Kapitel 1
Einleitung

Im Zuge der Evolution hat die Natur Proteine entwickelt, die der Zelle eine ef-
fiziente Energieumwandlung und Signaltransduktion ermoglichen. Dabei weisen
die Proteine, als kleinste Werkzeuge, Besonderheiten in ihrer Reaktivitdt auf, die
man verstehen und nutzen mochte. Funktionell fundamentale Bedeutung weisen
dabei photoaktive Proteine auf !. Herausragende Beispiele sind neben Systemen
der Photosynthese und Rhodopsin, das fiir den Sehprozess verantwortlich ist, die
in dieser Arbeit untersuchten Proteine Bakteriorhodopsin, welches Sonnenlicht in
ein elektrochemisches Potential umwandelt und Phytochrom, das z.B. die Ausbil-
dung des Photosyntheseapparates steuert und als "innere Uhr” der Pflanzen fun-
giert. Diese Proteine binden im sichtbaren Spektralbereich stark absorbierende
Molekiile, die Chromophore genannt werden und die die absorbierte Lichtenergie
auf das Protein (Chromoprotein) iibertragen. Dabei vollzieht sich eine Umwand-
lung in biochemisch nutzbare Energie, die eine direkte Folge der Wechselwirkung
zwischen Chromophor und Proteinumgebung ist. Diese Wechselwirkung verhin-
dert, dass die Lichtenergie als ungenutzte Wérme verloren geht, wie es meist im

freien Chromophor in Losung der Fall ist.

Gegeniiber der Struktur des Chromophors in Losung beobachtet man bei prote-
ingebundenen Chromophoren eine spezifisch verdnderte Gleichgewichtskonfigura-
tion. Durch lokale Fluktuationen der Aminosaureseitenketten und der im Prote-
in gegebenenfalls vorhandenen Wassermolekiile und Ionen ergibt sich eine neue
Photochemie, deren Eigenschaften vom Protein fiir die jeweilige Funktion genutzt

werden. Das Verstdndnis dieser spezifischen photophysikalischen und photoche-

! Gliicklicherweise besteht hier die Moglichkeit, einen genau definierten Zeitnullpunkt fiir den
Reaktionsablauf zu setzen.
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mischen Prozesse ist nicht zuletzt eine wichtige Voraussetzung fiir die zukiinftige

Entwicklung synthetischer Chromoproteine.

Fiir das Verstédndnis dieser neuen Prozesse spielt die Dynamik der Primérreaktion
selbst und der Einfluss der Chromophor-Protein Wechselwirkung auf die Dynamik
eine zentrale Rolle. Die Primérreaktion des Bakteriorhodopsin Wildtyps (wt)?
wurde in wesentlichen Ziigen schon vor einiger Zeit (1985) charakterisiert [1, 2.
Die Steuerung der biologisch relevanten [somerisierung des Retinalchromophors
von all-trans nach 13-cis durch die Chromophor-Protein Wechselwirkung zeigt
sich folgendermafen: Einerseits werden mit dem Einbau des Retinalchromophors
ins Protein die in Losung mdglichen Grundzustandsisomere auf nahezu einen
einzigen Isomer mit der all-trans Konfiguration (99%) reduziert®. Andererseits
wird die Primérreaktion des all-trans Retinalchromophors im Protein mindestens
um den Faktor 3 gegeniiber der entsprechenden Reaktion in Losung [3] auf 0,5 ps
beschleunigt. Die Quantenausbeute der all-trans—13-cis Reaktion steigt von 6%
in Losung auf ca. 64% im Protein an [3, 4, 5, 6]. Fiir die Steuerung wichtige

Parameter sind geladene Aminoséuren in der Néhe des Retinalchromophors |7, 8|.

Die vorliegenden Arbeit kniipft an diesem Punkt an und untersucht auf einer
breiten Basis von Mutationen sowie Variation des pH Wertes und der Ionenkon-
zentration den Einfluss unterschiedlich geladener Aminosiureseitenketten auf die
Steuerung der Primérreaktion. Es wird gezeigt, dass nur eine einzige negative
Ladung, die der Asparaginsidure 85, zur Kontrolle der Primérreaktion in Bakte-

riorhodopsin notig ist.

Die Dynamik der Primérreaktion von bakteriellem Phytochrom ist im Gegensatz
zu Bakteriorhodopsin noch nicht untersucht worden. Fiir verwandte Systeme wie
Phytochrom aus Pflanzen wird sie in der P, Form kontrovers diskutiert. Aufer-
dem liegt noch keine molekulare Struktur von Phytochrom vor, so dass selbst
die genaue Chromophorkonfiguration im Protein noch umstritten ist. Im Vorder-
grund der Untersuchungen steht die Charakterisierung der Priméarreaktion. Dazu
wurde neben der Primérreaktion eines biologisch funktionalen Chromophors auch
die eines "geblockten” Chromophors* untersucht und weiterhin der Vergleich mit
verwandten Systemen zur Charakterisierung herangezogen. Es wird ausfiihrlich
dargelegt, dass die Primérreaktion der P, Form am besten durch eine Verteilung

von Ratenkonstanten beschrieben werden kann.

2Der in der Natur verbreitete Typ.
3Die Angaben im Protein beziehen sich auf lichtadaptiertes Bakteriorhodopsin
4Chromophor, der aufgrund chemischer Modifikation keine Isomerisierung im Protein auf-

weist.



Dieser Zielsetzung folgend stellt sich die Gliederung der Arbeit folgendermafien

dar:

Zuerst werden die Chromoproteine Bakteriorhodopsin und Phytochrom in den
ABSCHNITTEN 1.1 und 1.2 vorgestellt und die fiir das Verstdndnis der hier vor-
gestellten Ergebnisse wichtigsten Grundlagen eingefiihrt. Weiterfiihrende Litera-
tur ist dazu z.B. in [9, 10] und [11] zu finden. Daran schlieft sich eine kurze
Erléduterung physikalischer Grundlagen im ABSCHNITT 1.3 an.

Im KAPITEL 2 sind Apparaturen beschrieben, die aufgebaut wurden, um die
Primérreaktionen von Bakteriorhodopsin und bakteriellem Phytochrom zu cha-

rakterisieren.

Der in ABSCHNITT 2.3.1 beschriebene Weifslicht-Weifslicht Aufbau sowie der
in ABSCHNITT 2.3.3 beschriebene NOPA-Weifilicht Aufbau wurden zur Be-
stimmung der Priméarreaktion von Bakteriorhodopsin und bakteriellem Phyto-
chrom verwendet. Diese beiden Apparaturen weisen eine spektrale Breite des
Abtastimpulses auf, die beinahe den gesamten sichtbaren Spektralbereich iiber-
deckt. Dadurch ist die Variation der detektierten Abtastwellenlinge besonders

einfach.

Die Erweiterung des NOPA-Weiflicht Pump-Probe Aufbaus zu einem optional
umbaubaren NOPA-NOPA-Aufbau, der in ABSCHNITT 2.3.2 erldutert ist,
ermoglichte den Zugang zu schnellen Relaxationsprozessen im S;-Zustand sowie
die Aufnahme kohérenter Wellenpaketdynamik im bakteriellen Phytochrom, bei

einer Systemresponse von etwa 45 fs.

Damit die Optimierung und der Nachweis derart kurzer Lichtimpulse (<80 fs)
iiberhaupt sinnvoll moglich ist, wurde zur Charakterisierung der Lichtimpulse
(ABSCHNITT 2.6) ein Kerrgating-Aufbau in den NOPA-NOPA Aufbau imple-

mentiert.

Mit den Weifslicht-Weiflicht, NOPA-Weiflicht und NOPA-NOPA Messaufbauten
stehen fiir den sichtbaren Spektralbereich sowohl in der Anregungs- als auch in
der Abtastwellenldnge variable und stabile Versuchsaufbauten zur Verfiigung, die

sich sehr gut fiir zeitaufgeloste Messungen von 20 fs bis 600 ps eignen.

In den ABSCHNITTEN 2.4.2,2.4.3 und 2.5.3 wird dargelegt, wie der Pump-Probe
Messaufbau mit Abtastimpulsen im mittleren Infrarotbereich, mit dem Ziel,
Schwingungsdynamik hoch-zeitaufgelost und breitbandig zu detektieren, voran-
gebracht wurde [12, 13].
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Der Einfluss von Mutationen sowie Variation des pH und der Ionenkonzentrati-
on auf den Steuerungsmechanismus der Primérreaktion in Bakteriorhodopsin
wird im ABSCHNITT 3.1.1 vorgestellt. Da bekannt ist, dass die Ladung von Ami-
noséduren in der direkten Umgebung der protonierten Schiff’schen Base die Photo-
reaktion stark beeinflusst, sind eine Reihe von Mutanten des positiv geladenen
Arginin 82 (R82)® untersucht worden. Durch Ersetzen der positiv geladenen Ami-
nosiure R82 mit neutralen Aminosduren Cystein (R82C) und Glutamin (R82Q)
und durch Variation der Position der positiven Ladung in R82C-Hg™ wurde der
direkte Einfluss der positiven Ladung der R82 auf die Primérreaktion variiert.
Der indirekte Einfluss der Ladung von R82 auf die Primérreaktion iiber die ne-
gative Ladung der Asparaginsdure 85 (D85) wurde zusétzlich durch Variation
des pH und der Ionenkonzentration untersucht. Deutliche Hinweise auf die
Rolle der positiven Ladung der R82 und indirekte Hinweise auf die der negati-
ven Ladung der Asparaginsiure 212 (D212) ergeben sich aus Messungen an der
Doppelmutante R82A /G231C.

Zusatzlich wurde zur unterstiitzenden Charakterisierung der Reaktionsdynamik
im wt, der Zerfall des elektronisch angeregten Zustands eines Photoproduktes

(N-Intermediat) untersucht.

Die Charakterisierung der lichtinduzierten Photoreaktion von bakteriellem Phy-
tochrom (Cphl) ist Gegenstand der folgenden Abschnitte. Im ABSCHNITT 3.4
wird die Dynamik der Primérreaktion der Pg. Form und im ABSCHNITT 3.3 die
der P, Form vorgestellt. Auferdem wurde neben der Photoreaktion eines biolo-
gisch funktionalen Chromophors in Cphl die Photoreaktion eines “geblockten”
Chromophors in Cphl untersucht (ABSCHNITT 3.2). Aus der kritischen Diskus-
sion meiner Daten (ABSCHNITTE 3.3.2 und 3.3.3) unter Einbeziehung der in der
Literatur veroffentlichten Daten ergibt sich in ABSCHNITT 3.3.6 ein kinetisches

Modell fiir die Primérreaktion in der P, Form.

Zum Schluss werden im KAPITEL 4 die wichtigsten Fortschritte der vorliegenden
Arbeit in einer Zusammenfassung kurz aufgefiihrt. Ausfiihrlichere Zusammenfas-

sungen finden sich am Ende der jeweiligen Kapitel und Abschnitte.

°Die Zahl bezeichnet die Position der betreffenden Aminosiure in der Aminosiuresequenz.
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1.1 Die Protonenpumpe Bakteriorhodopsin

1.1.1 Photoinduzierte Primarreaktion

Die ultraschnelle Isomerisierung des Retinalchromophors um eine spezifische C=C
Doppelbindung findet als photoinduzierte Primérreaktion in einer Reihe von bio-
logisch wichtigen Retinalproteinen statt. Bekannte Beispiele sind die Protonen-
pumpe Bakteriorhodopsin (bR), das Sehpigment Rhodopsin (Rh) und die Chlo-
ridpumpe Halorhodopsin (hR) [9]. Von diesen ist bR das am besten untersuch-
te System. Bakteriorhodopsin, dessen primére lichtinduzierte Photoreaktion hier
im Mittelpunkt der Untersuchungen steht, ist das einzige Protein in der Purpur-
membran des Halobacterium salinarium (siehe Abbildung 1.1). Es ist ein trans-

membrangebundenes Protein in der Cytoplasmamembran und besitzt einen Re-

E . “ wnlmm /6:

PM

Abbildung 1.1: Modellbild eines Halobacterium salinarium. Grofe Flichen der Cytoplasma-
membran bestehen aus der Purpurmembran (PM), deren einziges Protein Bakteriorhodopsin
ist. BR liegt in der Form von Trimeren in einem hexagonalen Gitter vor. Linker Ausschnitt:
Rontgendiffraktionsbild von Purpurmembranschichten [14] (Aufsicht); Rechter Ausschnitt: bR~
Struktur nach [15], Seitenansicht eines bR Monomers mit dem Retinalchromophor.

tinalchromphor, der iiber eine protonierte Schiff’sche Base mit der Aminosiure
K216° kovalent an das Protein gebunden ist |16, 17, 18|. Die primire Photoi-

somerisierung von all-trans nach 13-cis startet den Photozyklus, mit dem ein

K fiir Lysin, 216 ist die Nummer der Aminosiure in der Sequenz des Proteins.
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Grundzustands-Absorptionsspektren von bR wt und Mutanten
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Abbildung 1.2: Absorptionsspektren des elektronischen Grundzustandes von bR wt und Mu-
tanten G231C, R82A /G231C und R82A bei physiologischem pH. Die Absorptionsmaxima von
bR wt, G231C und R82A/G231C liegen bei etwa 570 nm (purpurne Formen), wihrend das
Absorptionsmaximum von R82A um 600 nm liegt (blaue Form).

effizienter Protonentransfer iiber die Zellmembran einhergeht und der eine ATP
Erzeugung und damit das Uberleben des Bakteriums unter anaeroben Bedin-
gungen ermoglicht. Nach der Photoanregung des elektronischen Grundzustandes
bRs7 © (siehe Abbildung 1.2), in dem der Chromophor in der all-trans Konfigu-
ration vorliegt, wird nach 0,5 ps bzw. 3 ps (siehe [1, 2|) ein anderer elektronischer
Grundzustand mit einer Quantenausbeute von ca. 64% erreicht [4, 5, 6], in dem
der Chromophor in der 13-cis Konfiguration vorliegt. Relaxationsprozesse, wahr-
scheinlich Vibrations- und Torsionsrelaxationen [19, 20, 21, 12, 13|, fithren in-
nerhalb von 3 ps zu einem K-Zustand, der fiir einige hundert Nanosekunden
relativ stabil bleibt. Deprotonierung und die darauf folgende Protonierung des
Stickstoffs der Schiff’schen Base |22, 23, 24| als ein Teil des Protonenpumppro-
zesses tritt im Wildtyp (wt) bR ab der us— bis ms-Zeitskala auf. Die Energie,
die durch die Lichtabsorption und anschlieflende Isomerisierung des Retinalchro-
mophors im Protein gespeichert wird, wird iiber mehrere Intermediate (Zustdnde
mit unterschiedlicher Protein- oder Chromophorstruktur) in biochemische Ener-
gie umgewandelt. Am Ende der Reaktionskaskade, die vom elektronisch ange-
regten Zustand bRZ;, aus startet, liegt nach etwa 100 ms bei physiologischem

pH wieder der Ausgangszustand bRs7y vor. Deshalb spricht man vom Photozy-

"Der Index bezeichnet das Absorptionsmaximum.
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Abbildung 1.3: Der Retinalchromophor in der all-trans oben und in der 13-cis Struktur unten,
wie er im Protein in den elektronischen Grundzusténden bRs7¢ (oben) und Ksgo (unten) vorliegt.

klus®, dessen einzelne Intermediate mit Grokbuchstaben benannt sind und deren

Absorptionsmaxima im sichtbaren Spektralbereich als Index angefiigt werden:

bR579 2, Iizg Rl K90 L Lss0 L Mo o Ns60 — Ogao — b Rs70
Ab dem ps-Zeitbereich sind die funktionellen Schritte der Energieumwandlung
gut bekannt und werden zunehmend mit Strukturmotiven im Protein verkniipft
[25, 26]. Der sub-ps und ps Zeitbereich, in dem die Isomerisierung vom all-trans
zum 13-cis Retinalchromophor stattfindet (sieche Abbildung 1.3), ist ebenfalls un-
tersucht worden. Auf der Basis fs-zeitaufgeloster Experimente |27, 28, 29, 30, 31,
32| wurde erneut die Frage aufgeworfen, wann die primére Isomerisierung in bR
im Vergleich zum Zerfall des angeregten Zustandes stattfindet. Diese Frage kann
mit den hier vorgestellten Messungen nicht beantwortet werden® und im weiteren
Verlauf wird der Zerfall der Absorption des elektronisch angeregten Zustandes

(ESA) als ein signifikantes Maf fiir den Isomerisierungsprozess betrachtet.

Aus dem Vergleich der lichtinduzierten Isomerisierungsdynamik von bR und hR
mit dem all-trans Retinal mit protonierter Schiff’schen Base in Losung [3], kann
geschlossen werden, dass die Spezifizitdt der Isomerisierung im Protein durch
die Aminosiureseitenketten, die die Bindungstasche (Abbildung 1.4) formen, be-
stimmt wird. Die Aminoséuren wirken dabei durch ihre unterschiedlichen chemi-
schen und physikalischen Eigenschaften wie Form (Lénge) und elektrische Ladung

auf die Position der isomerisierenden Doppelbindung und die Rate der Isomeri-

8Photozyklus nach |1, 2]
9Sub-ps Vis-Pump Infrarot-Probe Absorptionsdifferenzmessungen [12, 13], die diese Frage

beantworten sollen, sind gerade in der Testphase.
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Abbildung 1.4: bR Bindungstasche mit Retinalchromophor, wichtigen Aminosiureseitenket-
ten und Wassermolekiilen. W401 und W402 bezeichnen Wassermolekiile. Der Retinalchromo-
phor (violett) ist {iber eine Schiff’sche Base (blau: Stickstoff der Schiff’schen Base) mit dem
Protein iiber die Aminoséure Lysin (K216) kovalent gebunden. Die Asparaginséuren D212 und
D85 sind iiber das Wassermolekiil W402 mit dem Proton des Stickstoffs der Schiff’schen Base
iiber Wasserstoffbriickenbindungen verbunden (siehe Abbildung A.1). Arginin 82 (R82) bildet
mit D212 direkt Wasserstoffbriickenbindungen aus. Die Struktur ist [33] entnommen.

sierung ein. Letztere wird durch die Zerfallszeit der ESA gemessen. Mit anderen
Worten: Die Retinalbindungstasche des Proteins zwingt dem Retinalchromophor
eine neue Gleichgewichtsgeometrie im Vergleich zum Chromophor in Lésung auf.
Dabei wird die elektronische Potentialoberfliche und damit die Reaktividt des
Chromophors geéndert. Geladene Aminosduren, die sich in und am Rand der
Bindungstasche befinden, spielen dabei eine wichtige Rolle. In bR sind dies im
besonderen die Aminoséureseitenketten der Asparaginsiuren in Position 85 (D85)
und 212 (D212) und des Arginins in Position 82 (R82). Dies wurde zuerst von
Song et al. |8] und Kobayashi et al. |7] gezeigt, die eine signifikante Verlangsamung
des Zerfalls der ESA beobachteten, wenn der bR Wildtyp (wt) in die "blaue” Form
iiberfithrt wird bzw. wenn geladene Aminosduren in der Bindungstasche durch
neutrale ersetzt werden. Aus diesen Experimenten wurde geschlossen, dass der
Protonierungszustand der D85, der, bei vorgegebenem pH, durch den pK Wert!?
bestimmt ist,!! bzw. die negativ geladene Form der D85, die Zerfallsrate der

ESA katalysiert. Wahrend im bR wt und in bR Proteinmutanten, die eine de-

Onegative dekadische Logarithmus der Acidititskonstante aus dem Massenwirkungsgesetzt.
HTm bR wt mit 150 mM KCl liegt er bei 2,6.
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protonierte D85 ("purpurne” Form) aufweisen, eine Zerfallszeit der ESA von 0,5
ps gemessen wurde, zeigen bR wt und Proteinmutanten mit protonierter D85
(blaue Form) zwei Zerfallszeiten der ESA, deren Zeitkonstanten bei 1,6 und etwa
10 ps liegen. Die Messungen, die in Abschnitt 3.1.1 vorgestellt werden, untersu-
chen auf weitaus breiterer Basis die katalytische Funktion der D85 fiir den Zerfall
der ESA und somit der Isomerisierung. Dazu wurden verschiedene bR Mutan-
ten an der Position 82 ausgewéhlt. Darunter befindet sich eine Doppelmutante,
die ein allosterisches Verhalten aufweist. Die Charakteristiken der Einzelmutante
R82A gegeniiber dem wt, ndmlich beschleunigte Kinetik der Deprotonierung der
Schiff’schen Base, zeitlich vertauschte Reihenfolge von Protonenabgabe und Auf-
nahme sowie Erhohung des pK Wertes der D85, werden in der Doppelmutante
vollstindig riickgéngig gemacht. Dieses revertierte wt-Verhalten tritt auf, wenn
zur Mutation R82A in der Bindungstasche noch eine weitere Mutation G231C
eingefiihrt wird, die sich erstaunlicherweise auf der Proteinoberfliche der zyto-
plasmatischen Seite, also weit entfernt von der Bindungstasche befindet. Diese
Mutations-Revertante R82A /G231C besitzt eine modifizierte Retinalbindungsta-
sche mit einem reduzierten diffusen Gegenion zur protonierten Schiff’schen Base,
das im Gegensatz zum wt (D212, D85, R82) nur noch aus D212 und D85 gebildet

werden kann.

1.1.2 Zielsetzung

Ziel der Untersuchungen ist insbesondere die Eingrenzung der kritischen Parame-
ter, die eine Reaktionsdynamik und [somerisierung wie im wt erméglichen. Dieser
Satz von kritischen Parametern beinhaltet die essentielle rdumliche Ladungsver-
teilung in der direkten Umgebung des Chromophors, die durch eine minimale An-
zahl von geladenen Aminosiureseitenketten in spezifischer Position zum Chrom-
phor realisiert wird. Da die rdumliche Ladungsverteilung stark von dem pH und
der Tonenkonzentration im wt sowie von der jeweiligen Mutation abhangt, wird
der Zerfall der ESA auch im Hinblick auf diesen Gesichtspunkt untersucht. Im
Bezug auf die Doppelmutante R82A /G231C ergeben sich insbesondere folgende
Punkte:

- Weist die Doppelmutante auch auf der Zeitskala der lichtinduzierten Iso-

merisierung wt-Verhalten auf?

- Wird das katalytische Verhalten der D85 bestéatigt?
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- Welche Rolle spielen die geladenen Aminoséduren D85 und D212 in der Dop-

pelmutante?

Die Ergebnisse werden in Abschnitt 3.1.1 vorgestellt und diskutiert.

1.2 Der Photorezeptor Phytochrom

1.2.1 Pflanzliches Phytochrom

Das Wachstum und die Entwicklung von Pflanzen wird entscheidend durch die
Wechselwirkung mit dem Umweltfaktor Sonnenlicht beeinflusst. Photosynthese
ermoglicht die Umwandlung von Lichtenergie in biochemische Energie und ist
die wichtigste Energiequelle fiir Pflanzen. Der Photorezeptor Phytochrom trégt
zur optimalen Anpassung an den Standort, an den die Pflanzen gebunden sind,
bei. Er spielt unter anderem eine wichtige Rolle in der Ausbildung des Photo-
syntheseapparates, der Steuerung des Bliihverhaltens und in der Erkennung von
Tagesrhytmen (innere Uhr). Phytochrome absorbieren Licht im hellroten (in ihrer
P, Form) und dunkelroten (in ihrer Py, Form) Spektralbereich und 16sen darauf-
hin jeweils eine Signaltransduktionskette aus, in deren Verlauf Lichtinformation
in biochemische Information umgewandelt wird. Sowohl die Lage der Absorpti-
onsbanden von P, und Py, im roten Spektralbereich, als auch die Moglichkeit,
diese beiden thermisch stabilen Formen lichtinduziert ineinander zu iiberfiihren,
ist ein Charakteristikum aller Phytochrome. Bei dieser Umwandlung findet nach
photoinduzierter Anregung der P, Form eine Z,E Isomerisierung? des Chromo-
phors um die 5 = C15 Doppelbindung (siche Abbildung 1.5) beim Ubergang in
das Intermediat lumi-R statt [34]. Aufgrund weiterer Relaxationsprozesse durch-
lauft Phytochrom mehrere Intermediate, bis es schliefslich nach etwa 500 ms die
Py, Form ausbildet [35, 36].

P. LN lumi — R — meta — R, — ... — meta — R, — Pg

Wird die Pf, Form angeregt, tritt eine E,Z Isomerisierung [34] beim Ubergang zu
lumi-F auf. Nachfolgende Relaxationsschritte fiihren iiber mehrere Intermediate
nach etwa 20 ms zur P, Form zuriick. Beide Photoreaktionen haben nur den

Anfangs- und Endzustand P, bzw. Pj, gemeinsam, d.h. die Intermediate,

P M lumi — F = meta — F, — ... > P,

2analog: trans-cis.
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Abbildung 1.5: Skizze der Chromophore von Haferphytochrom und eventuell Cph1-PCB nach
[34]. Durch Absorption von rotem (red) Licht in der P, Form und dunkelrotem (far red) Licht
in der Py, Form isomerisiert der Chromophor um die C5 = Ci¢ Doppelbindung und gelangt

iiber mehrere Intermediate zur Py, bzw. P, Form.

die in den beiden Reaktionen durchlaufen werden, sind verschieden. Die Py, Form
unterscheidet sich von der P, Form nicht nur in der Chromophor- und Prote-
instruktur, sondern auch in der biologischen Funktionalitit. So weist in Pflan-
zen die Py, Form eine 2 bis 2,5 mal hohere Phosphorylierungsrate fiir PKS1'?
auf als die P, Form [37]. Die Fiille biologischer Funktionen, an denen Phyto-
chrom beteiligt ist, soll zum Teil dadurch bedingt sein, dass Phytochrome mit
unterschiedlichen Proteinstrukturen und Aminosduresequenzen auftreten. So ist
Phytochrom nicht die Bezeichnung fiir ein Protein mit eindeutiger Aminosiure-
sequenz, sondern die Bezeichnung fiir eine Familie von "Phytochromproteinen”,
die nach Ahnlichkeit ihrer Aminosiuresequenz und ihres photochemischen Ver-
haltens in Gruppen (phyA, phyB, phyC usw.) eingeteilt werden |38, 11|. Eines
der am besten untersuchten pflanzlichen Phytochrome ist das Haferphytochrom,
das dem Typ phyA zugeordnet wird und in der P, Form eine Heterogenitit des
Grundzustandes aus mindestens zwei Gruppen phyA’ und phyA” (wahrscheinlich

verschiedene Proteinstrukturen) aufweist [39, 40, 41].

In der Literatur veroffentlichte Messungen im Zeitbereich der Primérreaktion

von Haferphytochrom P, werden kontrovers interpretiert: Mathies und Mitarbei-

Bphytochrome kinase substrate 1
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ter [42] gehen davon aus, dass eine einzige Ratenkonstante die Primérreaktion
treffend beschreibt. Hermann und Mitarbeiter [43] sehen Anzeichen fiir zwei Ra-
tenkonstanten mit unterschiedlichen elektronisch angeregten Zustinden, wihrend
Holzwarth und Mitarbeiter |44] die Primérreaktion mit einer Verteilung von Ra-

tenkonstanten beschreiben.

1.2.2 Phytochrom aus Cyanobacterium Synechocystis (Cphl)

Neue Impulse fiir die Erforschung der Phytochrome erwartet man durch die Ent-
deckung und Gewinnung des Apoproteins von Phytochrom aus dem Cyanobacte-
rium Synechocystis Stamm PCC6803 (abgekiirzt als Cphl) [45]. Einerseits stellt
das Cph1-Phytochrom einen evolutionidren Vorldufer der pflanzlichen Phytochro-
me dar, andererseits ist durch die Expression von Cphl in E. coli eine Produktion
grofser Mengen moglich, so dass die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Kristalli-

sation zur Strukturbestimmung gegeben ist.

Das Protein Cphl besteht aus 748 Aminosduren (AS) mit einem Gewicht von
84,2 kDa'*, bildet Dimere aus und tritt in Cyanobakterien in Verbindung mit
dem Chromophor Phycocyanobilin (PCB) auf [46], der kovalent iiber die Thiol-
gruppe des Cysteins C259 an das Protein gebunden ist. Das im Bakterium vor-
liegende Protein Cphl-PCB phosphoryliert Repl!'® aus seiner P, Form heraus,
weshalb davon ausgegangen wird, dass in Cphl-PCB die biochemisch aktivere
Form P, und nicht Py, ist [47|. Die fiir Phytochrome typischen Absorptionsspek-
tren der P, und Py, Formen sind in Abbildung 1.6 dargestellt, wobei eine Ver-
schiebung der Absorptionsmaxima in Cph1-PCB gegeniiber Cph1-P¢B ( P¢B ist
der native Chromophor der pflanzlichen Phytochrome) von etwa 10 nm zu be-
obachten ist. Der Extinktionskoeffizient von Cphl-PCB P, ist etwas geringer als
in pflanzlichen Phytochromen und betrégt im Absorptionsmaximum bei 656 nm
85-103M~tem™" [48].

Mit zeitaufgeloster Absorptionsdifferenzspektroskopie im ps-Zeitbereich wurde
die Photoreaktion von Cphl1-PCB untersucht [49], um zu entscheiden, ob Cphl-
PCB ein gutes Modellsystem fiir die meisten bekannten Phytochrome darstellt.
Es wurde eine grofe Ahnlichkeit mit der Photoreaktion von Haferphytochrom
nachgewiesen. Resonanz-Raman und FT-IR Messungen unterstiitzen diese Beob-
achtung |50, 49|. Bei tiefen Temperaturen treten im frithen Ablauf der Photo-
reaktion allerdings Unterschiede zwischen Haferphytochrom P, und Cphl-PCB

4Im Vergleich bR: 248 AS ; 26,5 kDa
B response regulator for cyanobacterial phytochrome.
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statische Absorptionsspektren von Cphl1-PCB
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Abbildung 1.6: Die statischen Absorptionsspektren von Cph1-PCB sind hier in der P, -Form
(schwarz) und als Gemisch von P, -Form und Py, -Form (rot) dargestellt. Das reine Spektrum
der Py, -Form (griin) wurde aus beiden Spektren errechnet. Die Hauptabsorptionsbanden um

660 nm und 704 nm, jeweils mit Schultern, und die Soret-Bande um 360 nm sind gut zu sehen.

P, auf. Das photochemische Verhalten von Cph1-PCB P, ist dort eher mit Phy-
tochromen des Typs phyB vergleichbar'® [51]. Dies ldsst den Schluss zu, dass
Cph1-PCB auf jeden Fall ab dem ps-Zeitbereich bei Zimmertemperatur ein gu-
tes Modellsystem fiir Phytochrome darstellt. Wenn analoges Verhalten im ps
und sub-ps Zeitbereich beobachtet werden kann, dann ist Cph1-PCB ein ideales
Modellsystem fiir die Photoreaktion pflanzlicher Phytochrome. Es besteht dann
einerseits die Moglichkeit am evolutionédren Vorlaufer der pflanzlichen Phytochro-
me die Photoreaktion zu studieren und andererseits ist durch die vereinfachte
Gewinnung des Proteins die Moglichkeit gegeben, Cphl-Mutanten zu untersu-
chen, die genaueren Aufschluss auf den Mechanismus der Chromophor-Protein

Wechselwirkung geben konnen.

Weitere Einblicke in die Chromophor-Protein Wechselwirkung kénnen modifi-
zierte Chromophore liefern. Das Protein Cph1-PEB | das gegeniiber Cph1-PCB
einen in der Chromophorstruktur der P, Form dhnlichen aber modifizierten Chro-
mophor Phycoerythrobilin (PEB) aufweist (siche Abbildung A.2) [52], zeigt eine
drastisch verdnderte Photoreaktion. Aufgrund einer geséttigten C5—C'¢ Einfach-

f17

bindung tritt in Cph1-PEB keine Isomerisierung nach Lichtanregung auf™’ und es

Der Typ phyB zeigt keine Photoreaktion bei tiefen Temperaturen
"Man spricht auch vom ”geblockten” Chromophor.
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werden keine Photoprodukte gebildet. Da sich Cph1-PEB und Cph1-PCB nur in
der Chromophorstruktur unterscheiden, sollte die Primérreaktion von Cph1-PEB
alle Charakteristiken der Primérreaktion von Cph1-PCB aufweisen, die nicht mit

der Isomerisierung verkniipft sind.

1.2.3 Zielsetzung

Ziel der Untersuchungen ist eine moglichst vollstidndige Charakterisierung und
Entwicklung eines Modells fiir die Primérreaktion von Cph1-PCB in der P, und
der P, Form sowie der Vergleich dieser Priméarreaktionen mit denen in Hafer-
phytochrom. Dazu wird insbesondere die Primérreaktion der P, Form kritisch
untersucht, da diese in Haferphytochrom kontrovers diskutiert wird. Mit Hilfe
des modifizierten Chromophors PEB werden Anteile der Reaktionsdynamik, die
zur Isomerisierung in Cph1-PCB P, gehoren, identifiziert.

1.3 Ultrakurzzeitspektroskopische Grundlagen

1.3.1 Pump-Probe Spektroskopie

Chromoproteine, wie bR oder Phytochrom, kénnen lichtinduziert angeregt wer-
den und wandeln die Lichtenergie in biochemisch nutzbare Formen um. Dabei
werden die Molekiile aus dem elektronischen Grundzustand in den angeregten
Zustand iiberfiihrt, von denen im Zuge der Photoreaktion ein Teil der Molekiile
verschiedene elektronische Grundzusténde (Intermediate) durchliuft. Sowohl die
Besetzung des elektronisch angeregten Zustands, als auch die der verschiedenen
Intermediate sind im allgemeinen mit einer Anderung der Absorption verbun-
den. Im Folgenden wird beschrieben, wie diese Absorptionsinderung im Kleinsi-
gnalfall und einer optisch diinnen Probe zeitaufgelost verfolgt werden kann. Mit
einem Anregungsimpuls werden Chromoproteine angeregt (Pump) und zeitver-
setzt dazu tastet ein viel leistungsschwécherer Abtastimpuls (Probe) die Molekiile
ab. Typische Wellenléngenbereiche, die mit dieser Spektroskopiemethode unter-
sucht werden, sind der sichtbare Spektralbereich und der nahe Infrarotbereich
von 400 nm bis 900 nm (VIS) und der Bereich im mittleren Infrarot um einige
pm (IR).
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1.3.1.1 Inkohirentes Bild

Ist die Zeitauflosung des Pump-Probe Experiments im sichtbaren Spektralbereich
(VIS-VIS) deutlich lidnger als die elektronischen Dephasierungszeiten (kleiner 30
fs)!®) so kann die gemessene Dynamik in einem inkohiirenten Bild interpretiert
werden:

Die Absorption eines Photons aus dem Anregungsimpuls regt das Molekiil an
und fiithrt zur Besetzung eines neuen Zustandes. Der Abtastimpuls fragt den
Zustand des Molekiils in Abhéngigkeit von der Verzogerungszeit zwischen den

beiden Lichtimpulsen ab.

Is
Ir

die der Abtastimpuls erfahrt, wenn er einerseits durch ein Probevolumen mit an-

Die Messgrofe ist die Anderung des Intensititsverhiltnisses (Transmission),
geregten (Ig) und andererseits durch das gleiche Probevolumen ohne angeregte
Molekiile (Ip) geschickt wird. Um eine Messgrofe zu erhalten, die proportio-
nal zur Konzentration der abgetasteten molekularen Spezies ist, wird von der
Transmission der negative dekadische Logarithmus gebildet und man erhélt die
Absorption AA(A,?) (in Formel 1.1).

B —[eN)(e=ca(A1)d+Y; ei(A\)ei(At)d
Is(\, At) Iys10 [ ] mit ), c;(At) = ca(At)

Ip(A) = Ips107 und ds = dp = d und
= AANAL) = ) a6\ —e(N]e(And (1) Ips = Ior
Dabei bezeichnet € den Extinktionskoeffizienten der Molekiile im Ausgangszu-
standes (elektronischer Grundzustand) und ¢ deren Konzentration. Der Wert ¢,
reprasentiert die Gesamtkonzentration der angeregten Molekiile, ¢; den Extink-
tionskoeffizienten und ¢; die zugehorige Konzentration der Molekiile im Zustand
i.
In dem Pump-Probe Aufbau kénnen in den Absorptionsdifferenz-Signalen folgen-

de Beitrége nach Anregung beobachtet werden:

e Bleichsignal : negative Absorption durch Verringerung der Konzentration
im Grundzustand, was zu einer Erh6hung der transmittierten Photonen im
Abtastimpuls fiihrt.

e Stimulierte Emission (SE) : negative Absorption durch Erh6hung der trans-

mittierten Photonen im Abtastimpuls.

'8Bei den von uns untersuchten Systemen.
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e Absorption des angeregten Zustandes (ESA) : positive Absorption durch

Verringerung der Photonen im Abtastimpuls.

e Absorption eines Intermediats : positives Signal durch Verringerung der

Photonen im Abtastimpuls.

1.3.1.2 Licht-Materie Wechselwirkung

Die Wechselwirkung eines elektromagnetischen Lichtfeldes mit der Probe wird
durch die vom Feld induzierte Polarisation P(t) beschrieben. Entwickelt man
P(t) nach dem Feld E(t) und betrachtet deren Fouriertransformierte (P(w) und
E(w)), so ergibt sich:

P) = o3 ()Ew)
= XV (w)E(W) + eoxP (W) F*(w) + eox® (W) E3(w) + - - -

Der Entwicklungskoeffizient ist die optische Suszeptibilitit x(?, die einen Tensor
i.ter Stufe darstellt'®. Die Polarisation stellt sich in der Zeitabhiingigkeit als Fal-
tung zwischen optischer Suszeptibilitdt und elektromagnetischem Feld dar (hier

1. Ordnung):
¢

PO = 6 / di O (Y Bt — 1) (1.2)

— 00
Die obere Grenze t triagt der Tatsache Rechnung, dass die Polarisationsantwort
auf das Feld kausal sein muss. Fiir nicht dispersive Medien ist die Antwort des
Mediums auf das elektromagnetische Feld instantan, also gedéchtnislos?® . Wenn

im Folgenden nichts anderes erwdhnt wird, wird diese Ndherung vorausgesetzt.

Die lineare Absorption ist im Feld des Abtastimpulses proportional zum Imagi-

niirteil der Polarisation erster Ordnung P®(¢) und es gilt nach [53]:

AA(w, At) W (1.3)

Dabei sind E(w) und PM(w) die Fouriertransformierten des elektromagnetischen
Feldes E(t) und der Polarisation erster Ordnung P1(t) und At die Zeitverzoge-

rung zwischen Anregungsimpuls und Abtastimpuls.

9Fiir Proben, die eine Inversionssymmetrie aufweisen, verschwindet y(2).
20Im Allgemeinen beschreibt der Imaginérteil von y(w) die Absorption und der Realteil die

Dispersion, die beide eine Frequenzabhingigkeit aufweisen.
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1.3.1.3 Kohirentes Bild

Werden Pump-Probe Experimente mit einer hohen fs-Zeitauflosung durchgefiihrt,
so werden vom spektral breiten Anregungsimpuls etliche vibronische Uberginge
im Molekiil kohdrent angeregt. Dadurch kann sich ein Wellenpaket im angeregten
Zustand oder im Grundzustand?' ausbilden (siehe Abschnitt A.2.1). AuRerdem
treten zusdtzlich zu den im Abschnitt 1.3.1.1 beschriebenen Wechselwirkungen
neue hinzu, die durch die induzierte Polarisation dritter Ordnung P®)(t) ver-
ursacht werden. Das Absorptionssignal ergibt sich fiir Polarisationen, die klein

gegeniiber dem Abtastsignal sind, nach |54] zu

S{E" () PHw, Ab)}
|E(w)[?

AA(w, At) = —In(10)w (1.4)
wobei die Polarisation dritter Ordnung unter Beriicksichtigung nicht instantaner

Antwort auf die Lichtimpulse gegeben ist durch:

PO () = / / / dt,dtadts R (ts, to, 1) By (t—t3) By (t—t5—1t3) By (t—ts—ty—1,)
' (1.5)
Dabei ist R (t3, ty,t,) die Material-Antwortfunktion, die fiir negative Argumen-
te verschwindet und E; und E, sind die Felder des Anregungsimpulses und des
Abtastimpulses. Mit der Annahme, dass die Lichtimpulse lang sind im Vergleich
zur elektronischen Dephasierung??, kann die Berechnung auf eine einfache Inte-

gration reduziert werden [54]:

PO (t,At) = 2E,(t — At) / dt'Rs(t —t)E; () EL (V)

0

+2F(t /d r(t —t)E}(t")Ey(t' — At)
0

2B (#) / dt' Ropy(t — ) By (8) Bo(t' — At) (1.6)

0

Dabei stellen die drei Terme die Beitridge der sequentiellen, der Raman- und der
Zwei-Photonen-Absorption dar. Die Zeitverzogerung zwischen Anregungsimpuls
und Abtastimpuls ist durch At gegeben. Die Funktionen Rg(t — t'), Rr(t — t')

21z, B. durch impulsive Ramanstreuung in den Grundzustand withrend des Anregungsimpul-

ses.
22etwa 10 bis 60 fs
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und Ry, (t — t') beschreiben die Wechselwirkung zwischen den Lichtimpulsen
und der Probe. Der Anteil der Zwei-Photonen- bzw. Raman-Absorption trigt
nur zum Signal bei, wenn die Spektren von Anregungsimpuls und Abtastimpuls

die jeweiligen Resonanzbedingungen erfiillen.

1.3.2 Erzeugung von Lichtimpulsen durch nichtlineare Pro-

zesse 2. Ordnung

Zur Betrachtung nichtlinearer optischer Effekte zerlegt man die Polarisation, die
durch das elektromagenetische Feld im Medium erzeugt wird, in einen linearen
Anteil P,(t) und einen nichtlinearen Anteil Py (t) = Y io PO (t). Die Wellen-
gleichung in nichtlinearen optischen Medien ergibt sich dann aus den Maxwell-

gleichungen zu:

- 10°E 0* = ~
mit n? = (1+xWY) (1.8)
- n?0’E 0

Dabei ist n der lineare Brechungsindex, c die Lichtgeschwindigkeit im Vakuum
und iy die magnetische Permeabilitidt im Vakuum. Der Polarisationsterm ﬁNL(t)
ist der Quellterm der inhomogenen Wellengleichung und beschreibt den Einfluss
des Mediums auf das Feld E(t).

Eine Vereinfachung der Differentialgleichung wird erreicht, in dem man sie auf
die Koordinate der Ausbreitungsrichtung des Feldes reduziert. Einen schnellen
Uberblick dariiber, welche Effekte durch den Polarisationsterm zweiter Ordnung
entstehen, erhilt man, wenn fiir P (t) = x(2) E%(t) ein elektromagnetisches Feld

mit z.B. zwei verschiedenen Frequenzen w; und w, einsetzt wird:

E(t) = Eie ™"+ Eye ™' tcec.
= P(Z) (t) _ X(2) (Efefzﬁwlt + E2267i2w2t + 2E1E2ef(w1 +wo)t +
2E Eie” 17t e )+ 2D(E Ef 4+ BRE)  (1.10)

Es entstehen Terme, die neue Frequenzen aufweisen. Ordnet man diese und be-

trachtet die Fouriertransformierten, dann sieht man, dass drei Typen von Fre-
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quenzerzeugung auftreten (c.c. bedeutet komplex konjugiert)?

Pw) = XPE wyp=w +w (SHG)
P(2w;) = YYE? Wy = wy + ws (SHG)
Pwi +wy) = 2\ E\E, wyr =wy +wsy (SFG)
P(w; —ws) = 2X(2)E1E§ wy =w; —wy (DFG)

Bei dieser parametrischen Erzeugung geht keine Energie durch Absorption verlo-
ren (Energieerhaltung). Zusétzlich ergibt sich aus der Impulserhaltung, dass fiir
eine effiziente parametrische Erzeugung die Summe der beteiligten Wellenzahlvek-
toren Ak = > k; verschwinden muss (Phasenanpassung). Da die Phasenanpas-
sung selten fiir Second Harmonic Generation (SHG), Sum Frequency Generation
(SFG) und Difference Frequency Generation (DFG) gleichzeitig erfiillt ist, treten

diese Typen der parametrischen Erzeugung meist getrennt auf.

1.3.2.1 SHG- und SFG-Prozess

Die Erzeugung der zweiten Harmonischen (SHG) ist ein Spezialfall der Erzeu-
gung der Summenfrequenz (SFG). Aus diesem Grund werden hier beide Prozesse
gemeinsam dargestellt werden. Zwei niederenergetische Photonen werden durch
Wechselwirkung mit dem nichtlinearen Medium iiber virtuelle Zustdnde verlust-
frei in ein hoherenergetisches Photon umgewandelt (schematisch in der folgenden
Skizze dargestellt).

w2 w2
B ————
W3 = W1 + Wy —_— 1T — W3
@
w1
- w1

Aus der Losung der reduzierten nichtlinearen Wellengleichung ergibt sich, dass
die Intensitit der parametrisch erzeugten Komponente ,, von der durchlaufe-
nen Liange des Mediums L und der Phasenbeziehung zwischen den beteiligten
Wellenzahlvektoren Ak = ky + ky — ks wie folgt abhingt [55]:

(AkL)

[3 — I3,maar; (]_]_1)

(AEL)

23Zusétzlich treten auch noch die negativen Frequenzen auf, die hier nicht aufgefiihrt sind.
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Abbildung 1.7: Dargestellt ist die Abhéingigkeit der parametrischen Intensitit des erzeugten
Feldes von der Wellenzahlvektordifferenz Ak und der effektiven Kristallldnge L.

Hierbei wurde angenommen, dass die Intensitdten der Pumpimpulse 1, und [,
wahrend der parametrischen Erzeugung im Kristall konstant bleiben. Die Abhén-
gigkeit der Intensitét I,, von der Phasenanpassung ist fiir verschiedene Lingen
des Mediums in Abbildung 1.7 dargestellt. An der Abhéngigkeit ist zu erken-
nen, dass aufgrund des Argumentes ATEL die Verstiarkungsbandbreite (FWHM
der Intensitéit) mit wachsender Kristalllinge abnimmt. Deshalb verwendet man
kurze Kristalle, um die fiir kurze Lichtimpulse notwendige Bandbreite verstirken
zu konnen. Die Anpassung der Phasenbeziehung fiir eine effiziente parametri-
sche Erzeugung ist in doppelbrechenden nichtlinearen Medien moglich, in denen
der Brechungsindex n und der Wellenzahlvektor k von der Polarisation und dem
Winkel § zwischen Impuls und Kristallachse abhingen?*. Fiir negativ uniaxiale
Kristalle (z.B. BBO) gilt fiir den Brechungsindex eines aufserordentlichen Strahls
in Abhéngigkeit vom Winkel 6:

NoMe

V/nZsin? 0 + n2 cos? §

n(0) (1.12)

Der Brechungsindex n dndert sich also in Abhéngigkeit vom Winkel 6 zwischen n,
und n., den Brechungsindizes entlang der Kristall-Hauptachsen. Durch Einstellen
des Phasenanpassungswinkels ¢ kann sich somit durch konstruktive Interferenz
der in Phase schwingenden atomaren Dipole eine makroskopische Polarisations-
welle kohdrent im nichtlinearen Medium ausbilden. Da die Polarisation der erzeu-
genden Lichtimpulse unterschiedlich sein kann, spricht man von Typ I Phasen-
anpassung, wenn die erzeugenden Photonen ordentlich polarisiert sind und von

Typ II, wenn eines der erzeugenden Photonen auferordentlich polarisiert ist.

2 Dispersionsrelation: k%(w) = “%n?(w)
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1.3.2.2 OPA- und DFG-Prozess

Der optisch parametrische Prozess OPA unterscheidet sich von der Differenzfre-
quenzerzeugung (DFG) nur durch die Intensitéten der erzeugenden elektromagne-
tischen Felder. Wéhrend im DFG-Prozess die beiden erzeugenden Felder (Pump-
impulse) I; und I, etwa dieselbe Intensitit aufweisen, wird im OPA-Prozess nur
mit einem starken Pumpimpuls /; und eventuell einem schwachen Seedimpuls I
gearbeitet. Der DFG-Prozess soll eine maximale Intensitit /3 liefern, wihrend der
OPA-Prozess beide Intensitdten I, und I3 optimieren soll. Die nach dem OPA-
Prozess verstirkt vorliegenden Intensitidten I und I3 werden mit Signal und Idler
bezeichnet. In dieser Arbeit wird immer der hoherenergetische der beiden Licht-

impulse Signal genannt und der niederenergetischere Idler.

%) wo

W3 = Wi — Wo wy - + —

X(2)

w3

Wird der OPA-Prozess nur mit einem erzeugenden Feld betrieben, also ohne
Seedimpuls, so startet die Zwei-Photonen-Emission aus den virtuellen Zustéin-
den aus dem Quantenrauschen. Dies wird oft als parametrische Superfluoreszenz
bezeichnet. Die Effizienz des OPA- und DFG-Prozesses ist analog zur SHG und
SFG abhéngig von der Wellenzahlvektordifferenz Ak und von der Wechselwir-

kungsliange L der elektromagnetischen Felder im nichtlinearen Medium.

Limitierend fiir die Effizienz und die spektrale Breite der parametrischen Ver-
starkung, wirken sich die unterschiedlichen Gruppengeschwindigkeiten und das
Auseinanderlaufen der Energiefliisse der wechselwirkenden Felder im doppelbre-
chenden Medium aus. Eine Moglichkeit einen Teil dieser Probleme zu umgehen,
wird im Abschnitt 2.3.4 beschrieben.

1.3.3 Erzeugung von Lichtimpulsen durch nichtlineare Pro-
zesse hoherer Ordnung

Ganz analog zu den Betrachtungen der nichtlinearen Effekte zweiter Ordnung
kann man nun die Polarisation dritter Ordnung betrachten. Mit E(t) = Ee~™! +
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E*ei“t ergibt die Polarisation P®)(¢) zu:
PO (1) = xO Bt 4 3\O E2E e ! 4 c.c. (1.13)

Die beiden schon bei monochromatischem Feld auftretenden neuen Komponenten
entsprechen der Erzeugung der dritten Harmonischen (THG) und einem nichtli-
nearen Beitrag zur Polarisation des erzeugenden Feldes. Dieser Beitrag fiihrt zur

Erzeugung eines nichtlinearen Brechungsindexes nyy,, der intensititsabhangig ist:
TL(]) = ng + NN, :TL0+TLQI (114)

Dabei ist n, proportional zu x® und mit steigender Intensitit I wird der nun

intensitatsabhidngige Brechungsindex n erhoht.

1.3.3.1 Selbst-Phasen-Modulation (SPM)

Die Losung der reduzierten inhomogenen Wellengleichung ?° zeigt eine Abhéngig-
keit der Phase ¢ von der Intensitit und damit von der Zeit, wenn die Intensitét
zeitabhéngig ist [56, 57

o(t) o wonanyl(t)

w = w0+ag—§t) (1.15)

o OI(1)

= Aw o —wunin
0702 o

Fiir den Fall, dass das elektromagnetische Feld durch einen fs-Lichtimpuls I(t),

(1.16)

der z.B. als gaukformig angenommen werden kann, gegeben ist, ergibt sich ei-
ne Anderung der Phase mit der Zeit (Formel 1.15). Das bedeutet, dass mit der
zeitlichen Anderung der Intensitiit und somit der Phase, eine Frequenzverschie-
bung Aw = wy — w zur Fundamentalfrequenz wy erzeugt wird. Je kiirzer der
Lichtimpuls und je grofer die Intensitit ist, desto grofer ist die maximale Fre-
quenzverschiebung. Der Anteil der fiilhrenden Lichtimpulsflanke erzeugt Stokes
verbreiterte Frequenzen, wahrend Anti-Stokes verbreiterte Frequenzen durch die
nachfolgende Lichtimpulsflanke erzeugt werden. Diese Erzeugung neuer Frequen-
zen wird Selbst-Phasen-Modulation (SPM) genannt, da durch die nichtlineare
Wechselwirkung die Phase zeitlich moduliert wird und somit dem Feld eine Fre-
quenzverbreiterung aufprigt. Der SPM-Prozess kann iiber die Brechungsindex-

anderung auch in einem gleichzeitig anliegendem Abtastimpuls auftreten. Dieser

Z5Einige vereinfachende Niherungen werden gemacht, z.B. langsam variierende Gesamtam-
plitude des Feldes.



1.3. ULTRAKURZZEITSPEKTROSKOPISCHE GRUNDLAGEN 23

Intensitat und Ableitung der Intensitat eines Gauf3pulses
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Abbildung 1.8: Intensitit (oben) und Ableitung der Intensitét (unten) eines Gaufipulses. An
den Wendepunkten der Intensitit, bzw. Extremwerten der Ableitung (blaue Linien) ist die
Phasenénderung maximal und es werden die grofiten Frequenzverschiebungen erzeugt. Stokes
verbreiterte Frequenzen werden von der fithrenden Lichtimpulsflanke und Anti-Stokes verbrei-

terte Frequenzen von der nachfolgenden Lichtimpulsflanke erzeugt.

Effekt wird oft als Kreuzphasenmodulation (XPM) bezeichnet und taucht in die-
ser Arbeit auch unter dem Begriff elektronische Antwort auf. Sowohl SPM als

auch XPM sind verlustfreie Prozesse.

Die SPM wird auch als Weiflichterzeugung bezeichnet, da im sichtbaren Spek-
tralbereich das breite Spektrum der SPM (siehe Abbildung 1.9) oftmals "wei”
aussieht. Wenn im folgenden von Weiklicht gesprochen wird, ist stets das durch
Selbst-Phasen-Modulation erzeugte Superkontinuum gemeint. Das Superkontinu-
um wird im Allgemeinen entweder zur Erzeugung sehr kurzer Lichtimpulse oder
als Abtastimpuls verwendet (sieche Abbildung 1.9).

Neben der Selbst-Phasen-Modulation treten viele weitere Effekte im nichtlinearen
Medium auf. Es kann eine Filamentbildung durch Selbstfokussierung beobachtet
werden, wenn ny > 0 ist, die die Erzeugung von Weiflicht begiinstigt. Zusétzlich
zu vielen weiteren Prozessen ist hiufig bei hoherer Intensitiat die Four-Photon
parametric generation (FPPG) zu sehen, die durch Interferenz gebeugter Wellen-
fronten verschiedener Filamente ein Modulationsmuster erzeugt, dass im Fernfeld

als Kreise verschiedener Wellenldngen und Radien auftritt [56].
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Spektrum des Lichtimpuls nach der Weil3licht-Erzeugung
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Abbildung 1.9: Experimentell aufgenommene Superkontinuumspektren aus SPM. In den
Spektren oben ist die Fundamentale Afy,q. = 775nm mit Filtern abgetrennt worden. Die
Spektren (oben) sind mit unterschiedlicher Fokussierung und Energie erzeugt worden. Unten
ist die Fundamentale bei 775 nm mit dem zusétzlich aufgeprigtem Superkontinuum zu sehen.
Das Superkontinuum wurde in einem Saphirfenster erzeugt. Von 650 bis 750 nm ist der Inten-
sitdtsabfall in etwa exponentiell. Von 500 bis 650 nm ist die Weiklichtintensitit etwa konstant.
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1.3.4 Frequenzmodulierte Lichtimpulse (Chirp)

Im Umgang mit fs-Lichtimpulsen, deren Halbwertsbreite (FWHM) 7 unterhalb
von 70 fs liegt, treten dispersive Effekte immer stirker in den Vordergrund.
Aufgrund der wachsenden spektralen Breite Av der Lichtimpulse, die sich mit
Av > 226 ergibt®, kénnen Ausbreitungsgeschwindigkeitsdifferenzen zwischen
den héher- und niederenergetischen Anteilen des Lichtimpulses zu einer Vergro-
ferung der Halbwertsbreite 7 fithren. Bei normaler Dispersion (n > 1) hat die

2 zur Folge, dass sich rotes Licht schneller ausbrei-

Dispersionsrelation k? = "C’—jn
tet als blaues.?” Das bedeutet, dass die Momentanfrequenz w(t) nicht konstant
ist, d.h. der Lichtimpuls einen (positiven) Chirp aufweist (siehe Abbildung 1.10).
Fiihrt man eine Taylorentwicklung um die Zentralfrequenz wy durch, so erhélt
man w(t) = wy + d“;—(tt) %dz"g” + - -+. Dabei beschreibt v = d";—gf) = de‘igt) den
linearen Chirpparameter. Lichtimpulse weisen dann ihre kleinste Halbwertsbreite
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Abbildung 1.10: Gaufformiger Lichtimpuls mit positivem Chirp. Oben: Elektrisches Feld

E(t) = E(t)e Uwott¢®) 4 ce. (schwarz) und Einhiillende £(t) (rot) eines positiv linear

do(t)

gechirpten Lichtimpulses. Unten: Frequenzverlauf in Abhéngigkeit von der Zeit w(t) = wo+=5;~

fiir einen positiv linear gechirpten Lichtimpuls.

auf, wenn sie bandbreitenbegrenzt sind, was voraussetzt, dass sie keinen Chirp
aufweisen. Deshalb ist die Charakterisierung des Chirps und dessen Kompensati-

on ein wichtige Voraussetzung um kurze fs-Lichtimpulse zu erhalten. In Abschnitt

26Gaukformige Lichtimpulse ohne Frequenzmodulation (Chirp)

27 _w _ _c
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2.3.2 wird ein Prismenkompressor beschrieben, der benutzt wird um den linearen
Chirp des Lichtimpulses zu kompensieren. Beitrage von Chirps hoherer Ordnung
sind dagegen nur sehr schwer kompensierbar und sollten von vornherein vermie-

den werden.
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