in dem Sinne
wiedergespiegelt, dass nach Anregung bei neutralem pH-Wert nur zwei Intermediate
mit rotverschobenem Absorptionsmaximum beobachtbar sind [381]. Jedoch erzeugt die
deprotonierte Form unter kontinuierlichem Blaulicht nach auften gerichtete stationére
Photostrome, die signifikant durch die Zugabe von Azid erhoht werden kénnen. Zusatzli-
che ansteigende Intensitdten an gelbem Licht fiihren in einem zwei-Photonenprozess zur
Umkehr der Pumprichtung [382]. Auch die photophysikalischen Eigenschaften der NpSRII
D75N-Mutante zeigen drastische Abweichungen zum Wildtyp-Protein. Das Absorptions-
maximum des Retinalchromophors ist in D75N wie auch schon bei der D85N-Mutante
in BR im Vergleich zu NpSRII wt ~ 20 nm rotverschoben [342]. Die Isomerisierungsdy-
namik ist um einen Faktor zwei langsamer als im Wildtyp-Protein [330], was auf die
verdnderte Elektrostatik wie auch Variationen im Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk
zuriickgefiihrt werden kann. Das Fehlen eines stationaren Punktes in den transienten
Spektren zeigte zudem, dass die frithen Photoreaktion in der D75N-Mutante weitaus
komplexer sind als bei NpSRII wt. Die Population von mindestens zwei K-Intermediaten
wurde vorgeschlagen. Dies ist in Ubereinstimmung mit optoakustischen Messungen von
Losi et al. [383], die zwei verschiedene K-ahnliche Intermediate bestimmten, die sie
Kg und Ky, nannten. Auch Transient-Grating-Messungen wiesen auf mehrere spektral
stille K-Intermediate hin [384]. Der ms-Photozyklus ist dem des Wildtyp-Proteins bei
pH-Werten > 5,5 sehr dhnlich. Schmies et al. beobachteten iiber Blitzlichtphotolyse ein
K-Intermediat sowie ein Gleichgewicht zwischen zwei Zustanden (vermutlich N- und
O-#hnlich), die bei 565 nm und 520 nm absorbieren [342]. Ein blau-verschobenes M-
ghnliches Intermediat konnte nicht gefunden werden. Obwohl der kinetische Photozyklus
dieses Intermediat nicht aufweist, zeigt die D75N-Mutante jedoch photophobische Re-
aktionen auf griin-blaues Licht [364]. Dies wurde dahingehend interpretiert, dass das
Vorhandensein des M-Zustands keine Voraussetzung der molekularen Aktivierung des
Transducer-Proteins ist [384]. Auch der Einfluss von Protonenakzeptor-Mutationen auf
die Signalling-Eigenschaften des Rezeptors wurde untersucht [385]. Es zeigte sich, dass
die Komplexe aus den NpSRII Asp-75-Mutanten D75A, D75N und D75Q und dem
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9.2 Der Einfluss von Azid auf die Primdrdynamik

Transducer aus dem Organismus Natronomonas pharaonis &hnlich hohe Sensitivitat auf
Photostimuli wie das Wildtyp-Protein aufweisen. Der Komplex der D75Q-Mutante mit
dem Transducer aus Halobacterium salinarum verhalt sich hingegen konstitutiv aktiv,
was die Transducer-Selektivitat hervorhebt.

9.2 Der Einfluss von Azid auf die Primardynamik

Frithere Messungen [330], 386] an der D75N-Mutante von NpSRII machten deutlich, dass
die Zugabe von 100 mM Azid einen signifikanten Einfluss auf die Primardynamik hat.
Es zeigte sich, dass die sub-10 ps-Dynamik fast auf Wildtyp-Bedingungen beschleunigt
wurde. Zu lingeren Verzogerungszeiten wurde zudem ein weiterer spektraler Ubergang
sichtbar. Die positiven Absorptionsédnderungen um 590 nm zeigten einen weiteren An-
stieg mit etwa 200 ps. Diese Kinetik war auch bei 500 nm in der negativen Bande des
ausgebleichten Grundzustands erkennbar. Dieser Befund wurde einem bereits in der
Literatur beschriebenen K; nach Ko-Ubergang zugeschrieben, der nach der Zugabe von
Azid im Beobachtungsfenster der durchgefiihrten Messung liegt.
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Abbildung 9.3: Transiente Absorptionsdnderungen von NpSRII D75N mit (¢) und ohne (o) Azid. Die
Signale im Bereich des Grundzustandsbleichens (499 nm, links) sowie der Absorption des Photoprodukts
(587 nm, rechts) sind dargestellt. Die durchgezogenen Linien représentieren jeweils den globalen Fit.

Dieser Befund war bis dato unbekannt. Hingegen ist der Einfluss von Azid auf die De-
und Reprotonierungsreaktionen der Schiffbase im Photozyklus von BR ein gut unter-
suchtes Themengebiet [300, 337, 340, [344]. In der Literatur werden fiir die beobachtete
Beschleunigung zwei Mechanismen diskutiert. Der erste, sogenannte Shuttle-Mechanismus
fithrt die Wirkung von Azid auf die Annahme zuriick, dass sich Azid zwischen der Schiff-
base und dem Bulkwasser hin und herbewegt [216], 345]. Die zweite Erklarung schreibt
die Funktionalitit der Anderung des Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerks der Retinal-
bindetasche zu [336]. Der nachfolgende Abschnitt befasst sich mit der Frage, ob dieser
Effekt spezifisch fiir die untersuchte Mutante ist, oder ob die Primardynamik anderer
Retinalproteine auch durch Azid beeinflussbar ist. Um dies zu beantworten wurden
Messungen an SRIIwt, BRwt und der priméren Protonenakzeptormutante BR D85N
durchgefiihrt. Hierbei wurde jeweils eine Probe mit und ohne 100 mM Azid unter den glei-
chen Bedingungen gemessen um eine direkte Vergleichbarkeit zu erhalten. Die erzielten
Ergebnisse sind Teil der folgenden Publikation:
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Verhoefen, M.-K., Lenz, M.O., Amarie, S., Klare, J.P., Tittor, J., Oesterhelt,
D., Engelhard, M. und Wachtveitl, J. Primary Reaction of SRII Mutant
D75N and the Influence of Azide Biochemistry (2009), 48: 9677-9683.

Experimentelle Vorgehensweise

Die NpSRII-D75N-Mutante sowie das Wildtyp-Protein wurden wie in nachfolgenden
Referenzen beschrieben [342, [387] exprimiert. Die Expression von BR und der BR
D85N-Mutante ist in Referenz [339] publiziert. Die Proben lagen alle in 0,1% n-Dodecyl-
(-D-Maltosid solubilisiert vor. Die Messungen wurden in 10 mM Tris-Puffer bei pH 8,0 mit
500mM NaCl durchgefiihrt. Den Azid-Proben wurde 5 M NaN3-Stammlosung zugefiihrt,
sodass eine Endkonzentration von etwa 100 mM Azid erhalten wurde. Alle Proben hatten
bei einer Schichtdicke von 1 mm eine optische Dichte von = 0,5 im Absorptionsmaximum.

Fir die Ultrakurzzeitmessungen wurde der in Kapitel [3:4.1] beschriebene Aufbau
benutzt. Die Anregungswellenldngen wurden mit Hilfe des NOPAs generiert. Fiir die
Messung von SRII wt wurde eine Wellenldnge von 500 nm eingestellt, fiir NpSRII D75N
520 nm. Die BR wt- und BR D85N-Probe wurden mit Pulsen einer Zentralwellenldnge
von 600nm angeregt. Die Anregungsenergien lagen jeweils bei ~50nJ. Breitbandige
Einzelfilament-Weiflichtabtastpulse wurden in Saphir (NpSRII D75N, BR und BR D85N)
oder CaFy (NpSRII wt) erzeugt. Die Anreg- und Abtastpulse waren parallel zueinander
polarisiert.

UV-vis-Absorptionsspektroskopie

Die in Abbildung dargestellten Absorptionsspektren zeigen die signifikante Rotver-
schiebung des Absorptionsmaximums bei Mutation des priméren Protonenakzeptors. Fiir
NpSRII ist eine Verschiebung von 25 nm beobachtbar, fiir BR von 30 nm. Dies ist vor-
nehmlich auf die Anderung der Elektrostatik in der Retinalbindetasche zuriickzufiihren.
Vergleicht man die Absorptionsspektren vor und nach Zugabe von Azid, so ist nahezu
kein Unterschied sichtbar.
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Abbildung 9.4: Normierte Absorptionsspektren von NpSRII wt (schwarz), NpSRII D75N (blau),
BR wt (rot), BR D85N (griin). Die signifikante Rotverschiebung nach Punktmutation des priméren
Protonenakzeptors ist deutlich erkennbar. Die gute Ubereinstimmung der Spektren ohne (durchgezogene
Linien) und mit (strichpunktierte Linien) Azid zeigt, dass die Zugabe von Azid keinen Einfluss auf die
Absorptionseigenschaften der Proben hat.
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9.2 Der Einfluss von Azid auf die Primdrdynamik

Transiente Absorptionsmessungen an SR wt

Die nach Photoanregung auftretende Kurzzeitdynamik wurde fiir NpSRII mit und ohne
Azid zwischen 370 nm und 690 nm aufgenommen. Zur Ubersicht sind die erhaltenen
Absorptionsdnderungen der Azid-haltigen Probe in Abbildung [9.5] gezeigt. Blau sind
hierbei negative Absorptionsdnderungen dargestellt, rot positive Differenzbanden. In
griin eingeféirbte Bereiche weisen keine signifikanten Absorptionsénderungen auf. Die
Zeitachse ist bis 1 ps linear skaliert, hiernach logarithmisch.
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Abbildung 9.5: Transiente Absorptionsdnderungen von NpSRII Azid nach Photoanregung bei 500 nm.
Die Hauptbeitriage entsprechen dem Grundzustandsbleichen sowie einer Uberlagerung aus der Absorption
des angeregten Zustands (frithe Verzogerungszeiten) und des Photoprodukts.

Um 480 nm ist mit dem Zeitnullpunkt eine negative Signatur sichtbar, die auf das
Ausbleichen des Grundzustands zuriickgefiihrt werden kann. Rotverschoben hierzu ist eine
positive Bande beobachtbar. Zu kurzen Verzogerungszeiten kann diese der Absorption
des angeregten Zustands zugeschrieben werden. Die Bande zerfallt dominant mit einer
Zeitkonstante von 0,35 ps. Hiernach ist ein weiterer Abfall auf einer Pikosekundenzeitskala
zu beobachten. Bei Verzogerungszeiten > 10 ps ist keine weitere Dynamik erkennbar.
In einer anderen Messung, in der der Abtastbereich weiter im nIR lag, konnten bei
Wellenléngen grofer als 720 nm schwach negative Signale der stimulierten Emission
beobachtet werden (Abbildung , die auf einer 0,4 ps-Zeitskala zerfallen.

Ein globaler Fit der transienten Absorptionsdnderungen fiir Verzogerungszeiten grofier
0,15 ps ergibt, dass die Daten mit vier Zeitkonstanten optimal angepasst werden kon-
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Abbildung 9.6: Transiente Absorptionsdnderungen von NpSRII (o) nach Anregung bei 500 nm im

Bereich der stimulierten Emission. Die durchgezogene Linie représentiert den Einzelkanalfit. Es ist
deutlich erkennbar, dass die stimulierte Emission mit einer Zeitkonstante von <0,5 ps zerféllt.
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T1/ps T2/ Pps T3/ DpS Too
NpSRII mit/ohne Azid <0,15 0,35-0,4 3-4 unendlich
NpSRII nach Lutz et al. [I74] <0,15 0,4 5 unendlich

Tabelle 9.1: Zeitkonstanten der Anpassung der transienten Absorptionsmessungen von NpSRII im
sichtbaren Spektralbereich. Da fiir die Messung mit und ohne Azid keine Abweichungen zu beobachten
waren, ist fiir die Zeitkonstanten jeweils der Bereich der Werte angegeben, die die Anpassung der
Datensétze lieferte. Zum Vergleich sind bereits von Lutz et al. [I74] publizierte Werte einer Messung
ohne Azid angegeben.

nen. Die erhaltenen Zeitkonstanten sind in Tabelle 0.1] angegeben. Ein Vergleich der
Zerfallskonstanten mit bereits publizierten Werten von Lutz et al. [174] zeigt exzellente
Ubereinstimmung. Die kiirzeste Zeitkonstante wird dabei im Folgenden nicht diskutiert,
da sie aufgrund der guten Zeitauflosung dieses Experiments Teile der beobachteten
oszillatorischen Beitrége beinhaltet.

Analog zur Interpretation von Lutz et al. [I74] kann der mit 7 assoziierte Prozess der
Deaktivierung des angeregten Zustands zugeordnet werden. 73 beschreibt hingegen einen
Kiihlprozess schwingungsangeregter Grundzustandspopulationen, bei dem sowohl der all-
trans-Retinal-Zustand riickgebildet als auch die relaxierte 13-cis-Photoproduktsignatur
populiert wird. Wie die exemplarisch gewéhlten Absorptionsdnderungen bei 491 nm und
579 nm in Abbildung zeigen, stimmen die transienten Absorptionsidnderungen mit und
ohne Azid perfekt tiberein. Ein Einfluss von Azid auf die Primardynamik von NpSRII wt
ist daher fiir den sub-ns-Zeitbereich auszuschliefsen.
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Abbildung 9.7: Transiente Absorptionsdnderungen von NpSRII ohne (o) und mit Azid (¢) im Bereich
des Grundzustandsbleichens (491 nm) sowie der Absorption des angeregten Zustands und des Photo-
produkts (579 nm). Schon die Rohdaten zeigen, dass die Dynamik fiir beide Proben identisch ist. Die
durchgezogenen Linien représentieren den globalen Fit. Die zerfallassoziierten Spektren der letzten drei
Zeitkomponenten der globalen Anpassung sind in der rechten Abbildung gegeben.

178



9.2 Der Einfluss von Azid auf die Primdrdynamik

Transiente Absorptionsmessungen an BR wt

Fiir die BR-Proben mit und ohne Azid wurden transiente Absorptionsdnderungen
zwischen 450 nm und 750 nm aufgenommen. Abbildung stellt die erhaltenen Differenz-
signale fiir die azidhaltige BR wt-Probe dar. Die Farbkodierung und x-Achsen-Skalierung
ist dabei analog zu Abbildung

Um 570 nm ist eine negative Absorptionsdnderung beobachtbar, die auf das Ausbleichen
des Grundzustands zuriickgefiithrt werden kann. Die Bande bildet sich mit Photoanregung
und schiebt wahrend der ersten 10 ps zu kiirzeren Wellenléngen. Hierbei zerfallt sie mit
0,5ps und 3 ps. Blau- und rot-verschoben zum Grundzustandsbleichen sind positive
Signaturen sichtbar. Die Bande um 480 nm ist mit dem Zeitnullpunkt beobachtbar und
zerfallt hauptséchlich mit einer sub-Pikosekunden-Komponente. Sie kann der Absorption
des angeregten Zustands zugeordnet werden. Die positive Bande um 620 nm wird mit
einer schnellen Zeitkomponente von etwa 200 fs gebildet, erreicht ihr Maximum bei 1 ps
und zeigt dann einen Zerfall mit 3 ps. Die Bande wird der Absorption des schwingungs-
heifsen und relaxierten Photoprodukts zugeschrieben. Bei Wellenldngen >650 nm ist das
negative Signal der stimulierten Emission zu erkennen. Dieses zerfallt auf der gleichen
Zeitskala wie die Absorption des angeregten Zustands. Bei Verzogerungszeiten >10 ps ist
im ganzen beobachteten Wellenldngenbereich keine Dynamik mehr erkennbar.

450 - ; i
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2 600} ’/”_‘—““
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Abbildung 9.8: Transiente Absorptionsidnderungen von BR mit Azid nach Photoanregung bei 600 nm.
Die Hauptkomponenten stammen von der Absorption des angeregten Zustands, dem Grundzustandsblei-
chen, der Photoproduktabsorption sowie der stimulierten Emission.

Zur Interpretation der Daten wurden diese in einer globalen Fitroutine mit einer Sum-
me an Exponentialfunktionen angepasst. Die Anpassung wurde fiir Verzogerungszeiten
>0,15 ps durchgefiihrt. Hierdurch kann davon ausgegangen werden, dass Reste des kohé-
renten Artefakts nicht mitgefittet werden. Die Fitroutine zeigte, dass die Daten optimal
mit vier Zerfallskomponenten angepasst werden konnen. Die erhaltenen Zerfallszeiten
stimmen mit Literaturwerten iiberein (Tabelle .

Die kiirzeste Zeitkonstante von < 0,2 ps kann jedoch aufgrund des eingeschrinkten
Fitbereichs nicht interpretiert werden. Die zerfallassoziierten Spektren in Abbildung[0.9]
zeigen, dass der mit 7 assoziierte Prozess den Zerfall des angeregten Zustands beschreibt.
Die Ahnlichkeit der Amplitudenspektren von 73 und 7o legt dar, dass ein Kiihlprozess
der Deaktivierung des angeregten Zustands angeschlossen ist. 7., spiegelt das transiente

179



9 Beeinflussung der Dynamik archaealer Retinalproteine

T1/ps T2/ ps T3/ DS Too
BR mit/ohne Azid  <0,15  0,5-0,55 3-3,5 unendlich
BR Literatur 0,1-0,2 0,5 3-5 unendlich

Tabelle 9.2: Zeitkonstanten der Anpassung der transienten Absorptionsmessungen von BR im sichtbaren
Spektralbereich. Da fiir die Messung mit und ohne Azid keine Abweichungen zu beobachten waren, ist fiir
die Zeitkonstanten jeweils der Bereich der Werte angegeben, die die Anpassung der Datensétze lieferte.
Zum Vergleich sind die fiir BR Proben ohne Azid publizierten Werte gegeben [164) [165] 168, [172] [346H349].

Spektrum bei 1,5ns wieder, das das BR g-BR Differenzspektrum darstellt.
Die transienten Absorptionsdnderungen der Einzelwellenldngen sind im Rahmen des

Fehlers identisch, die Primardynamik von BR wird somit nicht durch die Zugabe von
Azid beeinflusst.

20
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Abbildung 9.9: Transiente Absorptionséinderungen von BR ohne (o) und mit Azid (¢) im Bereich
des Grundzustandsbleichens (575nm) sowie der Absorption des Photoprodukts (670 nm). Eine sehr
hohe Ubereinstimmung der Datensitze mit und ohne Azid ist erkennbar. Die durchgezogenen Linien
reprasentieren den globalen Fit. Die zerfallassoziierten Spektren der letzten drei Zeitkomponenten dieser
globalen Anpassung sind exemplarisch fiir die azidhaltige Probe in der rechten Abbildung gegeben.

Transiente Absorptionsmessungen an BR D85N

Die photoinduzierte Kurzzeitdynamik der azidhaltigen BR D85N-Probe ist in Abbildung
fiir einen Wellenlangenbereich von 450 nm bis 750 nm dargestellt. Die prinzipielle
Farbkodierung ist auch hier analog zu den Abbildungen [0.5 und gewahlt.

Fiir Wellenlédngen kleiner 520 nm ist eine breite positive Differenzbande beobachtbar,
die der Absorption des angeregten Zustands zugeschrieben werden kann. Die Bande
entsteht direkt mit Anregung und zerfallt auf einer 20 ps Zeitskala. Um 550 nm ist das
negative Signal des Grundzustandsbleichens erkennbar. Das Signal {iberlagert stark mit
der Absorption des K-Photoprodukts, das im Differenzspektrum sein Maximum bei
650 nm hat. Dies hat zur Folge, dass bei langen Verzogerungszeiten nur ein sehr geringes
Differenzsignal erkennbar ist. In der roten Flanke des Spektrums ist eine weitere negative
Charakteristik beobachtbar. Diese ist der stimulierten Emission zuzuordnen. Die Bande
zerfallt auf der gleichen Zeitskala wie die Absorption des angeregten Zustands.
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Abbildung 9.10: Transiente Absorptionsdnderungen der azidhaltigen BR D85N Probe nach Pho-
toanregung bei 600 nm. Die breiten positiven und negativen Differenzbanden stammen zu frithen
Verzogerungszeiten von der Absorption des angeregten Zustands, dem Grundzustandsbleichen sowie
der stimulierten Emission. Die nach etwa 10ps sichtbare positive Bande kann der Absorption des
K-Photoprodukts zugeschrieben werden.

Zur weiteren Analyse wurden die Daten ab 0,15 ps einer globalen Fitanalyse unterzogen.
Es zeigte sich, dass eine Anpassung mit vier Zeitkonstanten ein optimale Beschreibung der
Daten liefert (Tabelle . Die kiirzeste Zeitkonstante wird hier nicht weiter interpretiert,
da sie im Bereich der Zeitauflosung liegt. Die erhaltenen Zerfallskomponenten von 0,2 ps,
1,2 ps und 12 ps stimmen gut mit publizierten Werten von Logunov et al. [I57] {iberein.

Die Amplitudenspektren weisen darauf hin, dass der angeregte Zustand biexponentiell
mit den Komponenten 7 und 73 zerféllt. Die geringe Amplitude von 7., weist nochmals
darauf hin, dass sich das Grundzustandsspektrum und das K-Photoproduktspektrum
nahezu aufheben. Der Vergleich der Einzeltransienten im Bereich des Grundzustandsblei-
chens und der Photoproduktabsorption (Abbildung zeigen, dass Azid auch auf die
Isomerisierungsdynamik der BR D85N-Mutante kein Einfluss hat.

T/ ps To/Dps T3/ DpS Too

BR D85N mit/ohne Azid <0,15 1,2-1,5 12-13  unendlich
BR D85N [157] - 2,2 13 unendlich

Tabelle 9.3: Zeitkonstanten der Anpassung der transienten Absorptionsmessungen von BR D85N
im sichtbaren Spektralbereich. Wie fiir die Messungen an NpSRII und BR sind auch fiir die BR
D85N-Mutante fiir die Zeitkonstanten jeweils der Bereich der Werte angegeben, die die Anpassung der
Datenséatze mit und ohne Azid lieferte. Zum Vergleich sind die von Lugunov et al. ermittelten Werte
dargestellt.

Diskussion

Der in dieser Arbeit beobachtete Verlauf der Primdrdynamik von SRII wt, BR wt
und BR D85N entspricht der in der Literatur beschriebenen Charakteristik [I57 157,
164, 165, 168 172 174, B46H349]. Nach Anregung ist eine sehr schnelle Dynamik von
100-200 fs beobachtbar, die im Bereich der Zeitauflésung des Experiments liegt. Diese
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Abbildung 9.11: Transiente Absorptionsidnderungen der BR D85N-Mutante ohne (o) und mit Azid
(¢) im Bereich des Grundzustandsbleichens (550 nm) sowie der Absorption des Photoprodukts (654 nm).
Die exemplarisch gewahlten Transienten zeigen jeweils ein im Signal-zu-Rausch-Verhéltnis identisches
Signal. Die durchgezogenen Linien reprisentieren die globale Anpassung. Die zerfallassoziierten Spektren
der letzten drei Zeitkonstanten des Fits sind fiir die BR D85N-Probe mit Azid in der rechten Abbildung
gegeben.

entspricht einer Wellenpaketsbewegung aus dem Franck-Condon-Bereich heraus und
verlauft hauptséchlich {iber die C=C-Streck-Koordinate (Siehe Kapitel |§| auf Seite
und Referenzen hierin). NpSRII und BR weisen eine sehr schnelle Deaktivierung des
angeregten Zustands im Bereich von 300-500 fs auf. Hiernach folgt ein Kiihlprozess,
bei dem die heiflen Sg-Populationen des isomerisierten 13-cis-Photoprodukts und des
all-trans-Grundzustands relaxieren. Der Zerfall des angeregten Zustands ist hingegen bei
der BR D85N-Mutante deutlich verlangsamt. Dies ist ein allgemein bekanntes Phanomen
von Mutanten des priméren Protonenakzeptors. In der Literatur wird es damit erklart,
dass sich die Sq-Potentialflache durch die verdnderte Elektrostatik sowie das modifizierte
Wasserstoffbriickennetzwerk der Mutanten [282] 2806, [347, 388, 389] so dndert, dass der
Zugang zu einer konischen Durchschneidung nicht mehr direkt vorhanden ist [390} 391].
Zudem weisen die Amplitudenspektren in Abbildung[9.11] darauf hin, dass der S;-Zustand
bei der BR D85N-Mutante durch zwei Komponenten (73 und 73) entvilkert wird. Dieser
biexponentielle Zerfall kann durch eine weitere Barriere in der S;-Potentialfliche erklart
werden. Ein solcher Zerfall ist fiir Retinalproteine nicht ungewohnlich und wurde bereits
in Untersuchungen der Primérreaktion von Halorhodopsin [372H375], Sensorrhodopsin I
[174] sowie Proteorhodopsin [272) 273], 279] beobachtet.

Die in dieser Studie durchgefiihrten Messreihen an NpSRII-, BR- und BR D85N-
Proben mit und ohne Azid erlauben die direkte Untersuchung des Azideffekts auf die
Primérdynamik. Es stellte sich heraus, dass die sub-Nanosekunden-Photodynamik dieser
archaealen Proteine im Gegensatz zur NpSRII D75N-Mutante nicht von Azid beeinflusst
wird. Der in dieser Mutante beobachtete Einfluss des externen Donors Azid muss daher
spezifisch fiir diese Mutation sein. Die bei der D75N-Mutante beobachteten dynamischen
Anderungen sind wahrscheinlich auf die Auswirkungen der bei neutralem pH-Wert negativ
vorliegenden Azid-Anionen auf das Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk zuriickzufiithren
[336], bei dem moglicherweise ein Teil der negativen Ladung des Gegenions zur Schiffbase
wiederhergestellt wird. Da NpSRII wt diesen Effekt nicht aufweist, sollten sich die struktu-
rellen Gegebenheiten der Mutante deutlich vom NpSRII-Wildtyp-Protein unterscheiden.
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Tatséchlich konnte dies durch Tieftemperatur-Experimente von Hein et al. [392] bestatigt
werden. Diese konnten zeigen, dass sich die AmidI-Anderungen und die temperatur-
abhéngige Quantenausbeute der Photoproduktbildung signifikant unterscheiden. Dies
wurde auf unterschiedliche Konformationen im Dunkelzustand zuriickgefiihrt.

9.3 Retinalisomerisierung im
Sensorrhodopsin II-Transducer II-Komplex

Bereits frithere Studien konnten zeigen, dass die strukturellen Auswirkungen der Retinal-
isomerisierung bei NpSRII signifikant vom Vorhandensein des Transducers abhédngen. Der
grofite Einfluss konnte hierbei fiir den Teil der Retinalbindetasche nachgewiesen werden,
die in unmittelbarer Nahe der Transducerbindungsstelle liegt. Es zeigte sich, dass die
Wasserstoffbriicke zwischen Thr-204 auf Helix G und Tyr-174 auf Helix F' in Anwesenheit
des Transducers signifikant verstarkt wird, wihrend sie in Abwesenheit des Transducers
unbeeinflusst ist [356]. Es wurde daher vermutet, dass die Verdnderungen dieser Was-
serstoffbriickenbindung im weiteren Verlauf des Photozyklus eine wichtige Rolle bei der
Signalweiterleitung spielt. In der Tat konnten Sudo und Spudich zeigen, dass die beiden
beteiligten Seitenketten essentiell fiir eine funktionierende Phototaxis sind [393]. Dieser
frithe FEinfluss des Transducers stellt die Verbindung zwischen der Photoisomerisierung
des Chromophors und den spateren Konformationsdnderungen im Protein dar, die zur
Aktivierung des Transducers fiihren. Im Folgenden soll daher die Isomerisierungsdynamik
des NpSRII-NpHTr-Komplex polarisationsabhéngig untersucht werden und mit bereits
publizierten Ergebnissen des sensorischen Proteins ohne Transducer verglichen werden.

Abbildung 9.12: Ausschnitt aus der Kristallstruktur des NpSRII-HTrII;_114-Komplexes (PDB-
Datenbank: 1H2S). Helices D und E sind iibersichtshalber nicht dargestellt. In der Stdbchenform
sind neben dem mit Lys-205 kovalent verkniipften Retinal (rot) und dem Gegenion der Schiffbase Asp-75
(magenta) die fiir die Signalweitergabe wichtigen Seitenketten von Thr-204 und Tyr-174 (violett) gezeigt.
In griin und cyan sind Teile der fiir die Transducer-Komplexierung verantwortlichen Aminoséuren
eingezeichnet.
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9 Beeinflussung der Dynamik archaealer Retinalproteine

Experimentelle Vorgehensweise

Zur Untersuchung der Primardynamik wurden Kurzzeitmessungen an dem Komplex
aus NpSRII und dem N-terminalen Fragment des NpHTr Transducers bestehend aus
den Aminosduren 1-157 durchgefiihrt. Der NpSRII-HTrII; _157-Komplex wurde wie in
nachfolgender Referenz beschrieben [394] hergestellt. Die Probe lag in 0,1% n-Dodecyl-
B-D-Maltosid solubilisiert vor. Die Messungen wurden in 10 mM Tris (HCI) bei pH 8,0
mit 500 mM NaCl durchgefiihrt. Gemessen in einer 1 mm dicken Quarzkiivette hatten
die Proben eine optische Dichte von = 0,5 im Absorptionsmaximum.

Die transienten Absorptionsmessungen wurden mit dem in Kapitel beschriebenen
Aufbau durchgefiihrt. Zur Anregung der Probe wurde der NOPA auf 495 nm eingestellt.
Die Benutzung eines Prismenkompressors ergab Pulsdauern von etwa 100 fs. Am Proben-
ort wurde eine Pulsenergie von 30nJ eingestellt. Abgetastet wurde mit Weiklicht-Pulsen,
die in einem CaFg-Substrat erzeugt wurden. Hierbei konnte ein spektraler Bereich von
380 nm bis 700 nm abgedeckt werden. Die Auswertung wurde jedoch nur fiir einen Bereich
von 410 nm bis 680 nm durchgefiihrt, da hier signifikante Differenzsignale beobachtet
werden. Um polarisationsabhéngige Informationen zu erhalten wurde in den Anregungs-
strahlengang eine Verzogerungsplatte (A\/2) eingebaut, die es ermoglichte die Polarisation
des Anregungsstrahls zu drehen. Es wurden nacheinander Messungen in paralleler und
senkrechter Polarisation von Anreg- und Abtastpuls durchgefiihrt. Die Messgeometrie
wurde dabei nicht geéindert. Essentiell fiir die Messreihe war die Stabilitdt des Weiflichts
wahrend der Messdauer. Da diese nicht wahrend der Messung kontrolliert werden konnte,
ist nicht klar, ob die Messungen unter paralleler und senkrechter Polarisation unter exakt
gleichen Bedingungen durchgefiihrt wurden. Abweichungen der Signalamplitude und
damit Fehler in den berechneten Anisotropiefaktoren sind daher nicht auszuschliefsen.
Jedoch konnten UV-vis-Spektren der Probe vor und nach der Messreihe zeigen, dass die
Probe wéihrend der Messungen nicht degradierte.

UV-vis-Absorptionsspektroskopie

Abbildung zeigt die UV-vis-Absorptionsspektren einer solubilisierten NpSRII-Probe
im Vergleich zur Probe, bei der das Sensorrhodopsin-Protein mit seinem Transducer
assoziiert ist. Beide Spektren weisen die in der Literatur beschriebene Feinstruktur der
Absorptionscharakteristik des Retinalchromophors auf [316]. Das Hauptabsorptionsmaxi-
mum liegt in beiden Fallen bei etwa 500 nm, eine Schulter ist bei 470 nm zu beobachten.
Im Bereich um 360 nm sind kleine Abweichungen festzustellen. Unterschiedliche Streu-
lichtbeitrige sowie variierende Mengen an ungebundenem sowie gebundenem Retinal
in 13-cis oder 9-cis-Konfiguration kénnen Ursprung dieser Diskrepanz sein. Die gute
Ubereinstimmung beider Spektren legt nahe, dass die Umgebung des Retinals nicht
signifikant durch die Komplexierung mit dem Transducers beeinflusst wird.
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Abbildung 9.13: Vergleich der UV-vis-Absorptionsspektren von NpSRII und dem NpSRII-HTr;_157-
Komplex. Bis auf den Bereich < 400 nm sind keine signifikanten Unterschiede erkennbar.

Transiente Absorptionsmessungen am NpSRII-HTrII; 5,-Komplex

Abbildung gibt eine Ubersicht iiber die beobachteten transienten Differenzsignale
des NpSRII-HTr;_157-Komplex nach Photoanregung bei 495 nm. Die Differenzsignale
sind hierbei farblich kodiert. Blau koloriert sind negative Absorptionsénderungen und
in rot sind positive Absorptionsinderungen dargestellt. Griin eingefarbte Bereiche des
2D-Plots enthalten keine signifikanten lichtinduzierten Anderungen. Die x-Achse ist bis
1 ps linear skaliert, hiernach logarithmisch.

Zwischen 450 nm und 510 nm ist die negative Absorptionsdnderung des gebleichten
Grundzustands erkennbar. Die Bande ist wie auch das cw-Absorptionsspektrum struk-
turiert. Wie die exemplarisch gewéhlte transiente Absorptionsdnderung bei 486 nm in
Abbildung zeigt, zerfillt die negative Signatur mit einer Hauptkomponente von
<500 fs und einer nachfolgenden Zeit im ps-Bereich. Hierbei bliebt ein negatives Restsig-
nal iibrig. Nach Verzogerungszeiten von 10 ps ist keine weitere Dynamik beobachtbar.
Rotverschoben hierzu ist zwischen 520nm und 660 nm eine positive Differenzbande
sichtbar, die mit Anregung gebildet wird. Die rote Flanke weist wihrend der ersten
10 ps eine starke Blauverschiebung auf. Die Hauptdynamik findet wie auch schon bei
der Charakteristik des ausgebleichten Grundzustands mit >0,5ps und 3 ps statt. Ei-
ne Beispielstransiente ist in Abbildung [0.15] dargestellt. Am Ende des beobachteten
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Abbildung 9.14: 2D-Repréasentation der transienten Absorptionsdnderungen des NpSRII-HTrII; _157-
Komplexes nach Anregung bei 495 nm. Die Hauptbeitrige stammen von der Depopulation des Grund-
zustandes sowie der Absorption des angeregten Zustands, die in die Absorption des Photoprodukts
iibergeht.
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Abbildung 9.15: Transiente Absorptionsinderungen des NpSRII-HTrII; _157-Komplexes unter par-
alleler (o) und senkrechter () Polarisation von Anreg- und Abtastpuls. Die durchgezogenen Linien
reprasentieren den globalen Fit der Daten. Die gezeigten Transienten bei 486 nm und 550 nm sind
exemplarisch fiir den Bereich des Grundzustandsbleichens und der Absorption des angeregten Zustands
gewéahlt.

Zeitbereichs ist noch ein Restdifferenzsignal vorhanden. Dieses kann mit Sicherheit der
Absorption des Photoprodukts zugeordnet werden. Das zu frithen Verzogerungszeiten
beobachtete positive Signal entspricht hingegen wahrscheinlich einer Uberlagerung aus
der Absorption des frithen, wahrscheinlich schwingungsangeregten Photoprodukts sowie
der Absorption des angeregten Zustands.

Zur Analyse der Daten wurden diese in einer globalen Fitanalyse mit einer Summe von
Exponentialfunktionen angepasst. Der Fit wurde dabei erst ab Verzdgerungszeiten > 150 fs
durchgefiihrt, damit unkorrigierte Reste des kohédrenten Signals um den Zeitnullpunkt
nicht beriicksichtigt werden. Es zeigte sich, dass die Daten optimal mit vier Zeitkonstanten
angepasst werden. Diese sind in Tabelle [9.4] aufgelistet. Zum Vergleich sind zudem
die Ergebnisse von transienten Absorptionsmessungen an unkomplexiertem NpSRII
angegeben.

Die erste Zeitkonstante der in dieser Arbeit durchgefiihrten Messung von 100 fs liegt
hierbei im Bereich der Zeitauflosung des Experiments und wird im folgenden daher nicht
weiter diskutiert. Sie wird dennoch fiir eine gute Anpassung benotigt. Die Amplituden
der nachfolgenden Zeitkonstanten sind in Abbildung dargestellt. Das zerfallassozi-
ierte Spektrum der Komponente 7o besitzt die grofste Amplitude. Zwischen 410 nm und
540 nm hat das Amplitudenspektrum einen negativen Beitrag. Dieser kann aufgrund der

T1/ps To/Pps T3/ DpS Too
NpSRII - HTr II <0.15 0,35 3 unendlich
NpSRII (s. Kap.[0.9 S[I77) 01 03504 34  unendlich
NpSRII Lutz et al. [174] <0.15 0,4 5 unendlich

Tabelle 9.4: Erhaltene Zeitkonstanten der globalen Fitanalyse der transienten Absorptionsdaten
des NpSRII-HTrII; _157-Komplexes im sichtbaren Spektralbereich. Zum Vergleich sind die erhaltenen
Zeitkonstanten von der Messung an NpSRII ohne Transducer angegeben.
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spektralen Ubereinstimmung mit dem Grundzustandsabsorptionsspektrum der Repopu-
lierung des all-trans-Retinal-Sg-Zustands zugeschrieben werden. Es kann zudem moglich
sein, dass die rote Flanke der negativen Signatur der Produktbildung zugeschrieben
werden kann. Bei Wellenldngen > 540 nm sind positive Amplituden zu beobachten. Sie
sind auf den Riickgang der positiven Absorptionsédnderung in diesem Spektralbereich
zuriickzufiihren. Es ist anzunehmen, dass diese Bande zum grofiten Teil den Zerfall des
angeregten Zustands beschreibt. Eine Interpretation in Richtung der Relaxation friiher,
schwingungsheifser Photoproduktabsorptionen kann jedoch auch nicht ausgeschlossen
werden.

o 54
o 3
~ 03
3 3 0,35 ps
:]:_5_’ —8—3 ps
3 —o=—unendlich
L i B o o e o

400 450 500 550 600 650
Wellenlange / nm

Abbildung 9.16: Zerfallassoziierte Spektren der Anpassung der unter paralleler Messanordnung gewon-
nenen Daten des NpSRII-HTrII;_157-Komplexes im sichtbaren Spektralbereich. Die Hauptkomponenten
(T2 bis 7o) sind gezeigt.

Das zerfallassoziierte Spektrum von 73 zeigt dhnlich wie die vorhergehende Komponente
eine strukturierte negative Bande im blauen Spektralbereich, die bei 520nm in eine
positive Charakteristik iibergeht. Die positive Bande erstreckt sich jedoch nur noch bis
etwa 600 nm. Sie beschreibt den in den transienten Absorptionsdnderungen beobachteten
leichten Riickgang der positiven Bande. Da im beobachteten Spektralbereich kein Hinweis
auf stimulierte Emission gefunden wurde, kann aus den présentierten Daten nicht
geschlossen werden, ob der beobachtete Riickgang der positiven Bande dem Zerfall
des angeregten Zustands oder einer schwingungsangeregter Photoproduktspopulation
zugeordnet werden kann. Fiir NpSRII ohne Transducer konnte in dieser Arbeit (siehe
Abbildung auf Seite letzteres gezeigt werden. Die auch mit dieser Zeitkonstante
beobachtete negative Amplitude zeigt, dass mit diesem Prozess die Repopulierung des
Ausgangszustands verkniipft ist. Das Amplitudenspektrum von 7., reprasentiert das
Differenzspektrum am Ende des beobachteten Zeitraums. Die strukturierte negative
Bande des ausgebleichten Grundzustands sowie die Photoproduktsignatur sind erkennbar.
Das Differenzspektrum weist fiir das Photoprodukt ein Maximum bei 540 nm auf.

Auswertung der Polarisationsabhangigkeit

Die Polarisationsabhéngigkeit der transienten Absorptionsdaten wird in der Auftragung
der Einzeltransienten in Abbildung[9.15] sichtbar. Die Zeitverldufe, die in paralleler Po-
larisation von Anregungs- und Abtastpuls gemessen wurden, weisen eine wesentlich
hohere Amplitude auf als die unter senkrechter Polarisation der Pulse gemessenen. Zur
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Abbildung 9.17: Durch Subtraktion des ausgebleichten Grundzustandsspektrums (blau) konnte das
Absorptionsspektrum des K-Photoprodukts fir SRII-HTrII;_157 (rote Rhomben) aus dem transienten
Spektrum bei 1ns (schwarz) berechnet werden. Ein Gauffit (rote durchgezogene Linie) der erhaltenen
Bande ergab eine Zentralwellenldnge von 530 nm und eine Halbwertsbreite von 60 nm.

Analyse wurde aus den Rohdaten mit Hilfe von Formel (siche Seite der zeitab-
héngige Anisotropiefaktor berechnet. Um den beobachteten Anisotropiewerten Winkel
zwischen den Ubergangsdipolmomenten zuzuordnen ist es unerlésslich zu wissen, in
welchen Bereichen des Spektrums iiberlagerte Banden zu finden sind und welche Teile
nur einen Beitrag enthalten. Zu frithen Verzogerungszeiten ist eine Trennung der Ban-
den des Grundzustandsbleichens, der Absorption des angeregten Zustands sowie frither
Photoprodukt-Betrage generell schwierig. Da nach 10 ps jedoch keine weitere Dynamik
feststellbar ist, sollten die transienten Spektren hier durch die negative Absorptionsénde-
rung des Grundzustands sowie der positiven Bande des relaxierten K-Photoprodukts
beschrieben werden. Dies bedeutet, dass durch Subtraktion des negativen Grundzu-
standsspektrums aus dem transienten Spektrum bei 1ns das K-Photoproduktspektrum
herausgerechnet werden kann. Abbildung[9.17] visualisiert dies. Das erhaltene Spektrum
(rote Rhomben) konnte mit einer Gaufsfunktion optimal angepasst werden. Es ergab sich
eine Zentralwellenldnge von 530 nm und eine Halbwertsbreite von 60 nm. Lasst man die
vermutlich sehr breite Absorption des angeregten Zustands aufter Acht, so macht dies
deutlich, dass der Anisotropieparameter fiir das Grundzustandsbleichen bei Wellenléngen
<450 nm beobachtet werden kann. Zwischen 450 nm und 530 nm wird hingegen eine
Uberlagerung aus gebleichtem Grundzustand und Photoprodukt beobachtet. Informa-
tionen iiber den Verlauf der Anisotropie des K-Photoprodukts kénnen entsprechend
bei Wellenldngen > 530nm erlangt werden. Aufgrund des geringen Signals der unter
senkrechter Polarisation durchgefiihrten Messung im Spektralbereich kleiner >450 nm
und dem damit auch geringen Signal-zu-Rausch-Verhiltnis, konnen fiir diesen Bereich
keine verldsslichen Aussagen getroffen werden. Da der Anisotropiefaktor der Theorie nach
in diesem Bereich einen konstanten Wert von r = 0,4 aufweisen sollte, geht jedoch keine
Information verloren. Abbildung (links, blau-griin) stellt ausgewéhlte transiente
Anderungen des Anisotropiefaktors r im Uberlappungsbereich zwischen Grundzustands-
bleichens und der Produktabsorptionen zwischen 450 nm und 480 nm dar. Die schwarze,
dickere Linie zeigt den gemittelten Verlauf der gezeigten Transienten. Im Bereich von
100 fs ist ein schneller Abfall vom Ausgangswert r = 0,4 festzustellen. Diesem folgt ein
weiterer leichter Abfall im Pikosekundenbereich. Der Anisotropiefaktor zeigt danach
keine signifikanten Anderungen mehr und verweilt auf einem Wert von r = 0,25.
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Abbildung 9.18: Transiente Anderung des Anisotropiefaktors fiir ausgewhlte Transienten im Uberla-
gerungsbereich zwischen Grundzustandsbleichen, der Absorption des angeregten Zustands sowie des
Photoprodukts (links) und der Absorption des angeregten Zustands bzw. des Photoprodukts (rechts). In
schwarz sind jeweils die gemittelten Anisotropiewerte in Abhéngigkeit der Zeit dargestellt.

Fiir die vom Grundzustandsbleichen ungestorten Zeitverlaufe der Absorption des
Photoprodukts (Abbildung rechts, rot), die zu frithen Zeiten von der Absorption
des angeregten Zustands iiberlagert sind, sind aufgrund des sehr &hnlichen Zeitverlaufs
transiente Anisotropiednderungen von 530 nm bis 570 nm gezeigt. Der Zeitverlauf der
Anisotropie zeigt zu Anfang keine Dynamik. Bis etwa 10 ps ist ein konstanter Wert von
r = 0,25 zu beobachten. Hiernach fallt die Anisotropie auf einen Wert von r = 0,15.

Zur weiteren Evaluation der zeitabhéngigen Anisotropie wurden die gemittelten Werte
durch Exponentialzerfille angepasst. Die zeitliche Anderung im Spektralbereich zwischen
450 nm und 480 nm konnte dabei mit zwei Zeitkonstanten von 7 = 80fs und 7 = 2ps
angepasst werden. Fiir den Zeitverlauf der Produktbanden berechnete das Fitprogramm
eine Zeitkonstante von 7 = 50 ps.

5 0,4 —— GZ-Bleichen
ke ] .
gi 02 i Bereich T
£ 00 450 - 480nm 80 =+ 30fs
ﬁ 0.2 ] Produktband 450 - 480nm 2 £ 2ps
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Abbildung 9.19: Anpassung der gemittelten
Anisotropieparameter des NpSRII-HTrIl;_i57-
Komplexes in den Bereichen zwischen 450 nm
und 480 nm (blau) sowie 530 nm bis 570 nm (rot).

Tabelle 9.5: Ermittelte Zeitkonstanten der ex-
ponentiellen Anpassung der gemittelten Anisotro-
piedaten in den Bereichen zwischen 450 nm und
480 nm sowie zwischen 530 nm und 570 nm.
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Diskussion

Die in dieser Arbeit dargestellten transienten Absorptionsmessungen am NpSRII-HTr-
Komplex legen dar, dass der Transducer die Isomerisierung des Retinals nicht beeinflusst.
Der Vergleich der erhaltenen Zeitkonstanten und der zerfallassoziierten Spektren zeigte
eine sehr gute Ubereinstimmung. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass der Si-
Deaktivierungsmechanismus des Komplexes dem des puren Rezeptors gleicht. Hiernach
folgt einer schnellen Bewegung aus dem Franck-Condon-Bereich (71 < 150 fs) die mono-
exponentielle Depopulation des angeregten Zustands mit 75 = 0,35 ps. Die nachfolgende
Zeitkomponente von 73 = 3 ps wird einem Kiihlprozess im Grundzustand zugeordnet.

Fiir die dem K-Intermediat folgenden Photozyklus-Produkte zeigte sich in Blitzlicht-
photolysemessungen [394], dass auch die Bildungskinetik des M-Intermediats nicht von
der Bindung des Transducers beeinflusst wird. Im Gegensatz hierzu wird die Kinetik der
nachfolgenden Schritte durch den Transducer beeinflusst. Bei solubilisierten Proben ist
der M-Zerfall bzw. die Bildung des O-Intermediats nach Komplexierung des Transducer
deutlich langsamer. Zudem ist die transient beobachtete Population des O-Intermediats
fiir den solubilisierten Rezeptor wesentlich grofer. Fiir den Zerfall des O-Intermediats
und der damit verbundenen Repopulation des all-trans-Retinal-Ausgangszustands wurde
sowohl fiir den SRII-HTr-Komplex aus dem Organismus Halobacterium salinarum [395]
als auch dem Organismus Natronomonas pharaonis eine Beschleunigung festgestellt. Dies
zeigt zusammengefasst, dass der Transducer den ersten Teil des Photozyklus inklusive
der Isomerisierung des Retinals nicht beeinflusst, aber drastisch in das Gleichgewicht
zwischen M- und O-Intermediat eingreift.

Die polarisationsabhéngigen Messungen lieferten weitere interessante Einblicke in
die Isomerisierungsdynamik. Fiir den Bereich der Uberlagerung zwischen den im 2D-
Spektrum leicht erkennbaren Beitrdgen der Absorption des angeregten Zustands, des
Grundzustandsbleichens sowie des Photoprodukts fiel der Anisotropiefaktor von einem
anfinglichen Wert von r = 0,4, was paralleler Polarisation des Grundzustands und der
Produktzustdnde entspricht, mit einer Zeitkonstanten von etwa 100 fs auf einen Wert von
r = 0,3. Der Anfangswert von r = 0,4 kann dem Beitrag des gebleichten Grundzustands
zugeordnet werden. Auch das Ubergangsdipolmoment des angeregten Zustands konnte
im Franck-Condon-Bereich noch senkrecht zum Grundzustand liegen. Der nachfolgende
Verlauf stimmt zeitlich mit der initialen Bewegung des Wellenpakets iiberein. Dies
wiirde bedeuten, dass der nachfolgend zwischen 0,3 und 0,5 ps gefundene Anisotropie-
wert von r = 0,3 (entspricht einem Winkel von 24°) einem mittleren Wert aus den
Beitragen des Grundzustandsbleichens, der relaxierten S;-Population sowie wahrscheinlich
geringen Anteilen an frithem Photoprodukt entspricht. Der gefundene weitere Abfall
des zeitlichen Verlaufs der Anisotropie kann mit einer Zeitkonstante von etwa 2 ps
angepasst werden. Diese Komponente entspricht dem Wert der Zeitkonstante 73, die dem
Grundzustandskiihlprozess zugeordnet wurde. Es ist daher nicht unwahrscheinlich, dass
die beobachtete Anderung des Anisotropiewerts auch durch diesen Vorgang hervorgerufen
wird. Fiir Verzogerungszeiten > 10 ps wurde ein konstanter Anisotropiefaktor von r = 0,25
berechnet. Dies heift, dass die Ubergangsdipolmomente fiir das Grundzustandsbleichen
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(theoretischer Wert = 0°) und das Photoprodukt einen mittleren Winkel von 6 = 30°
annehmen.

Fiir die zeitlichen Anderungen des Anisotropiefaktors r im Spektralbereich, in dem nur
das Photoprodukt und zu kurzen Verzogerungszeiten der angeregte Zustand absorbieren,
ist in den ersten 7 ps keine Dynamik feststellbar. Der Anisotropiefaktor kann zu einem
mittleren Winkel von 30° berechnet werden. Nachfolgend ist ein Abfall der Anisotropie
auf einen Wert von r = 0,15 zu beobachten, der einem mittleren Winkel von 40,2°
entspricht. Die Anpassung des zeitlichen Verlaufs mit einer Exponentialfunktion ergab
eine Zeitkonstante von 50 ps. Eine solche Zeitkonstante konnte in den in dieser Arbeit
durchgefithrten globalen Fitanalysen des NpSRII-HTr;_157-Komplex sowie des isolierten
Rezeptors nicht beobachtet werden. Ingo Lutz passte aber in seiner Dissertation [396]
die Primardynamik von NpSRII neben den oben vorgestellten Komponenten mit einer
weiteren Zeitkonstanten von 53 ps an. Diese ordnete er einem Grundzustandskiihlprozess
zu. Dieser ist mit hoher Wahrscheinlichkeit mit den auf einer 10 ps Zeitskala auftretenden
Anderungen des Peptidriickgrats [397, [398] verkniipft. Analog zu dieser Interpretation
kann auch die im Bereich des Photoprodukts gefundene Dynamik der Anisotropie
begriindet werden.

In der Literatur sind nur sehr wenige Anisotropiemessungen an Retinalproteinen
bekannt. Fiir BR wurde in Fluoreszenzmessungen abhéngig von der Wellenldnge ein
Anisotropiefaktor von r = 0,25-0,35 gefunden [I71]. Dynamische Effekte waren dabei
wahrend der ersten 2 ps nicht zu erkennen. Bei transienten Absorptionsmessungen an
Rhodopsin beobachtete man bei einer Abtastwellenldnge von 580 nm, die der Absorption
des Batho-Produkts entspricht, den Anstieg der Anisotropie von einem Wert von r =
0,25 bei t =0 auf einen Wert von r = 0,34 bei Verzogerungszeiten > 600 fs [399]. Fiir
NpSRII ohne Transducer ist lediglich die zeitliche Anderung des Anisotropiefaktors
r fiir eine Wellenlange von 556 nm zwischen 0 und 100 ps beschrieben [396]. Dieser
zeigt eine leicht abfallende Dynamik im Bereich der ersten paar Pikosekunden und hat
hiernach einen Wert von » = 0,35. Der in dieser Arbeit beobachtete Wert fiir den NpSRII-
Transducer; _157-Komplex weicht signifikant von diesem Wert ab. Dies kann auf durch die
Transducer-Bindung hervorgerufene strukturelle Unterschiede hinweisen. Andererseits
unterliegt wie bereits in der experimentellen Durchfiihrung beschrieben das Weifslicht in
den nacheinander durchgefiihrten Messung der transienten Absorptionséanderungen in
paralleler und senkrechter Polarisation wahrscheinlich kleinen Schwankungen, sodass die
Absolutwerte des Anisotropiefaktors durchaus mit einem nicht zu vernachléassigbaren
Fehler behaftet sind. Die dynamischen Beobachtungen sollten dadurch aber nur gering
beeinflusst sein. Letztendlich wird eine weitere Messung der Proben notwendig sein um
deren Richtigkeit zu validieren.
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9.4 Resumee

Im vorliegenden Kapitel wurde der Einfluss von Azid auf die Isomerisierungsdynamik
der archaealen Retinalproteine NpSRII wt, BR wt und die BR D85N-Mutante sowie
die Auswirkung der Transducerbindung auf NpSRII untersucht. Die erste Studie wurde
dabei dadurch motiviert, dass Azid einen signifikanten Einfluss auf die Priméardynamik
der Protonenakzeptormutante NpSRII-D75N hat [330]. Die Isomerisierung wird nach
Zugabe von Agzid fast auf Wildtyp-Protein-Ausmafe beschleunigt. Zudem wird ein
zusitzlicher Photoprodukt-Ubergang im Beobachtungszeitraum sichtbar, der einem K;-
K,-Ubergang zugeschrieben wurde. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen
konnten aber eindeutig zeigen, dass der Einfluss von Azid eine besondere Charakteristik
der sub-Nanosekundendyanmik von NpSRII-D75N ist. Die durchgefiihrten Kontroll-
messungen am Wildtyp-Protein NpSRII, sowie an dem verwandten BR und der analogen
D85N-Mutante waren absolut unbeeinflusst von der Zugabe von Azid.

Im zweiten Schritt wurde der NpSRII-HTr;_157-Komplex mittels polarisationsabhén-
giger transienter Absorptionsspektroskopie im sichtbaren Spektralbereich untersucht.
Obwohl das Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk in der unmittelbaren Nédhe des Re-
tinals durch die Anwesenheit des Transducers deutlich beeinflusst wird [356], ist die
Primérdynamik des Rezeptors mit und ohne Transducer identisch. Die Berechnung des
zeitabhéngigen Anisotropiefaktors r aus den transienten Messungen unter paralleler
und senkrechter Polarisation von Anregungs- und Abtastungspuls ermdéglichten zudem
gemittelte Winkel fiir die Ubergangsdipolmonente der beobachteten Populationen zu
bestimmen. Es war aber lediglich im Bereich zwischen 530 nm und 570 nm zu langen Ver-
zogerungszeiten moglich selektive Einblicke in das Ubergangsdipolmoment eines Zustands
zu bekommen. Der mittlere Winkel zwischen dem Dipolmoment des Grundzustands und
dem des K-Photoprodukts konnte zu 40,2° bestimmt werden.

Trotz der spektralen Uberlagerungen zeigt der Anisotropiefaktor eindeutige zeitliche
Abhéngigkeiten. Zwischen 450 nm und 480 nm konnte eine 100 fs Komponente gefunden
werden, die zeitlich der Bewegung aus dem Franck-Condon-Bereich entspricht. Auch die
hiernach beobachtete 2 ps-Komponente spiegelt den Verlauf der transienten Absorpti-
onsdaten wieder. Kin Zusammenhang mit dem zugeordneten Grundzustandskiihlprozess
ist daher wahrscheinlich. Im Bereich des K-Photoprodukts weist der transiente Verlauf
der Anisotropie zudem eine 50 ps-Dynamik auf. Eine dynamische Entwicklung in diesem
Zeitbereich wurde auch von Lutz et al. [396] bei der Messung des Transducer-freien
Rezeptors entdeckt und dort einem Kiihlprozess zugeordnet, der wahrscheinlich mit
konformationellen Proteinénderungen in Verbindung gebracht werden kann [397, [398)].
Die hier gefundene Anisotropieinderung kénnte daher dhnlichen Ursprungs sein.
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10.1 Deutsche Fassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Dynamik des Retinalchromophors in archaealen,
bakteriellen sowie eukaryotischen Retinalproteinen zeitaufgelost zu untersuchen und
so Informationen iiber die unterschiedlichen lichtgesteuerten zyklischen Reaktionen zu
erhalten. Der Schwerpunkt der Arbeit lag dabei auf der Studie der Isomerisierung des
Retinals, die je nach System in einem Zeitbereich von wenigen hundert Femtosekunden
bis hin zu einigen zehn Pikosekunden ablauft. Die Anreg- / Abtast-Spektroskopie ist
hierbei die Methode der Wahl, da sie die Auflésung der Reaktionsdynamik im Bereich
von 100 fs erlaubt. Hierdurch wird im Falle der Retinalproteine die Bildung des ersten
Grundzustandsintermediats K beobachtbar. Dariiber hinaus wurde die nachfolgende
langsamere Reaktionsdynamik (bezogen auf die Bakteriorhodopsin (BR)-Terminologie
werden die weiteren Zusténde als L-, M-, N- und O-Intermediate bezeichnet) mit Hilfe
von Laserblitzlichtphotolyseexperimenten im sichtbaren Spektralbereich sowie Tieftem-
peraturmessungen im Sichtbaren sowie im Infraroten charakterisiert. Einige wichtige
Einsichten konnten hierdurch erlangt werden, die im Folgenden kurz zusammengefasst
werden.

Fiir das bakterielle Proteorhodopsin (PR) wurde die Primérdynamik im sichtbaren
Spektralbereich unter DoO-Bedingungen bei pD-Werten untersucht, bei denen der pri-
mére Protonenakzeptor Asp-97 entweder deprotoniert (pD 9,2) oder protoniert (pD 6,4)
vorliegt. Es zeigte sich, dass das isomerisierte K-Photoprodukt mit zwei Zeitkonstanten
im Bereich von 1ps und 20 ps gebildet wird. Der biexponentielle Zerfall des angeregten
Zustands war dabei weit weniger vom Ladungszustand des priméren Protonenakzeptors
abhéngig als dies fiir die in der Literatur beschriebenen Messungen in HoO der Fall
ist. Der Vergleich mit jenen Messungen erlaubte es den kinetischen Isotopeneffekt fiir
die Deaktivierung des Sj-Zustandes zu berechnen. Die Ergebnisse weisen dabei auf
ein deutlich unterschiedliches Wasserstoffbriickenmuster unter sauren und alkalischen
Bedingungen hin. Um diesem Resultat weiter nachzugehen, wurde die D97N-Mutante
untersucht, bei der die Mutation des priméren Protonenakzeptors dazu fiihrt, dass die
Seitenkette im untersuchten pH-Bereich nicht protonierbar bzw. deprotonierbar ist. Die
Mutante dient daher als Modellsystem fiir den Wildtyp unter sauren Bedingungen. Die
gefundene Primérdynamik von PR D97N lauft nur unwesentlich langsamer ab als die
des Wildtyp-Proteins bei pD 6,4. Auch der berechnete kinetische Isotopeneffekt liegt
im Bereich fiir PR wt bei pD / pH 6 und deutlich unterhalb des berechneten Werts fiir
alkalische Bedingungen. Man kann daher davon ausgehen, dass das Wasserstoftbriicken-
muster in der D97N-Mutante groke Ahnlichkeiten mit dem des Wildtyp-Proteins bei
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sauren pH-Werten besitzt. Um weitergehende Einsichten in die Priméardynamik von PR
zu erlangen, wurden am Wildtyp-Protein bei pD 6,4 und pD 9,2 sowie der D97N-Mutante
transiente Absorptionsmessungen im Bereich der C=C- und C=N-Schwingung des Re-
tinalchromophors durchgefiihrt. Es stellte sich heraus, dass die beobachtete Dynamik
keine Einblicke in die Isomerisierung zulisst, sondern hauptsichlich die Anderung der
molekularen Temperatur wiederspiegelt. Trotzdem konnte gezeigt werden, dass die Quan-
tenausbeute der K-Bildung unabhéngig vom pD-Wert ist. In einem weiteren Schritt wurde
der Einfluss des hochkonservierten His-75 auf die Isomerisierungsdynamik untersucht.
Hierfiir wurden zwei Mutanten verwendet, bei denen das Histidin zum einen gegen ein
ungeladenes Asparagin (H75N), zum anderen durch ein Methionin, der Aminosiure an
der homologen Position von BR, ersetzt wurde (H75M). Die Erniedrigung des pK,-Werts
des priméaren Protonenakzeptors in den Mutanten weist auf die stabilisierende Wirkung
des Histidins hin, jedoch lassen die Kurzzeitmessungen keinen ausgeprégten Einfluss der
Mutationen auf die Isomerisierungsdynamik erkennen. Dies bedeutet, dass die elektrosta-
tischen und sterischen Eigenschaften wie auch das Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk
in der direkten Nachbarschaft des Retinals in den Mutanten erhalten sind. Neben den
Untersuchungen der Primardynamik war auch der nachfolgende Teil des Photozyklus
im Blickpunkt dieser Arbeit. Die Tieftemperaturstudien im sichtbaren Spektralbereich
zeigten dabei, dass die dem K-Zustand folgenden Intermediate oberhalb von 180 K beob-
achtet werden konnen. Weiterhin erlaubte dieser Ansatz das in kinetischen Messungen
nicht beobachtete M-Intermediat des sauren Photozyklus nachzuweisen. Dieses sehr
wichtige Resultat validierte die pH-abhédngige Umkehr der Pumprichtung und lieferte
somit einen wichtigen Beitrag zum molekularen Verstédndnis der Protonenpumpe PR. Um
strukturelle Einblicke in den Photozyklus zu erlangen und die am Pumpvorgang beteilig-
ten Aminosduren zu identifizieren wurden nachfolgend Tieftemperaturuntersuchungen im
infraroten Spektralbereich bei mehreren pH-Werten durchgefiihrt. Die Implementierung
eines sichtbaren Faserspektrometers in den Strahlengang des FTIR-Aufbaus erlaubte
hierbei die simultane Aufnahme der lichtinduzierten Anderungen der Bandenposition im
sichtbaren Spektralbereich und der Anderungen der Proteinstruktur sowie der Protonie-
rungszustinde der Seitenketten. Fiir den M-Zustand bei pH 5,1 konnte hierbei gezeigt
werden, dass auch hier eine Aspartat- oder Glutamat-Seitenkette als Protonenakzeptor
fungiert. Die Bandenposition favorisiert dabei eine Zuordnung zu Glu-108, das unter
alkalischen Bedingungen der Protonendonor ist. Weiterhin konnte dargelegt werden,
dass der Photozyklus von PR nicht nur vom pK,-Wert des Protonenakzeptors Asp-97
abhéngt, sondern von einem Zusammenspiel mehrerer pH-abhéngiger Gleichgewichte, da
schon kleinste Anderungen des pH-Werts im Bereich des pK, groken Einfluss auf die
beobachteten Differenzspektren sowie die Dynamik haben. Auf der Basis der publizierten
elektrophysiologischen Messungen wurde dies in Form eines Drei-Zustands-Modells inter-
pretiert. Bei pH-Werten > 9,0 wird eine nach aufien gerichtete Protonenpumpaktivitét
beobachtet, bei pH-Werten < 5,1 hingegen eine nach innen gerichtete. Zwischen diesen
pH-Werten wird kein gerichteter Protonentransport vorgeschlagen.

Auch fiir das in jingster Vergangenheit zur optogenetischen Kontrolle neuronaler Netze
eingesetzte eukaryotische Retinalprotein Channelrhodopsin-2 (ChR-2) wurden umfangrei-
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che Photozyklusstudien durchgefiihrt. Mit Hilfe von transienter Absorptionsspektroskopie
im Sichtbaren sowie der Fluoreszenzaufwartskonvertierung konnte gezeigt werden, dass
der angeregte Zustand nach einem Relaxationsprozess im Bereich von 150 fs bei pH 7 mo-
noexponentiell mit 0,4 ps zerféllt. Die Reaktion setzt sich mit einem Kiihlprozess (2,7 ps)
und kleineren Anderungen der Linienbreite des K-Photoprodukts (200 ps) fort. Die hohe
Ubereinstimmung dieser Dynamik mit den bekannten Merkmalen der Primérreaktion
von BR und Sensorrhodopsin II (SRII) legt nahe, dass die elektrostatischen Bedingun-
gen sowie das Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk dieser Proteine sehr &hnlich sind.
Die Isomerisierungsdynamik von ChR-2 sollte daher mit den etablierten BR-Modellen
interpretiert werden konnen. Durch die schnelle Deaktivierung des angeregten Zustands
war es zudem moglich in Kurzzeitmessungen im infraroten Spektralbereich die direkten
Auswirkungen der Retinalisomerisierung auf die Proteinumgebung zu beobachten. Die
Vielzahl ausgepréagter Differenzbanden zeigte hierbei, dass neben der schnellen Isomeri-
sierung auch der Energietransfer der im Retinal gespeicherten Uberschussenergie an das
Protein sehr effizient ist. Uber Blitzlichtphotolyseexperimente konnte die Langzeitdy-
namik des ChR-2-Photozyklus erstmals mit einer sub-us Zeitauflosung charakterisiert
werden. Neben der fiir Retinalproteine typischen Abfolge von blau- und rot-verschobenen
Intermediaten, ist der Photozyklus mit einer Dauer von etwa 5 s signifikant langsamer als
der gemeinhin schon langsame der sensorischen Retinalproteine. Auch die beobachtete
triexponentielle Grundzustandsriickkehrkinetik ist eher ungewohnlich fiir ein Retinal-
protein. Um die Aktivierungsbarrieren des ChR-2-Photozyklus zu untersuchen, wurden
temperaturabhingige Messungen durchgefiihrt. Diese ergaben, dass der Photozyklus
durch entropische Faktoren bestimmt wird. Die am Ende des Photozyklus stark negati-
ven Aktivierungsentropien konnen als Wiederherstellung der geordneten geschlossenen
Konfiguration des Kanals angesehen werden. Die Temperaturunabhéngigkeit der letzten
Zeitkonstanten konnte mit einer rauen Potentialhyperfliche erklart werden, bei der
die Energiebarrieren unterhalb kpT liegen. Da FTIR-Messungen zeigen konnten, dass
dieser Prozess mit lokalen, strukturellen Anderungen der Retinalbindetasche zusammen
héngt, ist die Annahme einer Reihe sequentieller Schritte, in denen die urspriingliche
Struktur inklusive der Wasserstoffbriicken wieder hergestellt wird, wahrscheinlich. In
einem letzten Ansatzpunkt wurde die Imidazol-Abhéngigkeit der Langzeitdynamik des
ChR-2-Photozyklus untersucht. Es zeigte sich, dass die Dynamik um die De- und Re-
protonierung stark von diesem externen Donor beeinflusst wird. Es wurde jedoch nicht
nur eine Beschleunigung der Reprotonierungsreaktion beobachtet, sondern auch der
molekulare Mechanismus scheint sich nach Zugabe von Imidazol gedndert zu haben.
Diese Effekte konnen am ehesten durch eine Verstarkung des Histidin-Donor-Effekts
durch das strukturell verwandte Imidazol erklart werden.

Genau dieser Einfluss externer Donor-Molekiile stand ebenfalls in einer Kurzzeit-Studie
archaealer Retinalproteine im Fokus. Vorausgegangene Studien konnten zeigen, dass
die Zugabe von Azid-Anionen die Isomerisierungsdynamik sowie einen nachfolgenden
spektral stillen Ubergang der Protonenakzeptormutante SRII D75N beeinflusst. Die
vorliegende Arbeit stellte heraus, dass dieser Effekt ein einzigartiges Merkmal dieser
Mutante ist, da die Zugabe von Azid keine Auswirkungen auf die Primardynamik von
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SRII, BR sowie die analoge BR, D85N-Mutante ergab. Abschlieftend wurde iiberdies
die Bedeutung des in der Zelle in 2:2-Stéchiometrie beobachteten Transducerkomplexes
auf die Primérreaktion von SRII untersucht. Es zeigte sich, dass dieser trotz direkter
Wasserstoftfverbriickungen keinen Einfluss auf die Isomerisierungsdynamik aufweist, was
eine wichtige Information beziiglich der Signalweitergabe sensorischer Retinalproteine
ist.

10.2 English version

The aim of this PhD thesis was to gain information on the photocycle properties of
archaeal, bacterial and eukaryotic retinal proteins by means of time-resolved spectroscopy
in the visible and the infrared. The work focuses on the ultrafast isomerization of the
retinal chromophore which takes place on a 100 fs to 10 ps time scale depending on the
system. The pump-probe-technique allows the investigation of the first two nanoseconds
of the photocycle with femtosecond time resolution, thus the formation of the first ground
state intermediate, termed the K state, is observable. The subsequent reaction steps
of the photocycle (according to the bacteriorhodopsin (BR) terminology the emerging
intermediates are named L, M, N and O) were investigated using laser flash photolysis
as well as low temperature spectroscopy. Several important insights are achieved, which
are briefly summarized in the following paragraphs.

For the bacterial proton pump proteorhodopsin (PR) pump-probe-measurements in
the visible were performed under D2O conditions at pD-values where the side chain of
the proton acceptor Asp-97 is either deprotonated or protonated. The K photoproduct is
formed with two time constants in the range of ~ 1 ps and =~ 20 ps. The biphasic excited
state deactivation pathway was found to be less dependent on the pD value than on the
pH value illustrating noticeable differences in the hydrogen bonding network under both
pH-conditions. This was further validated by the investigation of the D97N mutant which
serves as a model system for PR with protonated Asp-97. The obtained isomerization
dynamics closely resembles the one under acidic conditions. Also the kinetic isotope
effect is in the range as for PR at pD 6.4 and therefore significantly lower as for alkaline
PR. To get direct structural insights into the isomerization dynamics ultrafast infrared
spectroscopy was performed in the region of the C=C- and C=N-stretching vibration
of the chromophore. It turned out that the observed infrared characteristics are mainly
dominated by the molecular temperature of the system. Nevertheless, it could be shown
that the quantum yield of the K intermediate formation is independent of the pD-value. In
a further step the influence of the highly conserved histidine residue on the isomerization
properties was investigated. For this purpose two mutants were studied. In the first
mutant the histidine is replaced by an uncharged asparagine (H75N) and in the second
by a methionine (H75M), the homologous residue in BR. The observed reduction of the
pK,-value of Asp-97 in the mutants shows the stabilizing effect of the histidine side chain.
However, the primary dynamics is only slightly affected by the mutations. This means
that the electrostatic and steric properties as well as the H-bonding network in the vicinity

196



10.2 English version

of the retinal Schiff base are not drastically perturbed by the mutation. The subsequent
photocycle dynamics was studied by low-temperature spectroscopy. The investigations
in the visible spectral range revealed that the photocycle intermediates following the K
state can be monitored above 180 K. Furthermore, this cryo-trapping approach allowed
the observation of the kinetically silent M intermediate at low pH which is essential for
the pumping mechanism. It thus validates the proposed pH-dependent inversion of the
pumping direction. To get structural insights into the photocycle reaction and to identify
the participating amino acids in the proton translocation pathway low-temperature
infrared measurements were performed. The implementation of a fiber spectrometer
in the beam path of the FTIR-spectrometer allows the direct comparison of the light
induced changes of the visible band position of the chromophore and the alterations in
the protein structure as well as side chain protonation changes. At acidic pH it could
be shown that another aspartate or glutamate side chain replaces the function of the
now protonated Asp-97 as proton acceptor. The band position favors the assignment of
Glu-108, which is the proton donor under alkaline conditions. This is in line with the
proposed inversion of the pumping direction. Furthermore it could be shown that the
photocycle is not only determined by the pK,-value of Asp-97, but an interplay of several
pH-dependent equilibria, since small pH-changes around the pK, have a high impact on
the observed difference bands and their dynamics. On the basis of electrophysiological
measurements this was interpreted as three state pumping model, in which outward
directed pumping is observed at pH-values > 9.0 and inward directed at pH-values < 5.1.
No directed transport is proposed in between these pH-values.

Also for the ion channel channelrhodopsin-2 (ChR-2) comprehensive investigations on
the photocycle properties were performed. Ultrafast visible absorption and fluorescence
spectroscopy reveals that after a relaxation on the S; surface within 150 fs the excited
state decays monoexponentially with 400 fs, thereby populating the K-photoproduct. The
reaction closes with cooling processes (2.7 ps) and slight alterations in the line width of the
K-state (200 ps). The high resemblance to the dynamics of the archaeal retinal proteins
BR and sensory rhodopsin IT (SRII) implies that the electrostatic conditions as well as the
hydrogen bonding characteristics are very similar for all of these proteins. The primary
dynamics should therefore be interpreted within the framework of the well-established
BR models. Due to the fast Si;-depopulation it was possible to observe the direct effects
of the retinal isomerization on the surrounding protein by pump-probe-spectroscopy
in the mid-infrared. A multitude of difference bands is observed. This shows that the
excess energy transfer from the retinal to the protein is very efficient. The subsequent
photocycle dynamics of ChR-2 was determined by laser flash photolysis. It turned out
that the photocycle exhibits the typical BR-like blue and red shifted photointermediates,
but is with a turn over rate of 0,2s~! significantly longer than the photocycles of the
usually slow sensory proteins. Also the observed triexponential recovery dynamics of the
initial ground state are very unusual for a retinal protein. To learn about the activation
energies of the photocycle temperature dependent measurements were performed. It
could be shown that the photocycle is mostly determined by entropic factors. The
strongly negative activation entropies at the end of the reaction cycle can be assigned
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to the restoration of the ordered, closed configuration of the channel. The temperature
independence of the last time constant of ~5s was interpreted in terms of a rough
potential energy surface with barriers beneath kpT. FTIR-spectroscopy showed that
the processes on this long time scale are linked to local structural changes in the retinal
binding pocket, thus the assignment to a series of sequential steps is likely, which are
necessary for the recovery of the initial structure, e.g. the H-bonding network. In a last
step the influence of imidazole on the long time photocycle dynamics was investigated.
It could be shown that imidazole has a strong impact on the de- and reprotonation
dynamics of the retinal Schiff base linkage to the protein. Not only an acceleration of
the reprotonation dynamics was found, but also a change in the molecular mechanism.
An enhancement of the histidine donor moiety by the structurally related imidazole is
assumed.

The influence of another external donor on the isomerization properties of archaeal
retinal proteins was in the focus of a further ultrafast study. Previous measurements
could show that the addition of azide accelerates both the isomerization dynamics and a
subsequent spectrally silent transition of the proton acceptor mutant of SRII (D75N).
This effect was now proven to be a unique feature of the D75N mutant of SRII, since it was
not identified in wild-type SRII, BR and the respective BR mutant D85N. The influence
of the cognate transducer complex of SRII on the ultrafast isomerization dynamics
of the receptor was investigated in a last transient absorption study. No influence on
the primary dynamics could be detected, although the transducer is directly hydrogen
bonded to the sensory protein in the proximity of the retinal. This means that the signal
transduction does not occur on this early stage of the photocycle.
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