5 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit befadt sich mit der Subpikosekunden-Infrarotspektroskopie der
Ethylenbande des Bakteriorhodopsins (1498 cm® -1542 cml). Die Bande wird von
symmetrischen Streckschwingungen der C=C-Doppelbindungen des Chromophors gebildet. Die
Bandenposition ist mit dem Grad der p-Elektronen-Delokaliserung entlang der
Doppelbindungen verknlpft. Die trans-cis Isomerisierung des Chromophors nach optischer
Anregung veréndert die Wechselwirkung des p-Elektronensystems mit der polaren Umgebung
der Bindungstasche und damit indirekt auch die Bandenposition der Ethylenbande. Sie kann
deshab a's Sonde fir den zu untersuchenden |somerisierungsprozef3 betrachtet werden.

Nachdem kommerziell kein Subpikosekundenlaser mit dem notwendigen Spektralbereich (1498
cmt -1542 cmt) zu erwerben war, mufte eine geeignete Mef3apparatur geschaffen werden. In
einem ersten Schritt wurde ein selbstgebauter CO-Laser in ein kommerzielles Femtosekundenla-
sersystem integriert. Unter Verwendung des optischen 'gatens' as Detektionsmethode konnte
dann in einem zweiten Schritt ein Subpikosekunden-Infrarot-Absorptionsspektrometer realisiert
werden. Derzeit konnen Absorptionsanderungen von 1 mOD mit einer Zeitauflésung von 0.6 ps
detektiert werden. Der spektral abtastbare Bereich wird durch den CO-Laser bestimmt und
erstreckt sich gegenwértig von 1458 cnit -1942 cmi™.

Damit ist die Grundlage gelegt, um die Ethylenbande von Bakteriorhodopsin spektral
und zeit- aufgelost zu vermessen. Die experimentellen Ergebnisse weisen eine

zeitliche Grob- und eine zeitliche Feinstruktur auf.

Die zeitliche Grobstruktur konnte durch ein einfaches phdnomenologisches Modell beschrieber
werden. Es besteht aus einem Ratenmodell zur Berechnung der zeitabhéngigen Besetzungen der
beteiligten Zustande, die tellweise eine direkte spektroskopische Relevanz durch Verknipfung
mit lorentzférmigen Banden erlangt haben. Es zeigte sich, dal3 vier energetisch nicht gekoppelte
Banden (Grundzustandsbande, erster angeregter Zustand, K-Dublette) fir ene
zufriedenstellende Beschreibung notwendig waren. Das Mode| stiitzt die von A.B. Myers’®
vorlaufig vorgenommene Obertonzuordnung der Ethylenbande, aus der sich der erste angeregte
Schwingungszustand mit einer spektralen Position von 1510 cm' ableiten 143, Zusétzlich liefert
es obere Grenzen fur die Zeitkonstanten der Bevolkerung des angeregten Zustandes (0.67 ps)
und der Relaxation des Grundzustandes (2 ps), sowie die relativen Extinktionskoeffizienten fir
die K-Dublette von 0.7 (1519 cm*) und 0.3 (1530 cm'). Ein Vergleich des gemessenen BR-K-
Differenzspektrums bel 12 ps mit Tieftemperatur (77 K)-FTIR-Messungen aus der Literatur
zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung und belegt auf direkte Art und Weise, daid der K -Zustand
beziiglich der Ethylenbande ein kalter Schwingungszustand (=Grundzustand) ist. Aus den
Differenzspektren lief3en sich zeit- abhangige integrale Absorptionsdnderungen ableiten, welche
mit den Besetzungszahlen und den Extinktionskoeffizienten auf sehr einfache Weise verbunden
sind. Aus der verschwindenden Absorptionsénderung zu spéteren Zeiten (20 ps) konnte unter
Annahme der Erhaltung der Gesamtbesetzungszahl die Gleichheit der Oszillatorstérken fir den
Grundzustand und das K-Intermediat abgeleitet werden.

Als zeitliche Feinstruktur wird der Nachschwinger im Bleichsignal bezeichnet, der besonders
deutlich bei der Kinetik der 1529 cmi'-Bande zu Tage tritt. Er verandert die Werte der
abgeleiteten Zeitkonstanten der Relaxation, die deswegen eine obere Grenze darstellen. Eine
Vielzahl an moglichen experimentellen Fehlerquellen konnte ausgeschlossen werden. Eine
zusétzliche Mes-
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sung mit veranderter Probe legt einen Einflul3 der Quartérstruktur nahe. Die Kl&rung, ob es sich um einen
wirklichen physikalischen Effekt oder ein Mel3artefakt handelt, wird aber einer zukinftigen
systematischen Untersuchung vorbehalten bleiben.

Die Ergebnisse lassen sich in einen grof3eren Rahmen einbetten. Aus biophysikalischer und chemischer
Sicht ist die Frage nach der Existenz und der Natur des J-Intermediates relevant. Vier Vorstellungen sind
in der Literatur zu finden, nadmlich J as lokaes Miniumum, aso enen Grundzustand der
Grundzustandspotentiaflache S,, J as schwingungsangeregtes, sogenanntes heilRes K, J ds
Polarisationsecho und J as Scheinzustand. Obwohl es im Ratenmodell einen J-Zustand gibt, war zur
Erklarung der zeit- und wellenzahlabhdngigen Kinetiken eine Verknipfung mit einer Bande nicht
notwendig, weshab auf Grund der vorliegenden Messungen J als ein Grundzustand ausgeschlossen
werden kann. Nachdem bei der Rickrelaxation nach optischer Anregung in den eektronischen
Grundzustand ein schwingungsangeregter Chromophor entsteht, ist es sehr wahrscheinlich, dald bei der
Vorwartsreaktion zum K-Zustand ebenfalls ein schwingungsangeregter Chromophor vorliegt.

Aus makromolekilphysikalischer Sicht besteht Bakteriorhodopsin aus einem Retinal, das von einer
Proteinmatrix umgeben wird. Vergleicht man die in dieser Arbeit ermittelte Schwingungsrelaxationszeit
der Ethylenbande nach optischer Anregung mit der entsprechenden Relaxationszeit fir die C=NH-
Streckschwingung und Ergebnissen von Antistokes-Resonanz-Raman-Messungen anderer Autoren, dann
erhdt man eine gute Ubereinstimmung. Uberraschend ist dagegen, dal3 die Relaxationszeiten von
Bakteriorhodopsin, Rhodopsin, Halorhodopsin und Retinal in Ethanol &hnlich sind. Als wahrscheinliche
Ursache ist die in alen vier Féllen vorliegende polare Umgebung anzusehen. Diese Hypothese kdnnte
insbesondere im Bezug auf Bakteriorhodopsin durch zeitaufgelste Messungen an Schwingungsbanden,
die polaren Aminoséuren zugeordnet sind, gemessen werden.

Um die Experimente auch auf Bereiche aul3erhalb der Ethylenbande von Bakteriorhodopsin ausweiten
zu konnen, mui3 das Rauschen der Mef3apparatur weiter vermindert werden. Gegentlber den ersten
Experimenten konnte durch Verbesserungen im Detektionsbereich und durch Optimierung der
Datenerfassung ein Faktor 20 erreicht werden. Ein weiterer Faktor 10 wére winschenswert. Die
Erhdhung der Repetitionsrate von 1 kHz auf 5 kHz wére ein Schritt in diese Richtung. Ebenso alle
Malinahmen zur Erhohung der vom Photomultiplier detektierbaren Photonenzahl. Beflrchtungen,
dadurch in den schwach nichtlinearen Bereich des Detektors vorzustofien, kénnen durch die zu
messenden und im Bereich von wenigen mOD liegenden Absorptionsénderungen zerstreut werden.

In der vorliegenden Arbeit wird die optische Anregung verwendet, um Normalmoden des elektro-
nischen Grundzustandes des Chromophors anzuregen. Nachfolgende Energiefliisse konnen auf diese Art
und Weise untersucht werden. Allerdings besteht bei einem Versuch die Mel3ergebnisse dieser Art von
Experimenten zu smulieren immer ene Wissendicke in  Form ener  unbekannten
Ausgangsbesetzungsverteilung beteiligter Schwingungszusténde. Sie konnte durch eine andere Art von
Experimenten geschlossen werden, die zur Anregung “gechirpte” oder Mehrfachinfrarotpulse
verwendet, um so eine definierte Anfangsbesetzungsvertellung zu préparieren. Theoretische
Rechnungen und erste Experimente®® wurden schon von anderen Arbeitsgruppen gemacht. Die
Erzeugung und Steuerung einer in Grenzen beliebig vorgegebenen Besetzungsverteilung und Einbettung
in Experimente, deren Ziel das Studium der Dynamik von Energiefliissen und Kopp-

29 Melinger J.S. et al, Phys. Rev. A 51 (1995),3366; Korolkov M.V. at al., J. Phys. Chem. 100 (1996), 13927;
Paramonov G.K., Chem. Phys. 177 (1993), 169; Just B. et al, Chem. Phys. Lett 193 (1992),423; Just B. et d,
Chem. Phys. Lett. 193 (1992),429; Arrivo S.M. et al, Chem. Phy. Lett. 235 (1995),247; Kleiman V .D. et a, to be
published in Special Issue " Coherent Spectroscopy" of Chem. Phys. (1998)



lungsmechanismen ist, wartet noch auf eine Realisierung.
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