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Abbildung 49: Experimentelle Ergebnisse der Subpikosekunden-Infrarotspektroskopie im Bereich der
Ethylenbande des Bakteriorhodopsins. Die Kinetik bei 1498 c¢cm unterscheidet sich insofern von den
restlichen, als nur eine Nullpunktskorrektur, aber keine Amplitudenkorrektur durchgefihrt wurde. Bei den
eingezeichneten Linien handelt es sichlatarpolationen in Form einer Summe von e-Funktionen, die mit
dem Anregungs- und "gate"-Puls geeignet gefaltet wurden. Siehe hierzu Kapitel 2.3.5.



4 Experimentelle Ergebnisse und Diskussion

4.1 Die eyerimentellen Ergebnisse

4.1.1 Die zeitabhangigen Kinetiken

Mit der Ethylenbande bezeichnet man die symmetrische Streckschwingung der C-C-Doppelbindun-
gen des Chromophors. Die Bandenposition ist mit dem Grad-H&ktronen-Delokalisierung
entlang der Doppelbindungen verkniifft. Die Isomerisierung des Chromophors nach optischer
Anregung verandert die Wechselwirkung deslektronensystems mit der polaren Umgebung und
damit indirekt auch die Bandposition. Die Ethylenbande kann deshalb als Sonde betrachtet
werden, mit deren Hilfe der Isomerisierungsprozel} verfolgt werden kann.

Abbildung 49 zeigt zeitabhangige Absorptionsanderungen (=Kinetiken) im Spektralbereich der
Ethylenbande des Bakteriorhodopsins nach optischer Anregung bei 540 nm in einem zeitlichen
Bereich, der die ersten Intermediate des Fotozyklus umfal3t. Eine negative (positive) Absorptions-
anderung, auch Bleichsignal (Absorptionssignal) genannt, fuhrt zu einer erhéhten (verminderten)
Transmission des Probestrahles, dessen Wellenzahl mit einer Genauigkeit voh =1 cm bei jeder
Kinetik vermerkt ist. Die eingezeichneten Linien stellen eine Simulation einer geeigneten Faltung
einer Summe von Exponentialfunktionen mit Anregungs- und "gate"-Put¥’dar.  Sie sind im Sinne
einer Interpolation aufzufassen.

Die dargestellten Zeitverlaufe lassen sich in vier Gruppen einteilen. In der ersten Gruppe
(1502 cmt - 1515 crh ) finden sich rein absorptive Sigmalezwei noch zu erklarenden Charak-
teristika. Einerseits ist der scheinbare Nullptitkt verschoben und andererseits bildet sich nach
wenigen Pikosekunden ein Maximum, gefolgt von einem Riickgang der Absorption, aus.

Die zweite Gruppe (1526 ¢ - 1536 ¢m ), die von der ersten durch einen Ubergangsbereich
getrennt wird, beinhaltet reine Bleichsignale, die mit einem starken Riickgang der Amplitude zu
spateren Zeiten verbunden sind. Das Bleichsignal bei 1529 cm zeigt des weiteren eine zeitliche
Feinstruktur in Form eines zusétzlichen Bleichsignales, die man auch in der Kinetik bei 1’526 cm
zu sehen glaubt.

Der Ubergangsbereich wird beispielhaft durch die Kinetik bei 1519 cm vertreten und zeigt
absorptive Signale und Bleichsignale.

Die vierte Gruppe wird durch die Kinetik bei 1498 tm und die nicht gezeigte, aber in ihrer
Qualitat vergleichbare Kinetik bei 1542 ¢m gebildet. Bei der Datenverarbeitung erfolgte eine
Nullpunktskorrektur, aber keine Normierung. Unter Berlcksichtigung des Rauschens zeigen beide
Kinetiken keine zeitliche Absorptionsdnderung. Sie begrenzen also den spektralen Bereich,
innerhalb dessen die Ethylenbande ihre Dynamik entfaltet.

149 Siehe hierzu auch Unterkapitel "Korrelation fiir die C=C-Bande in Kapitel 2.1.4
%0 Siehe hierzu die FuBnotenbemerkung zu K(t) in Kapitel "2.3.5 Die Simulationsfunktion fiir Silicium".

131 Mit dem scheinbaren Nullpunkt wird der Zeitpunkt des Wendepunktes der Anstiegsflanke bezeichnet. Dieser Zeit-
punkt muf3 nicht mit dem experimentellen Nullpunkt, der durch den Anregungspuls definiert wird, zusammenfallen.
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Abbildung 50: Die drei abgeleiteten Spektren zu unterschiedlichen Verzégerungszeiten (0.5 ps, 2 ps, 12 ps)
nach optischer Anregung bei 540 nm im Spektralbereich der Ethylenbande des Bakteriorhodopsins. Die
Spektren wurden aus den Kinetiken der Abbildung 49 und der eingezeichneten Interpolation gewonnen.
Nachdem im Rahmen des Systemrauschens die Kinetiken bei 1498 cm und bei 1542 cm (nicht gezeigt)
keine zeitliche Struktur erkennen lassentdeuim Spektrum die Absorptionséanderung an diesen spektralen
Positionen zeitunabhangig auf Null gesetzt.

4.1.2 Die zeitabhéngigen Spektren

Die prasentierten Kinetiken in Abbildung 49 weisen keinen einheitlichen Satz an Verzdgerungs-
zeiten auf. Um dennoch aus ihnen zeitabhangige Spektren ableiten zu kdnnen, missen die Mel3-
werte geeignet interpoliert werden. Es soll deutlich darauf hingewiesen werden, dal3 diese Methode
im allgemeinen einer Informationsfilterung gleichkommt, und deshalb Vorsicht im Hinblick auf
eine weitere Interpretation angebracht ist.

Fur die Ableitung der zeitabhangigen Spektren (Abbildung 50) wird die in die Kinetiken einge-
zeichnete Interpolation verwendet. Dadurch kdnnen die Spektren nur die zeitliche Grobstruktur mit
der in Abbildung 49 gezeigten Genauigkeit widerspiegeln.

Zum Zeitpunkt 0.5 ps sieht man eine absorptive Bande mit einem Bandenschwerpunkt bei
1511 cm* und ein Bleichsignal mit einem Bandenschwerpunkt bei 1528 cm . In der weiteren
zeitlichen Entwicklung nehmen die Bandenmaxima ab und die Bandenschwerpunkte verschieben
sich von 1511 crh nach 1513 ¢m und von 1528 cm nach 1531 cm . Diese Entwicklung ist nach
ca. 12 ps abgeschlossen.
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Abbildung 51: Aus dem Potentialmodell (a) nach Zinth/Mathies abgeleitetes Ratenmodell (b), das zur
Simulation der vorgestellten experimentellen Kinetiken herangezogen wird. Hervorgehoben werden
diejenigen ZustadndeBR, OT, K = K1, K2), die spater mit einer Infrarotbande verknipft werden. Die
entsprechenden Bandenpositionen, Raten und die Quanteneffizienz fir die Vorwértsreakti@chdrind
ebenfalls angegeben.

4.2 Die Simulation der Egebnisse

4.2.1 Das verwendete Modell und seine Parameter

Ultrakurze optische Absorptionsmessungen bilden den Ausgangspunkt fir die Modellierung
schwingungsangeregter Dynamiken. Im Fall von Bakteriorhodopsin gibt es als Folge sich wider-
sprechender Messungen zwei Potentialmodelle (siehe Tabelle 5), die den Isomerisierungsprozel}
auf der Piko- und Subpikosekundenzeitskala beschreiben. Beide Modelle unterscheiden sich in der
Zeitkonstanter, fur das Erreichen des Grundzustantieier ersten angeregten elektronischen
Potentialflaches, und int, der folgenden Weiterreaktion, sowie in der Existenz elflagerme-

diates. Es wird sich zeigen, dalkeinen signifikanten Einflu3 auf die Simulation der hier vor-
gestellten Versuchsergebnisse haben wird.tfisrerden 0.5 ps angesetzt. Diese Wahl steht in
Einklang mit dem Zinth/Mathies-Modell und stellt beztiglich des zweiten Modells (Anfinrud) eine
Vereinfachung dar. Mit dieser Festlegung ist auch die Existend,\v@nem Vorlauferzustand von

K, verbunden, der aber in der Simulation spektroskopisch nicht direkt in Erscheinung treten wird.

Die Bandenposition der Ethylenbande ist mit den unterschiedlichen Intermediaten verknupft. Die
fur die Simulation benétigten Bandenpositionen werden aus der Literatur entnomniR,,Zu
gehort die Schwingungsgrundzustandsband® (— v=1), die ihr Absorptionsmaximum bei
1528 cmt hat. Die schwingungsangeregte Bandenpositidn (> v=2), die in dieser ArbeiOT-
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Modellparameter Modell ¥ Mathies/Zinth Modell 2= Anfinrud
Zeitkonst. fur 200 fs 30fs
Zeitkonst. Weiterreaktion 0.5ps Bereich : 0.37 ps - 2.1 ps
J-Zustand Ja Nein

Tabelle 5: Gegenuberstellung der im Hinblick auf die Simulation der vorgestellten Kinetiken wichtigen
Unterschiede der beiden Potentialmodelle, die den Isomerisierungsprozel3 von Bakteriorhodopsin auf der
Piko- und Subpikosekundenzeitskala beschreiben.I Mitrd der Grundzustand der ersten angeregten
PotentialflacheS, bezeichnet. Eine detailiertere Diskussion der Modelle ist in Kapitel 2.1.3 zu finden.

Bande genannt wird, 1aBt sich aus Resonanz-Raman-Messungen entnehmen. Myers et al  ordne-
ten vorlaufig eine bei 3036 ¢ liegende Bande dem Obertoniibergadhg(v=2) des Grundzu-

standes zu, woraus sich die Position@&Bande zu 3036 cth - 1527 ém =1509cm ableitet.
Gestutzt wird diese vorlaufige Zuordnung durch Subpikosekunden-Resonanz-Raman-Messungen
von Van den Berg et’af mit einer Zeitauflosung von 800-900 fs. Sie konnten eine bei 1510 cm
liegende Bande nachweisen und ordneten sie einem K-Vorlaufer zu. Aus zwei Grinden braucht
eine mit den elektronisch angeregten Zustan@€nund | verknipfte Bandenposition nicht
berlcksichtigt zu werden. Erstens ist die Zeitauflosung des Subpikosekunden-Absorptionsspektro-
meters zu gering (0.6 ps) und zweitens verschiebt sich die Position der Ethylenbande nach opti-
scher Anregung in der GroRenordnung von 100 cm , wie Lochbrennspektroskopie von Bakte-
riorhodopsin in PVA-Filmen bei tiefen Temperatufén zeigen. Sie befindet sithmaht mehr

in dem 42 cm breiten Beobachtungsfenster dieser ArbeiK-mustand, der auf der Grund-
zustandspotentialflache zu finden ist, teilt sich die Ethylenbande und bildet nach ps-Resonanz-
Raman-Messungéii  und theoretischen Rechnuffgen eine Doppelbande. Sie werden in dieser
Arbeit mit K1 (1519 cm' ) undk2 (1530 cm' ) bezeichnet. Proteinbanden konnten auch einen
Beitrag zum spektralen Bereich des Beobachtungsfensters liefern. In diesem Modell wird dieser
Einfluld aber nicht berticksichtigt.

Im letzten Schritt missen die zu bertcksichtigenden Bandenpositionen mit Zustanden in einem
Ratenmodell verknlpft werdeBRwird mit dem elektronischen Grundzustdig,,,, K1 undK2

mit demK-Intermediat der Grundzustandspotentialflache verknipftCDiBande ist als Vorlau-

fer vonBRanzusehen, weshalb ein neuer Vorlauferzustandendtigt wird. Damit Freiheit in der
Bevolkerung dieses Zustandes besteht, ist ein weiterer Vorlauferzusk@d (precurser of
overtone) genannt - notwendig. Damit ergibt sich das in Abbildung 51 b) dargestellte Ratenmodell,
das seine mathematische Entsprechung in folgenden Gleichungen findet:

152 Myers A.B. et al, J. Chem. PhyZ9 (1983), 603
133 yvan den Berg R. et al, Biophys.5B (1990), 135
% Kamalov V.F. et al, J. Phys. Cheifl0(1996), 2762; PVA = Poly Vinyl-Alkohol

155 Althaus T. et al, Isr. J. Cher85 (1995), 227; Lohrmann R. et al, in Lau et &ime-Resolved Vibrational
Spectroscopy VISpringer Proceedings in Physitg Springer 1994, 208 ff

16 Grossjean M. et al, J. Phys. Ché&.(1990), 8059
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1 -1 -1 -1 -1
8ges I(I kges I(OT I(BR kk Opp Ggate

0.037 0.2ps 0.5ps 0.67ps 2ps 3 ps 0.5ps 0.5ps

Tabelle 6: Tabelle der verwendeten Ratender Quanteneffizieng , der Anregunspulsbreitg, und der
Gatepulsbreite . Nur die fett gedruckten Parameter werden in der Simulation variiert. Die Werte ergaben
sich durch eine Anpassung nach Augenmal3.

Bande Yiemt  Avlemt el a.u.
BR 1528 17 1
oT 1511 17 2
K, 1519 20 0.7
K, 1530 20 0.3

Tabelle 7: Zusammenstellung der Bandenparame%rbezeichnet die Bandenposition (Genauigkeit:
+ 1 cm'), deren BreiteAV betragt. € ist der relative Extinktionskoeffizient. In der harmonischen
Oszillatornaherung betragt er 2 fiir deri - v=2 Ubergang deBR Grundzustandes. Nur die fett gedruckten
Parameter werden in der Simulation variiert. Die Werte ergaben sich durch eine Anpassung nach Augenmalf.

OpR FC _
dtNBR =7 hv IPP(t) NBR v kBRNOT’ dt:d/dt

Opr.FC
dtNBR* = hy IPP(t) NBR - kINBR*

dtNI = kINBR* - kges NI
dN, -pk, N, - kN, (101)

ges "1
dtNk = kkNJ

A, Npor = (1-p) kpy Np - kor Npor

ges "1
dtNOT = kOTNPOT - kBRNOT

Darin bezeichneti,s . den Wirkungsquerschthfiir den elektronischen UbergaBg;,—~FC und

l-:(t) den gaul3formig angesetzten Intensitatsverlauf des Pumppulses. Auf Grund der kleinen
Fluoreszenzquantenausbétite veh03 kann der mit einer direkten Relaxation verbundene
Ubergandg=C — BR,;,vernachlassigt werden.

Um schliel3lich zeit- und wellenzahlabhéangige Absorptionsanderungen unter Berlicksichtigung der
Detektionsmethode "optisches gaten" berechnen zu kénnen, missen die aus dem Ratenmodell

57 polland H.J. et al., Biophys.49 (1986), 651
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Abbildung 52: Zeitabhangigkeit der im verwendeten Ratenmodell vorkommenden Besetzungswahrschein-
lichkeiten. Dicke Linien kennzeichnen die Zustande, die spektroskopisch direkt in Erscheinung treten werden.

abgeleiteten zeitabhangigen Besetzungswahrscheinlichkeiten in Gleichufi§y (69)

_ 2 | m2
A0D(, V) - /a_ Lﬂ exp (41n2 (t/,,,)* - In10 £, [Nyed) Lyp + Ne Ly -Lgy) + Nop Loyl Jd
gate

(102)

L, =L

25y vp o) = x ~» X - BR, KI, K2, OT

eingesetzt werden.

Insgesamt werden 20 Parameter, die Tabelle 6 und 7 zusammenfassen, zur Beschreibung benétigt.
Davon sind 15 durch experimentelle Gegebenheiten festgelegt oder der Literatur entnommen
worden. Nur die zwei Ratenkonstantgp undkg,, die beiden relativen Extinktionskoeffizienten

fir dieK-Doppelbande und der Gesamtextinktionskoeffizegnsind als variabel anzusehen. Die
mathematische Modellierung weist somit nur 5 Freiheitsgrade auf.

4.2.2 Die Welt des Modells

Abbildung 52 zeigt die zeitabhangigen Besetzungswahrscheinlichkeiten der beteiligten Zustande
des angesetzten Ratenmodells unter Verwendung der in Tabelle 6 zusammengefal3ten Parameter.
Dicke Linien kennzeichnen die Besetzungswahrscheinlichkeiten, die spater mit einer Infrarotbande
identifiziert werden und dadurch eine direkte spektroskopische Relevanz erhalten.

Als Folge des komplexen Ratenmodells fallt der scheinbare Nulfgtinkt g fdrundN, mit
dem wirklichen Nullpunkt zusammen. Die Amplitude W¥g;-1 spiegelt den zeitlichen Verlauf

138 Siehe ausfiihrliche Herleitung in Kapitel "2.3.4 Das einfache phanomenologische Modell fiir Bakteriorhodopsin”

¥ Der scheinbare Nullpunkt ist der Zeitpunkt, der zum Wendepunkt der Anstiegsflanke gehort. Siehe hierzu Kapitel
2.3.2
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Abbildung 53: Auswirkung der Bandenerweiterung auf den Verlauf ausgewdhlter Kinetiken. Jede Teilabbil-
dung zeigt drei Signale, die sich ergeben, wenn bei der Simulation nur eine ausgewahlte Anzahl an Banden
berlcksichtigt wird. Die punktierte Linie folgt aus der alleinigen Existenz der GrundzustandBifamie

dunne Linie zeigt die spektrale Auswirkung in Gegenwart der Grundzustandg&Rodd deK-Dublettes

K1 undK2. Die dicke Linie ergibt sich schlie3lich, wenn bei der Simualtion alle vier BaBidal1, K2 und

OT Berucksichtigung finden.

des Prozentsatzes der angeregten Molektle wieder. Im Ratenmodell existiert eine Verzweigung im
I-Intermediat, wodurch eine Ruckrelaxation der angeregten Molekile erméglicht wird. Diese
Relaxation aufert sich in einem Rickgang der betrachteten Amplitude. Zu spéateren Zeiten befinden
sich der Bruchteip der angeregten Molekile ikyIntermediat. Fir beide Amplituden gilt dann im
Rahmen des Modelf§’

Npp(®9)-1 = N(=). (103)

Setzt man den maximalen Prozentsatz der angeregten Molekule in Beziehung mit den erfolgreich
weiter reagierenden und dadurch #feAustand erreichenden Molekule, dann spiegelt sich in dem
Quotienten

_ Min (N, )
Nyr()

die Quanteneffizieng fur die Vorwartsreaktion wieder.

(104)

Steht im Gegensatz zu dieser Arbeit die Ermittlung der Quanteneffizienz im Vordergrund der
Subpikosekunden-Infrarotspektroskopie, dann ist folgendes zu beachten: Werden die gemessenen
Signale mit einer im Vergleich zur Riickrelaxationszeit (450 fs) zu geringen Zeitauflosung abgeta-
stet, dann kommt es durch mittelnde Effekte zu einer VergroRerung der durch Gleichung (104)
ermittelten Quanteneffizienz. Ist der Anregungspuls auch zu lange, dann kénnen rickrelaxierte

180 "o hedeutete groR im Vergleich zur Zeitskala, hier also 20 ps
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Abbildung 54: Vergleich der Auswirkung unterschiedlicher Ratenkonstaktés0 fs / 200 fs) auf den
zeitlichen Verlauf der simulierten Kinetiken. Die Ratenkonstanten stammen aus konkurrierenden
Potentialmodellen Zinth/Mathies und Anfinrud.

Molekule zweimal vom gleichen Anregungspuls angeregt werden, wodurch die Quanteneffizienz
zusatzlich vergroRert wird.

Werden die aus den Ratengleichungen folgenden zeitabhangigen Besetzungswahrscheinlichkeiten
in Gleichung (102) eingesetzt, dann erhalt man die Bandenerweiterung. Spektroskopisch bedeutet
sie, dal3 ausgewahlte Zustande des GrundzustaB&eOT, K1, K2) mit einer Infrarotbande
verknupft werden, deren Amplitude durch die Besetzung der Zustéande bestimmt werden. Der
unterschiedliche Einfluf3 der vier Band8@R OT, K1 undK2 auf den Verlauf der Kinetiken soll an

Hand von Abbildung 53 diskutiert werden. Wird nur die Grundzustandsbande berticksichtigt, dann
erhalt man eine Kinetik, die schon im Zusammenhang mit der zeitabhdngigen Besetzungswabhr-
scheinlichkeitNgs-1 diskutiert wurde. Der Einflul3 dd&Dublettes erfolgt in einer zusatzlichen
Absorption zu spateren Zeiten. Wirde dieser Einfluld obwohl existent in einer Interpretation
ignoriert werden, dann kame es die Quanteneffizienz von 0.6 betreffend zu einem Widerspruch.
Die OT-Bande dominiert, bedingt durch ihre bei 1511'cm liegende Position den niederenergeti-
schen Bereich der dargestellten Kinetiken und fiihrt deshalb zu einer ausgepragten Anderung des
zeitlichen Verlaufes bei 1502 ¢m . Hier ergibt sich auch die starkste Verschiebung des scheinbaren
Nullpunktes. Mit gré3erer Entfernung zu dem Absor®é&rwird die Verschiebung kleiner. Die
Bleichsignale kdnnen deshalb herangezogen werden, um die Genauigkeit der Nullpunktsbestim-
mung zu Uberprifen.

Um den Einflul der Rate, die je nach zu Grunde gelegtem Potentialmodell (Zinth/Mathies oder
Anfinrud) die Werte (200 f§) oder (30 fs) annehmen kann, auf die Simulation zu priifen, wurde
in Abbildung 54 fir drei charkteristische Wellenzahlen die Simulation durchgefihrt. Ist die Rate
k groRRer, dann wird der Grundzustand schneller aufgefillt un@@iBande schneller populiert.
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Das fuhrt im Fall der beiden hochenergetischen Kinetiken zu einer Reduktion der Bleichbande und
im Fall der niederenergetischen Kinetik zu einem schnelleren Erscheinen der abs®Mtiven
Bande.

Alle drei Beispiele zeigen, daR die Anderungen im Signalverlauf je nach verwendetem Wert von
k kleiner als das Signal/Rausch-Verhdltnis der experimentellen Kinetiken ist. Deshalb besteht
Freiheit in der Wahl dieses Parameters. Trotz der aus numerischen Grinden erfolgten Festlegung
vonk, = (200 fs) ist damit keine Entscheidung flr eines der beiden konkurrierenden optischen
Modelle (Zinth/Mathies, Anfinrud) verbunden oder mdglich.

4.2.3 Die Simulation

Unter Verwendung der Parameter aus den Tabellen 7 und 6 wurden Simulationen durchgefihrt und
zusammen mit den experimentellen Ergebnissen in Abbildung 55 dargestellt. Um die Qualitat
bewerten zu kénnen, mul3 daran erinnert werden, dal3 durch die nachtragliche Korrelation der
Kinetiken zueinander Ungenauigkeiten beziglich der Amplitude und des Nullpunktes entstanden
sind. Die richtige Beschreibung destleien Verlaufes einer Kinetik ist deshalb wichtig. Abwei-
chungen beziglich des zeitlichen Nullpunktes und der Gesamtamplitude sind dagegen eher zu
tolerieren.

Der dargestellte Vergleich zeigt, dal} das Modell den zeitlichen Signalverlauf der Kinetiken mit
Bleichsignalen quantitativ reproduziert. Bei den Kinetiken mit absorptiven Signalen ist der
simulierte scheinbare Nullpunkt verschieden vom experimentellen, und es zeigt sich zusatzlich ein
Bleichsignal in der Nahe des experimentellen Nullpunktes, das in den experimentellen Daten nicht
wiederzufinden ist. Die Simulation gibt diese Kinetiken nur qualitativ wieder.

4.3 Diskussion

4.3.1 Das Modell

Bei der mathematischen Formulierung zur Berechnung der Besetzungen der Zustande muf3 nicht
auf den Dichtematrixformalismus zurlickgegriffen werden. Folgende Abschatzung wird zeigen, dal3
sich beim Anregungsprozell vom elektronischen Grundzu®&ygd in den Franck-Condon-
BereichFC der elektronisch angeregten PotentialflaSfeuf Grund der schnellen elektronischen
Dephasierungszeit und der zu geringen Anregungsintensitat im Maximum des Intensitatsverlaufes
des Anregungspulses keine Rabioszillationen ausbilden kénnen. Fir den Absorptionskoeffizienten
in der Zwei-Niveau-Naherung und bei kleiner Suszeptibilitat®gilt einerseits:

ir

& = o Ngp @grszo Magsrol” T (105)

Andererseits ist der Koeffizient mit dem Extinktionskoeffizientegg,, der Flachenanzahldich-
te c- und der Dicke der Probalurcha = g . / | verbunden. Die zur Berechnung der Rabifre-
guenz bendétigte Amplitud&| des elektrischen Feldes erhalt man aus

11 Boyd R.W.,Nonlinear optics Academic Press 1992, 199 ff
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Abbildung 55: Vergleich von Simulation (durchgezogene Linie) und Experiment der Subpikosekunden-
Infra-rotabsorptionsmessungen der Ethylenbande des Bakteriorhodopsins nach optischer Anregung bei
540 nm.
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Die Energie des Pumppulses betragt typischerweise 500 nJ, seine Pulsbreite 0.5 ps und wird durch
Linsen auf 200 um fokussiert. Als typischg T -Zeit werden 50 fs angesetzt. Damit laf3t sich die
Rabifrequenz abschatzen und man ef@alt 1/160 fs$ ~ 0.3 / T, Ein Vergleich mit Abbildung 16

auf Seite 36 zeigt die Richtigkeit der Behauptung.

Damit gilt:

Nachdem der Dauerstrich-CO-Strahl im Vergleich zum Anregungspuls eine um viele Grol3en-
ordnungen kleinere Intensitat hat, darf die Wechselwirkung von Zustamtidresem Laserstrahl
auch mit Hilfe eines Ratenmodells beschrieben werden.

Die hier betrachteten Schwingungszustai@ie OT, K1, K2) der elektronischen Grundzustand-
spotentialflaches, kdnnen sich erst ausbilden, wenn die zugehoérigen elektronischen Zustande
existieren. Im Modell muften deshalb die Ratenkonstanten der Schwingungszustande mit den
Ratenkonstanten, welche die Entstehung elektronischer Zustande beschreiben, gefaltet werden. Das
prasentierte Modell stellt diesbeziiglich eine Vereinfachung dar. Die Ratenkondtanten
enthalten deshalb einerseits einen elektronischen Anteil. Andererseits zeigte die Diskussion im
Kapitel 2.3.2 zum Thema "Kohérenz und verschiebende Banden", dal3 ein instantan geschaffener
Absorber in der Kinetik zu einem absorptiven Signal fuhrt, welches bei deltaférmigen Anregungs-
und "gate"-Pulsen durch die Schwingungsdephasierung$zeltgstimmt wird. Aus den Linien-

breiten 17 cm und 20 cin der verwendeten Banden lassen T -Zeiten von 0.6 ps und 0.5 ps
ableiten, die auch Teil der Ratenkonstanten sind.

Im Kapitel 2.3 wurden weitere koharente Ph&dnomene diskutiert, die nicht Teil der mathematischen
Formulierung der vorgestellten Simulation sind. Auf Grund des Systemrauschens (1mOD) kénnen
Oszillationen des gestorten freien Induktionszerfalls  und der Schwebungsoszillationen auf Grund
der Interferenz des Probestrahles mit der generierten Polarisation in der Probe nicht detektiert
werden. Der optische Kerr-Effekt kann durch den Anregungspuls im Kivettenmaterial eine
Polarisationsdrehung des Abfragestrahles induzieren. Dieser Prozel3 hat aber nur eine Auswirkung,
wenn die Polarisationsrichtung von Anregungs- und Abfragestrahl nicht wie in dieser Arbeit
gleich, sondern verschieden (idealer Weise 45°) sind. Dagegen |3t sich das Ausbilden einer
Kerrlinse nicht vermeiden. Mogliche Folgen wurden durch Optimieren des "gate-Prozesses"
minimiert. Eine Testmessung mit GaF als Probe zeigte zudem, dal3 im Rahmen der experimentel-
len Ungenauigkeit in der Absoptionsanderung von 1mOD keine Signale zu finden waren, wodurch
auch ein detektierbarer Einfluld der Kreuzphasenmodulation von Anregungspuls und Probestrahl
ausgeschlossen werden konnte.

Bei der Zuordnung dedT-Bande wurde auf Ergebnisse statischer Resonanz-Raman Messungen

%2Boyd R.W.,Nonlinear optics Academic Press 1992, 432

183 Der Begriff des "gestorten freien Induktionszerfalls” wird nur im Zusammenhang mit Abfragepulsen verwendet.
Fiur den Fall eines Dauerstrichstrahles als Probestrahl gibt es eigentlich keine Bezeichnung, obwohl der Sachverhalt
der gleiche ist. Hamm P., personliche Mitteilung
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von Myers et al und auf zeitaufgeléste Resonanz-Raman-Messungen der Ethylenbande von
Bakteriorhodopsin von Van den Berg €fal  zurtickgegriffen. Die Zeitauflosung der Experimente
von Van den Berg et al betrug 800-900 fs. Das Spekitrum wird von einer Bande bei 518 cm mit
einer deutlichen Schulter bei 1510 tm gebildet. Letztere wurde mit einem Vorlaufér des
Intermediates identifiziert. Die Autoren Ubersahen, dal’ bei der gegebenen Zeitauflosung auch
schwingungsangeregte Zustande des elektronischen GrundzusBigesum Gesamtsignal
beitragen kénnen und dalR das MelRergebnis die vorlaufige Zuordnung von Myers et al, einer bei
3036 cm' liegenden Obertonbande des elektronischen Grundzustandes der Ethylenbande, stiitzt.

Die Subpikosekunden-Infrarotspektroskopie ist sensitiv gegeniber Schwingungsmoden des
Chromophors und des Proteins. Nachdem das spektrale Beobachtungsfenster Teil déigiEamgwe
Flanke der Amid-ll-Bande ist, kann diese Bande prinzipiell einen Beitrag zur gemessenen Absorp-
tionsanderung liefern. Tieftemperatur-(77 K) FTIR-Differenzabsorptionsmessungen vom Grund-
zustand undK-Intermediat® zeigen, daR Beitrage der Amid-Il Bande vorwiegend um 1550 cm  zu
finden sind. Ubertragt man die dort gefundenen Atongen auf die experimentellen Gegebenhei-

ten der vorliegenden Arbeit, dann waren Amplituden unterhalb von 0.5 mOD auf Grund dieser
Banden zu erwarten. Die daraus resultierenden Absorptionsanderung wéare zu klein, um einen
nennenswerten Beitrag liefern zu kdnnen, weshalb fur diese Arbeit ein Proteineinflul3 nicht weiter
bertcksichtigt werden muf3.

Alternativ zur vorliegenden Modellierung der Schwingungsrelaxation mit Hilfe weniger, unterein-
ander nicht gekoppelter Normalmoden existiert eine komplexere Beschreibung von Hartfh et al.
Die Autoren nutzen den cigtrans-IsomerisierungsprozeR von AzobeH?ol nach optischer
Anregung aus, um cis- und trans-Azobenzolschwingungen anzuregen damit sie anschliel3end deren
RelaxationsprozelR mit Hilfe der Femtosekunden-Infrarotspektroskopie im Spektralbereich von
1400 cmt - 1550 crh verfolgen kdnnen. Die zeitabhangigen Spektren werden nahezu quantitativ
mit Hilfe eines Modells simuliert, in dem die zu untersuchenden Banden an ein Bad, gebildet durch
die restlichen Normalmoden, gekoppelt sind. Diese vorerst statische Beschreibung erhélt durch
zeitabhangige Verteilungsfunktionen héher angeregter Schwingungszustande aller Normalmoden
eine Zeitabhangigkeit. Die Ubertragung auf den Chromophor von Bakteriorhodopsin erscheint sehr
zweifelhaft, da die fur das Modell unerla3lichen héheren Schwingungszustéande fir den Chromo-
phor weder experimentell noch theoretisch in Form von Anharmonizitatskoeffizienten vorliegen.
Man kénnte versuchen, "Chromophor + komplexes Gegenion + Protein" durch ein Polypren in
Losung zu ersetzen. Hamm et al zeigten allerdings im Fall von Azobenzol, welches sie mit Hilfe
von Benzolparametern beschrieben, dal3 selbst bei diesem einfachen und kleinen Molekl nur eine
nahezu quantitative Beschreibung méglich ist. Im hier vorliegenden komplexeren Fall des Bakte-
riorhodopsins waren bei der erwogenen starken Vereinfachung eher Aussagen Uber die Gite der
Modellierung als Schlu3folgerungen bezlglich des Chromophors méglich.

4.3.2 Die zeitliche Grobstruktur

Die zeitliche Grobstruktur des Riickganges der Bleichsignale spiegelt auf den ersten Blick nicht die

%4 Myers A.B. et al., J. Chem. Phy&9 (1983), 603; Van den Berg et al., Biophys58(1990), 135
185 Spektralbereich: 1440 cin - 1620 ¢m

1% Siebert et al, Eur. J. BiochedB0 (1983), 565

" Hamm P. et al, J. Chem Phy€6(1997), 519

188 Azobenzol besteht aus zwei Benzolringen, die tiber eine Azoverbindung "-N=N-" miteinander verbunden sind.
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Abbildung 56: Ergebnis der Subpikosekundenmessung der CN-H-Schwingung von Bakteriorhodopsin bei
1641 cmt nach optischer Anregung bei 540 nm. Angegeben sind auch die maximale und die Amplitude zu
spateren Zeiten (20 ps).

aus der Literatur bekannte Quanteneffizienz von 0.6 fur ein erfolgreiches Weiterreagieten zum
Intermediat wider. In einer einfachen Interpretation wird dieser Riickgang durch jene Molekile
hervorgerufen, die nach Anregung nicht isomerisieren, dem Kreiszyklus also nicht weiter folgen,
sondern in den Grundzustand zurtickrelaxieren. Aus dem Quotienten der maximalen Amplitude
und der Amplitude zu spateren Zeiten laf3t sich nach dieser Interpretation ein Wert fur die Quante-
neffizienz von 25 % ableiten, der deutlich zu klein ist. Um eine fehlerhafte Probenpraparation
ausschlieRen zu kénnen, wurde als Testmessung das Amplitudenverhéltnis der CN-H-Streck-
schwingung bei 1641 cin experimentell ermittelt (Abbildung 56). Es betragt 64 %timnat snit

dem, aus der Literatti? bekannten Wert von 62 % sehr gut Gberein.

Vergegenwartigt man sich den Verlauf der Besetzungszahlen der beteiligten Zustande, dann konnte
man zu dem SchluR kommen, daR die unbefriedigende Ubereinstimmung der Simulation im
zeitlichen Anfangsbereich der rein absorptiven Kinetiken durch zusatzliche, mit den Zuganden
oderl verknipften Absorptionsignalen verbessert werden kann. Dies stiinde aber im Widerspruch
zu der bei der Modelleinfiihrung im Kapitel 4.2.1 gemachten und auf die Litétatur gestitzten
Annahme, dald die mit den angeregten Zustdnden verknipfte Ethylenbande eine um mehr als
100 cm* groRe Verschiebung erfahrt. Eine Verbesserung der Simulation ist dagegen zu erwarten,
wenn derPOT-Zustand, der notwendig fur eine freie Wahl der Ratenkonskantist und die
Entstehung des elektronischen Grundzustandes beschreibt, durch eine Faltung der Ratenkonstanter
flr die Schwingungszustéanég, undkg, mit der elektronischen Ratenkonstakjgersetzt wird.

Keine Verbesserung laft sich erzielen, wenr@ieZustand wegfallt und dekZustand mit einer
Infrarotbande zwischen 1511 ém und 1518'cm verknUpft wird.

Der die wahre Quanteneffizienz verdeckende Verlauf der reinen Bleichsignale wird in diesem
Modell hauptséachlich durch die Grundzustandsbleichbande und-Dieppelbande bestimmt.
Nachdem letztere in der Literatur nur durch Resonanz-Raman-Messungen dokumentiert sind, ist
das Verhaltnis der Amplituden im Infrarot-Absorptionsfall nicht festgelegt und deshalb im Modell

19 Diller R. et al, Chem Phys. Le41(1995), 109
170 Kamalov V.F. et al, J. Phys. Chehf0(1996), 2762
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Abbildung 57: Vergleich eines, aus den in dieser Arbeit prasentierten experimentellen Kinetiken abgeleiteten
BR-K-Differenzspektrums der Ethylenbande bei Zimmertemperatwingm Tieftemperatur (77 KBR-K-
Differenzspektrum.

ein freier Parameter. Antistokes-Resonanz-Raman-Messibhgen an Bakteriorhodopsin nach
optischer Anregung zeigen eine bei 1521'cm stark verbreiterte Bande, diekeMenréaufer
zugeordnet wird und deren Amplitude mit einer Zeitkonstante von 2.5t1 ps zerfallt. Mit diesem
Zerfall geht eine Verminderung der Bandenbreite einher. Diese Messungen belegen, dal3 ein
schwingungsangeregter Chromophor mehrere Pikosekunden nach optischer Anregung vorliegt.
Zugehorige theoretische Rechnurigen  sprechen fiir schwingungsangeregte Franck-Condon aktive
Schwingungsmoden, die mehrere Pikosekunden nach optischer Anregung mehr Energie besitzen
als mit einer vollstandigen innermolekulat&n  Energieumverteilung vertraglich ist. Ein Schwin-
gungsinversionszustand im elektronischen Grundzuddéyg, hervorgerufen durch die Rlck-
relaxation nach Verzweigung im Grundzustamtes elektronisch angeregten Potentgl&kann

deshalb nicht ausgeschlossen werden. Er wirde bei den Messungen dieser Arbeit Uber stimulierte
Emission einen zusatzlichen Beitrag zum scheinbar zu gro3en Bleichsignal liefern. Dieser zuséatzli-
che Beitrag ist experimentell nicht von der aus dem Wellenzahlfenster schiebenden Grundzustands-
bleichbande zu unterscheiden. Durch die angesprochene Freiheit in der WaBladeten kénnen

mit Hilfe des vorgestellten Modells stimulierte Emission und damit verbundene Inversionszustande
untersuchter Schwingungsmoden weder ausgeschlossen noch nachgewiesen werden.

Fal3t man diejenigen Mel3punkte der in Abbildung 55 dargestellten experimentellen Kinetiken
zusammen, welche das konstante Signal zu spateren Zeiten festlegen und tragt sie gegen die
jeweilige Wellenzahl auf, dann erhalt man ein BR-K-Differenzspektrum bei Zimmertemperatur. In
Abbildung 57 wird es mit einem durchgezogen dargestellten und in seiner Amplitude angepafiten

11 Doig J.S. et al, J. Phys. Che®5.(1991), 6372
"2Shreve A.P. et al, J. Phys. Che90.(1995), 7285

1% intramolekular = innermolekular <> intermolekular = zwischenmolekular
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Abbildung 58: Aus den zeitabh&ngigen Spekt®DD(d, v) der Ethylenbande des Bakteriorhodopsins abge-
leitete zeitabhangige integrierte AbsorptionsandeAMB (D).

statischen Tieftemperatur (77 K) BR-K-Differenzspektttm aus der Literatur verglichen. Im
Rahmen der MeRgenauigkeit ergibt sich eine gute Ubereinstimmung, woraus folgt, daR die Ethy-
lenbande deK-Intermediates auf einen kalten Schwingungszustand schlieRen Iaf3t.

Berechnet man das Integral der Spektren, normiert sie auf die Breite {44 cm ) und tragt die so
ermittelten Punkte gegen die Verzégerungszeit auf, dann erhalt man die in Abbildung 58 gezeigte
zeitabhangige integrierte Absorptionsanderung. Sie zeigt einen mit Anregungs- und "gate"-Puls
gefalteten monoexponentiellen Zerfall, der durch eine Zeitkonstante von 1.398 + 0.056 ps be-
schrieben wird und eine Uber alle infrarotspektroskopisch aktiven Zustande gemittelte Relaxation
des trans-cis-Isomerisierungsprozesses beschreibt. Die integrierte Absorptionsdnderung bei 12 ps
betragt -0.14 mOD. Berucksichtigt man die Ungenauigkeiten des Ursprunges dieser Kinetik, dann
ist dieser Wert mit Null vertraglich. Nach Kapitel 2.3.4 wird die integrierte Absorptionsanderung
durch die Besetzungswahrscheinlichkeltgfr) und die Amplituderg, der Extinktionskoeffizien-

ten der beteiligten Zustande beschrieben:

AOD(7) ~ %‘ Ny(7) & (108)

Zum Zeitpunkt 12 ps tragen nur zwei Zustande, namlich der Grundzustand #rDuldette zum

Signal bei. Nimmt man zusatzlich Teilchenzahlerhaltung an, d.h. die durch den Pumppuls angereg-
ten Molekule befinden sich in einem der ZustaB&eoderK, dann mul3 die z&, proportionale
Oszillatorstarke der Zustan@&R undK gleich sein.

4.3.3 Die zeitliche Feinstruktur

Mit der zeitlichen Feinstruktur wird der in der experimentellen Kinetik bei 1529 cm deutlich zu
sehende und der sich bei 1526"cm andeutende Nachschwinger bezeichnet. Die zugehdrigen
Zeitnullpunkte, Amfituden und relativen Amplituden sind in Tabelle 8 angegeben. Im folgenden
werden mogliche Ursachen diskutiert.

" Siebert F. et al, Eur. J. Bioche80 (1983), 565



98 4 Experimentelle Ergebnisse und Diskussion

Kinetik Energie Zeitnullpunkt ~ Amplitude  rel. Amplitude
1529 cmt (1, 1.3, 0.4) uJ 8 ps 2 mOD 1/4
1526 cmt 1.3 3 ps 1.5 mOD 1/4

Tabelle 8: Zusammenfassung der charakteristischen Merkmale des Nachschwingers. Der Zeitnullpunkt
bezieht sich auf die Mitte des zusatzlichen Bleichsignales und die Energie auf den Pumppuls. Bei der
Amplitudenbestimmung wurde der Signalverlauf der jeweiligen Kinetik beriicksichtigt.

Eine schlechte Justage der Pockelszelle im regenerativen Verstarker konnte dazu fihren, dal3 neben
dem eigentlichen Hauptpuls auch ein Nachpuls den Verstarker des Ti:Sa Femtosekundenlaser-
systems verla3t und somit ungewollt zwei zeitlich verzégerte Anregungspulse vorhanden sind. Der
Resonator des Verstarkers bedingt den zeitlichen, im Nanosekundenbereich liegenden Abstand
dieser Pulse. Deshalb kann diese Fehlerquelle ausgeschlossen werden.

Rechnet man die zeitliche Verzogerungen der Nachschwinger mit Hilfe der Laufzeit von Licht in
Luft in eine LAnge um, dann erhalt man die Abstadnde 1 mm bzw. 2.4 mm. Nimmt man an, dafl3 die
Nachschwinger von einem durch Reflexion an einer Optik erzeugten Nachpuls stammen, dann
muf3te die Optik oder die Optiken eine maximale Dicke von 0.5 mm bzw 1.2 mm aufweisen. Als
Kandidat fur die gesuchte Optik kdme die Weillichtklivette in Frage. Gegen diese Annahme spricht
allerdings die mit 25% zu grol3e relative Amplitude, die einen Nachpuls mit einer Energie von 25%
des Hauptpulses voraussetzt.

Eine Mehrfachanregung nicht relaxierter Molekile auf Grund einer fehlerhaften Hub- oder Rota-
tionsfrequenz des Probenhalters kann nicht zu dem betrachteten Zeitverlauf fihren. Als Grenzfall
sei die Hubfrequenz Null gesetzt. Auf Grund der Rotationsfrequenz von 18 Hz werden die Molekui-
le dann im Abstand von 5:6.0 ms angeregt. Diese Zeitdifferenz ist mehrere tausend Mal groR3er
als die Zerfallskonstante d&sintermediates vor 1us. Es besteht deshalb keine Méglichkeit,
durch einen ersten optischen Anregungspulskdigermediat zu bevolkern, um es auf Grund
einer fehlerhaften Hub- oder Rotationsfrequenz ungewollt mit einem zweiten Anregungspuls zu
entvolkern.

Polland et & untersuchten den EinfluR der Leistungsdichte des Anregungspulses auf die Signal-
sattigung fur den Fall optischer Pikosekunden-Anregungs-Abfrage-Experimente an Bakteriorho-
dopsin. Sie geben eine Schwelle von 15 GW/cm an. Wird sie Uberschritten, dann tritt eine Satti-
gung der gemessenen Signale ein, die zu einer Verfalschung damit verbundenen Zeitkonstanten
fuhren kann. Die Autoren verwandten bei ihren Messungen deshalb Anregunspulse mit einer
Leistungsdichte von 0.17 GW/ém . Die Existenz eines Nachschwingers als zusatzliches Bleich-
signal einer absorptiven Kinetik bei 640 nm, als Folge von optischen Anregungs-Abfrage-Messun-
gen an Bakteriorhodopsin ist in der Veroffentlichung von Haran Gt’&t al  zu sehen, die allerdings
von diesen Autoren ignoriert wird. Der Pumppuls wurde wie in der vorliegenden Arbéllfe

von Weilllicht und nachfolgendem Interferenzfilter (Firma Corion, 550 nm, 50 nm FWHM)
generiert und hatte wahrscheinlich eine Leistungsdichte von 16 GW/cm . Es besteht damit die

5 polland et al, Biophys. 49 (1986), 651
% Haran G. et al, Chem. Phys. L&X61(1996), 391, Fig. 2

" Die Autoren benétigten fiir inre Experimente zwei Anregungswellenlangen (550 nm, 405 nm), die sie auf unter-
schiedliche Weise erzeugten. Die Langwellige wurde, wie in den hier vorgestellten Experimenten, mit Hilfe von
Weilicht erzeugt, die Kurzwellige durch Frequenzverdopplung der vamskstsystem stammenden und bei 810 nm
liegenden Fundamentalwellenlange. Nur fiir den letzten Fall geben sie an, daf3 die Energie der Anregungspulse durch
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Abbildung 59: Einflu3 unterschiedlicher Proben auf den Nachschwinger. Die dwfcigékennzeichnete
Kinetik gehort zu einer ultraschallbehandelten Bakteriorhodopsinprobe vom Stamm S9, bei der das Azid
herausgewaschen wurde.

Maoglichkeit, dal3 das Melartefakt eine Folge einer zu hohen Anregungsenergie ist. Vergleicht man
den zitierten optischen Fall mit den Infrarotexperimenten, dann zeigt sich, daf3 die hier verwande-
ten Leistungsdichté? von 3-6 GW/ém vergleichbar und um einen Faktor 30 groRer als die von
Polland et al empfohlenen sind. Allerdings hatte das Infrarotexperiment bei einer derartig geringen
Leistungsdichte nicht durchgefuhrt werden kénnen.

Abbildung 59 zeigt zwei Kinetiken unterschiedlicher Proben, die dum¢huhd "0" gekenn-
zeichnet sind und sich in der Relaxationszeit fir das Bleichsignal, der Amplitude des Nach-
schwingers und der Amplitude zu spateren Zeiten unterscheiden. Di®"zKimetik gehdrende

Probe unterscheidet sich in drei Punkten von den sonst verwendeten. Das Bakteriorhodopsin
stammt von Stamm S9, die L6sung wurde mit Ultraschall behandelt, um agglomerierte Molekile
zu l6sen und Azid wurde herausgewaschen. Der Stamm S9 bildet im Vergleich zu ET1001 kleinere
Bakteriorhodopsinpatches, die durch die Ultraschallbehandlung in noch kleinere Einheiten zerfal-
len!”® Dadurch verandert sich das Verhaltnis von Bakteriorhodopsintrimeren, Dimeren und
Monomeren zu Gunsten der beiden letztgenannten. Es kann deshalb nicht ausgeschlossen werden
dalR der Rickgang des Nachschwingers in der wiigékennzeichnete Kinetik eine Folge einer
veranderten Quartarstruktur ist. Azid beeinfluBt den Fotozyflus. Die Untersuchungen be-
schranken sich derzeit auf den Zeitbereich oberhalb 1 pys. Sie belegen, dal3 sich’Azid (N ) in der
N&he von Asp85 befindet und von dort aus das Wasserstoffbriickennetzwerk zwischen Asp96 und
der Schiffschen Base des Retinals derart beinfluf3t, daf’ die Reprotonierung der Schiffschen Base
beschleunigt wird. Mit dieser Reprotonierung ist Bagitermediat verbunden, welches aus dem
beschriebenen Grund in Gegenwart von Azid schneller zerfallt. Die in dieser Arbeit verwendeten

zusatzliche Optiken auf 100 nJ abgeschwéacht wurde. Setzt man das als Grenzenergie an, berticksichtigt man die bei
40-60 fs liegenden Pulsbreiten und nimmt man zuséatzlich eine Fokusdurchmesser von 200 um an, dann erhalt man fir
die Leistungsdichte einen Wert von 16 GWcm .

8 Energie: 1uJ, Fokusdurchmesser: 200 um, Pulsbreite: 500 fs
179 Alexiev U., private Mitteilung, Fachbereich Physik, Freie Universitat Berlin

80 Ormos P. et al, Photochem. PhotobB40 (1997), 111; Radionov A.N. et al, FEBS L&87 (1996), 126; Le
Coutre J. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. US2A(1995), 4962, Tottor J. et al, EMBO8)(1989), 3477
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geringen Azidkonzentrationenlken keinen Einflu auf den Fotozyklus haben. Tatsachlich zeigt
die optische Nanosekundenspektroskopie, die zur Charakterisierung der préparierten Filme
durchgefiihrt und in Kapitel "3.5 Probenpraparation und Charakterisierung" beschrieben wird, dal3
eine Beschleunigung des Zerfalls dédntermediates nicht beobachtet werden kann.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dal3 der Nachschwinger weder eine Folge von
Mehrfachpulsen eines schlecht justierten Femtosekundenlasersystems noch Mehrfachreflexionen
an Optiken, noch eine Folge einer Mehrfachanregung auf Grund einer fehlerhaften Rotations- oder
Hubfrequenz des Probenhalters sein kann. Dagegen kann nicht ausgeschlossen werden, daf3 eine z
hohe Leistungsdichte der Anregungspulse oder eine veranderte Quartarstruktur die Ursache ist. Der
Nachschwinger beeinflu3t die Zeitkonstante der Ruckrelaxation, weshalb die in dieser Arbeit
angegebenen Ratenkonstanten aus diesem Grund eine obere Grenze darstellen.

4.3.4 Die Natur des)-Zustandes

Eine Vielzahl von Anregungs-Abfrage-Experimenten mit unterschiedlicher Zeitauflosung im
optischen Spektralbereich belegen, dal eind bmzeichnete und bezligli&h,, rotverschobene

Bande existiert, die mit einer Zeitkonstante 0.5 ps entsteht und mit einer Zeitkonstante von 3 ps
zerfallt!®! Die Zeitkonstanten fiir die Entstehung vamd fir den Rickgang des Grundzustands-
bleichsignales sind gleich und langer als Zeitkonstanten von optischen Banden, die Dynamiken des
Chromophors auf der angeregten Potentialflasheugeordnet werden. Deshalb kahrkein
angeregter Zustand séfi. Im GegensatKgyt® konnte bisher keine Fluoreszenz wbnach
optischer Anregung nachgewiesen wertén.

Die Pikosekunden Resonanz-RamanspektroskBpie ermdglicht bedingt durch eine geringe
Zeitauflosung, eine Durchfiihrung des Experimentes als Einstrahlexperiment oder ein schlechtes
Signal/Rausch-Verhaltnis kein zuverlassiges Abbild der Ramanbandenkinetiken zu friihen Zeiten.
Sie kdnnen nur belegen, dald Ramanbanden auftreten, die mit den bekanné@rdendzu friihen

Zeiten beteiligten Spezid3R;,, und K4y, nicht zur Deckung zu bringen sind. Daraus folgt aber
nicht, dal3 eine weitere Spezies existieren mul3. Eindeutiges Resultat dieser Experimente ist aber,
daR der IsomerisierungsprozeR schonkegystattgefunden hat unlg,in 13-cis-Forn¥® vorliegt.

Subpikosekunden Resonanz-Raman-Spektrosképie liefert keinen Beleg fir die Existénz von
Van den Berg et al versuchte, Uber den phdnomenologisch linearen Zusammenhang zwischen der
spektralen Position der Ethylenbande und den Absorptionsmaxima der Zustande im Fotozyklus die
bei 1518 crit gefundene Bande nits zu verbinden. Andere Resonanz-Raman-Messuffgen

¥l Haran G. et al, Chem. Phys. L&$.1(1996), 389; Dexheimer S.L. et @hem. Phys. Lett88(1992), 61; Mathies
R.A., Scienc®40(1988), 777; Dobler J. et al, Chem. Phys. L4 (1988), 215; Nuss M.C., Chem. Phys. L&ft7
(1985), 1; Sharkov A.V. et al, Biocchim. Biophys. AB@8(1985), 94;

82 Dexheimer S.L. et al, Chem. Phys. L&B88(1992), 61; Mathies R.A., Scien240(1988), 777
18 Atkinson G.H. et al, Biophys. 35 (1989), 263
'8 Blanchard D. et al, Chem. Phyi&4(1991), 155

¥ Blanchard D. et al., Chem. Phyl§4 (1991), 154; Atkinson G.H. et al., Chem. Phy&1 (1989), 1; Lohrmann R.
et al., Springer Prorceedings in Physidq1994), 208 ff; Althaus T. et al., Isr. J. Che8B.(1995), 227; Doig S.J. et
al., J. Phys. Chen®5 (1991), 6372; Van den Berg R. et al., Biophy$8)1990), 135

1% Braiman M. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. US8(1982), 403
87van den Berg R. et al., Biophys .58 (1990), 135
18 Althaus T. et al, Isr. J. Cher85 (1995), 227; Doig S.J., J. Phys. Ch&%(1991) 6372
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zeigen, daR die Ethylenbande bei 1518 cm mindestens bis 40 ps existent ist, womit sie nicht mit
J verbunden werden kann. Die zusatzlich von Van den Berg et al gefundene Schulter bei1510 cm
ist nicht einem Vorlaufer vohzuzuordnen, sondern unterstitzt die vorlaufige Obertonzuordnung
bei 3036 crit der Ethylenbande im elektronischen Grundzustand von Meyéfs et al

Subpikosekunden-Infrarotabsorptionsmessungen zeigen eine bei 1607 cm liegende Bande, die von
den Autoren Diller et al ohne Begrindung der C=NH Streckschwingung nach Anregung zu-
geordnet wird. Sie entsteht 0.5 ps - 0.7 ps und zerfallt mit 3'# ps. Die Zuordnung steht im
Widerspruch zu einem Review von Althaus ét'al . Der angegebene Zerfall von 3.4 ps wird von
den Autoren auf Grund des geringen Signalriickganges im Vergleich zum erzielten Signal/Rausch-
Verhaltnis als nicht signifikant gewertet. Berticksichtigt man die angegebene Systemzeitauflosung
von 0.4 ps und die von den Autoren angenommene Dephasierungszeit von 0.8 ps, dann kann eine
Entstehung dieser Bande im angeregten Zustand nicht ausgeschlossen werden. Insgesamt ist die
Veroffentlichung von Diller et al damit nicht geeignet, die ExistenzJvom belegen.

Zur Natur desl-Zustandes existieren derzeit mehrere konkurrierende Vorstellungen,

) Jist ein lokales Minimum, also ein Grundzustand der Grundzustandspotentia§lache

II) Jist ein schwingungsangeregtes, also heliRes

ll) Jist ein Polarisationsecho der Proteinmatrix

IV) Jist ein Scheinzustand, der aus einer Uberlagerung temporarer Banden abgeleitet wurde
die im folgenden diskutiert werden.

Statische FTIR? und Tieftemperatur (77 K) Resonanz-Raman-Messtingen  zeigen, daf sich
Gegensatz z« nicht stabilisieren 1aR3t. Das wird im Allgemeinen als HinweisJféats schwin-
gungsangeregtelR-Zustand gesehen und gegkals ein Grundzustand gewertet. Zeitaufgeloste
optische Experimente, die bei 4 K durchgefiihrt wutien  zeigen, daR sich die Zeitkonstante fiir die
Entstehung voK auf 36 ps erhoht. Das spricht fur einen barriereartigen Ubergand voK,

wenn eine temperaturabhéangige Relaxation in den Grundz&gp@usgeschlossen wird. Damit
stinde abeld nicht mehr als schwingungsangeredtesur Verfiigung. Die bei 77 K durchgefiihrten

und schon zitierten Messungen stehen dazu nicht im Widerspruch.

Hinweise fur Vorstellung lll ergibt sich aus einer Arbein Delany et al®® Sie konnten zeigen,

daf ein kinstliches PigmdBR5.12eingesetzt in das Apoprotein nicht isomerisiert, aber trotzdem
nach Lichtanregung eine im Vergleich zur Grundzustandsabsorption (Maximum : 578 nm) rotver-
schobene (ca. 660 nm) SpeZigs12ausbildet, die mit einer Zeitkonstante von 17+1 ps in den
Grundzustand tbergeht. Obwohl auch hier die Natur des Zustandes nicht geklart ist, wirde eine
noch ausstehende Zuordnunglzy von Bakteriorhodopsin dazu fihren, dafficht mehr als ein,

mit der Retinalisomerisierung verbundener Grundzustand, zur Verfligung steht. Wie Molekuldyna-

189 Meyers A.B. et al, J. Chem. Phy4€ (1983), 603

9 Diller R. et al, Chem. Phys. Le41(1995), 109

91 Althaus T. et. al., Isr. J. Che®5 (1995), 227

192 Sjebert F. et al, Eur. J. Bioche80 (1983), 565

19 Braiman M. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U8 (1982), 403

19 Applebury M.L. et al, Biophys. 23 (1978), 375; Die Entstehung von K wurde bei einer Wellenlange von 570 nm
verfolgt, wo auch der Grundzustand absorbiert. Nur unter der Annahme, dal} die Relaxation des Grundzustandes
temperaturunabhéngig ist, sind die Schluf3folgerungen der Autoren gerechtfertigt.

% Delany J.K. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. US2(1995), 2101
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mikrechnungeli® zeigen, konnte aber auch auBerhalb der Isomerisierungkoordinate ein Grund-
zustand gebildet werden. Die Autoren argumentieren flr eine Absorptionsverschiebitgyon

— L5 auf Grund einer Polarisation der Proteinmatrix, hervorgerufen durch die nach Anregung
sprunghaft erfolgende Anderung des Retinaldipolmomentes.

Jungste Femtosekunden - Absorptionsmessungen im Opti$chen erklaren das im Bereich von
450 nm - 1.4 um bei 0.316 ps gemessene Spektrum als Uberlagerung einer bei 460 nm und einer
neuen bei 769 nm liegenden Absorptionsbande der angeregten Potentigjflaolge den beiden
Bleichbanden bei 568 (Grundzustandsbleichbande) und 770 nm. Leztere ist mit der Fluoreszenz
aus dem angeregten Zust&hddentisch. Durch die Uberlagerung dieser vier Banden lost sich die
J-Bande als Zustand auf und wird zu einer Scheinbande. Der zeitliche Verlauf der stimulierten
Emission und der Absorption im angereg&+Zustand beschreiben den Zerfall der angeregten
Bakteriorhodopsinmolekiile. Beide Kinetiken lassen sich nur schlecht mit einer Zeitkonstante
(450 fs) beschreiben, sondern es werden zwei 370 fs und 2.1 notwendig, die in der Interpretation
der Autoren als Grenzwerte fur auftretende Zeitkonstanten anzusehen sind. Diese Vielfalt setzt eine
grol3e Anzahl an Spezies voraus, die sich aber auf der angeregten Potentialflache spektroskopisch
nicht unterscheiden durfen und als Folge einer inhomogenen Grundzustandsbande beim Anre-
gungsprozel’ entstehen. Betrachtet mankd&nstand, der mit nur einer Zeitkonstante von 3 ps
entsteht und die Relaxation des Grundzustandsbleichsighales | fiir die ebenfalls nur eine Zeitkon-
stante angegeben wird (450 fs), dann wird der Schwachpunkt der vorgestellten Interpretation
sichtbar. Sie konnte durch ein Experiment getestet werden. Dazu muf3te der zeitliche Verlauf der
Absorption und der stimulierten Emission vBnbei unterschiedlicher Anregungswellenlange
untersucht werden.

Die vorliegende Arbeit bendétigt zur Erklarung der zeitabhangigen Spektren im Spektralbereich der
Ethylenbande nach optischer Anregung keine Infrarotbande, die mit &iBestand verknupft ist.

Unter Berticksichtigung der Korrelation der Ethylenbandenposition im optischen und infraroten
Spektralbereich kanhals ein Grundzustand der elektronischen Grundzustandspotentiafache
deshalb ausgeschlossen werden. Nach optischer Anregung und einer Verzweigungsreaktion
befinden sich nach 0.5 ps 40% der elektronisch angeregten Chromophore im elektronischen
Grundzustand und liegen dort in schwingungsangeregter Form vor. Der anschlie3ende Energierela-
xationsprozel3 erfolgt innerhalb weniger Pikosekunden. Das belegen zeitaufgeloste Messungen der
C=NH-Streckschwingungéli des Chromophors und die Ausfiihrungen dieser Arbeit. Die Ergeb-
nisse lassen es sehr wahrscheinlich erscheinen, daf3 die nach der strahlungslosen Verzweigung zun
K-Intermediat weiter reagierenden 60% auch in schwingungsangeregter Form vorliegen.

4.3.5 Der Vergleich von Retinal in Proteinumgebung und in Losung

Zum Schlul? dieses Kapitels wird Retinal in Lésung mit der Klasse der Retinalproteine, vertreten
durch Bakteriorhodospin, Halorhodopsin und Rhodopsin verglichen, um den Einflu® der Protein-
matrix zu erdortern.

Halorhodopsin ist eine Chloridionenpumpe und neben Sensorhodopsin | und Il auch in der Mem-

1% Xu D. et al, Biophys. JI0 (1996), 453

" Hasson K.C. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. US3(1996), 15124
1% Dexheimer S.L. et al, Chem. Phys. L&88(1992), 61

99 Diller et al, Chem. Phys. Le41 (1995), 109



4.3 Diskussion 103

Molekul Priméarfkt. Struktur Homologie Konfiguration
Rhodopsin (1) Sehproze?  BR &hnlich 10% 11-cl-trans
Bakteriorhodopsin H -Pumpe BR 100% all-trans>13-cis
Halorohodpsin (2) Cl-Pumpe BR &hnlich 35% all-trans 13-cis
Retinal in Ethanol (3) --- Flissigkeit all-trand 3-cis+11-cis

Tabelle 9: Vergleich von Retinal in Lésung und Proteinumgebung beziglich der sich ergebenden
biologischen Funktion, der sich bildenden Struktur der Retinalumgebung, der Homologie der
Aminosauresequenz zu BR und der moglichen Konfgurationsformen des Retinals. "Ahnlich BR" bedeutet,
daf3 das Protein aus sieben transmembrankelices besteht, die eine ovale, polare Bindungstasche und ein
Pseudo-Vakuum fur das Retinal bilden, das tber eine protonierte Schiffsche Base an ein Lysin-Rest gebunden
ist. (1) Tang L. et al, Isr. J. CheBb (1995), 193; (2) Oesterhelt D., Isr J. Ch&h(1995), 475; Oesterhelt

D., Biochemn. Internl8 (1989), 673; (3) Hamm P. et al, Chem. Phys. 288(1996), 613

bran vonHalobacterium salinariunzu finder?® Sie dient dazu, Chloridionen in das Innere der
Zelle zu pumpen. Dadurch wird ein Spannungsgradient aufgebaut, der den Flagellarmotor antreibt
und somit Aminosaureaufnahme und lonenaustausch ermdglicht. Letzteres ist auch wichtig um das
osmotische Gleichgewicht zwischen dem Zellinneren und der sehr salzhaltigen Umgebung aufrecht
zu erhalten. Rhodopsin kommt in den stdbchenférmigen Sehzellen vor und ist der Photorezeptor
fur den Sehprozel3 von Tieren und Menschen.

Allen Molekulen ist gemeinsam, dal3 nach Lichtanregung eine Isomerisierung des Retinal-Cofak-
tors um eine C=C-Doppelbindung erfolgt. Betrachtet man insbesondere die Zeitkonstanten fur den
Ubergang vors, — S und die Quanteneffizienz (Tabelle 10), dann zeigt sich, daR Halorhodopsin
zwischen dem freien Retinal und Bakteriorhodopsin bzw. Rhodopsin einzuordnen ist.

Die Zustandigkeit der Proteinumgebung fir die biologische Funktion ist nach Tabelle 9 ganz
offensichtlich. Sehr deutlich zeigen das auch die Versuche von SasaKi'et al , die Asp85 in
Bakteriorhodopsin durch Threonin ersetzten und dadurch die Protonenpumpe in eine Chloridionen-
pumpe umwandelten. Der Versuch ist auch ein Beweis fiur den hohen funktionellen Verwandtheits-
grad von Halorhodopsin und Bakteriorhodopsin. Vergleicht man die méglichen und in Tabelle 9
zusammengefaliten Konfigurationszustande der Molekule, dann zeigt sich dal3 die Gegenwart der
Proteinmatrix den Konfigurationsraum einengt und stabilisiert. Von den drei mdglichen Konfigura-
tionszustanden des Retinals in Losung bilden sich namlich bei Anwesenheit der Proteinumgebung
nur zwei aus. Die stabilisierende Wirkung zeigt sich insbesondere im Fall von Rhodopsin, das im
Gegensatz zum freien Retinal 11-cis als Grundzustandskonfiguration besitzt.

Tabelle 10 drangt den Gedanken auf, dald eine schnelle Depopulation des angeregten Zustandes
mit einerhohen Quanteneffizienz verknlpft ist. Das ist aber ein falscher Gedanke, denn die
Potentialflachen, im Grund- und angeregten Zustand der betrachteten Molektle sind verschieden.

2% sensorhodopsin | +l1 sind ebenfalls Retinalproteine. Sie dienen dem Bakterium als Photorezeptoren, die auf griines
(gesundes) und blaues (schadliches) Licht reagieren und damit die Zelle in Bereiche hoher Intensitét griinen Lichtes
steuern. Oesterhelt D., Vortragsmanuskript

201 Saski J. et al, Scien@89 (1995), 73
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Molekl Quanteneffizienz VIS-Zeitkonstante Schwingungs-

zeitkonstante

Rhodopsin (7) 67% (all-trans) 0.2 ps <6 ps
Bakteriorhodopsin 64% (13-cis) 0.5ps / 0.37ps+2.1ps 2.5+1 ps (1)
1.9ps (2)
0.7ps+2ps (3)
Halorohodpsin (6) 32% (13-cis) 1.5ps + 8.5ps
Retinal in Ethanol (5) 20% (11-cis) 2ps + 7.2ps 2 ps<IRr< 7.2 ps (4)

6% (13-cis)

Tabelle 10:Vergleich von Retinal in Losung und Proteinumgebung beziglich der Quanteneffizienz fir den
Produlktzustand, der optischen Zeitkonstanten fir den Zerfall des angeregten Zustandes und der
Zeitkonstanten fur die Schwingungsrelaxation des Grund- und Produktzustandes. (1) Zeitkonstante fir die
Relaxation des Antistokes Resonanz-Raman Signales der Ethylenbarigie wodK, Doig S.J. et al, J.

Phys. Chem95 (1991), 6372; (2) Zeitkonstante fur die Relaxation der C=NH-Streckschwingung im
Grundzustand, Diller R. et ahem. Phys. LetR41(1995), 109(3) Zeitkonstanten fir den v=1>2 und

v = 01 Ubergang der Ethylenbande im Grundzustand, Diese Arbeitt4) Hamm P. et al, Chem. Phys.
Lett268(1997), 180; (5) Hamm P. et al, Chem Phys. 288(1996), 613; (6) Arlt T. et al, Chem. Phys. Lett.
241(1995), 559; (7) Peteanu L.A. et al, Proc. Natl. Acad. Sci B®@A.993), 11762; Wang Q. et al, Science
266(1994), 422

Experimentell wird dieser Unterschied durch Mutantenstéien belegt, die im Fall von Rhodopsin
einen Zusammenhang zwischen betrachteter Zeitkonstante und Quanteneffizienz belegen und im
Fall von Bakteriorhodopsin widerlegen.

Trotz der unterschiedlichen Dynamik und biologischen Funktion der betrachteten Molekule sind
die Zeitkonstanten fir die Relaxation schwingungsangeregter Normalmoden des Grundzustandes
ahnlich (Tabelle 10). Die Relaxationszeit wird durch die miteinander in Konkurrenz stehenden
Zerfallskanale bestimmt?  Schnelle intramolekulare (innermolekulare) Energieumverteilung oder
schnelle intermolekulare (zwischenmolekulare) Energieumverteilung bieten sich als Grenzfalle an.
Liegt eine starke Kopplung der Normalmoden des Chromophors vor, dann kommt es auf Grund der
GroRe des Cofaktors und der damit einhergehenden groRen Zustanédichte zu einer schnellen
Energieumverteilung (IVRY innnerhalb der Chromophormoden. Es laRt sich eine Chromophor-
temperatur definieren. Die Abkihlung wird dann durch die Ankopplung an das Bad, gebildet durch
die Normalmoden der Proteinmatrix oder des Losungsmittels bestimmt. Ist dagegen die Kopplung
der Chromophormoden untereinander deutlich kleiner als die Kopplung an die Badmoden, dann
liegt der zweite Grenzfall der schnellen intermolekularen Energieumverteilung {VR) vor. Es
kommt zu einer modenselektiven Energierelaxation. Nachdem Ethanol und die Bindungstasche in

22 5choenlein R.W. et al, J. Phys. Ch@&n(1993), 12087; Suzuki T. et al, Biophys34.(1981), 261; Logunov S.L.
et al, J. Phys. Chem00 (1996), 2391; Song L. et al, Scier2&1 (1993), 891; Song L. et al, J. Phys. Cha®0
(1996), 10479; Logunov S.L. et al, Biophys70.(1996), 2875

2% Seilmeier A., in Kaiser WlJltrashort Laser PulsesTopics in Appl. Phys60 (1992), 2. Aufl, 279 ff
2% E{ir Naphthalin ist bei einer Energie von 3000'cm iiber dem Grundzustand die Zustandsdichte ca’ 100/ cm .
2% | nternalVibrationalRelaxation

206 ExternalVibrationalRelaxation
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den Proteinmatrizen polar sind, konnte diese Eigenschaft den Kopplungsmechanismé® bilden. Es
wird aber zukinftigen Experimenten vorbehalten bleiben, zwischen IVR oder EVR zu unter-
scheiden.

2 Hamm P.et al, Chem. Phys. L&63(1996), 613
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