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Abstract

In order to understand photo activation processes in photo receptors and photo active molecules, the three
dimensional atomically resolved structure is an indispensable fundamental. In this study, we used angle
balanced polarization resolved femtosecond VIS pump - IR probe spectroscopy (Win-Pol-Fs-PPS) to
characterize structural conformations of chromophores and light-induced structural changes of
chromophores and photoreceptors upon excitation. This method permits direct tracking of ultrafast
structural changes of the chromophore in native environment, and allows for precise determination of the
relative angles between excited electronic transition dipole moments and probed transition dipole moments
of the molecular vibrations of the excited states, ground states, and product states. [108] Experiments with
this homebuilt setup yields dynamic and structural information simultaneously. [112] Experiments with
this novel setup are performed on two systems, phytochromes and corroles, whose photoreaction
mechanisms are under debate. [16][21][32][37]

Phytochromes are an important class of bilin-based photoreceptors which regulate the light signaling
pathways in plants, bacteria and fungi. [1][2] Despite intense studies with various time-resolved techniques,
the molecular details of the isomerization mechanisms and the involved protein control in both reactions
have not been completely understood. Cyanobacterial phytochrome CphlA2 with N and **C isotope-
labeled phycocyanobilin chromophore was analyzed between 1640 cm™* and 1740 cm in this study. For
the first time, the structural isomerization processes of phytochrome have been observed in real time.

The forward Pr — Pfr photoreaction exhibits two time constants of 4.7 £ 1.4 ps and 30 £ 5 ps. Rotation of
ring D takes place in the electronic excited state Pr* with a time constant of 30 + 5 ps. [105] Two distinct
Pr isoforms were identified by their frequencies and orientations of the C=0O vibrations of ring D.
Investigation of the Pfr — Pr photoreaction shows photoproduct formation occurs within the first
picosecond after excitation with ~20% quantum yield. Win-Pol-Fs-PPS signals were best fitted by a bi-
exponential decay with time constants of 0.7 £ 0.2 psand 5 + 1 ps. Two distinct Pfr isoforms were identified
by their frequencies and distinct kinetics. [107]

Corroles as tetrapyrrolic macrocycles, are related to the porphyrins with one less meso-group in its
macrocycle. Therefore corroles exhibit a smaller cavity with lower symmetry, and are able to stabilize
metals in high oxidation states. [63] These advantages in comparison to other porphyrinoids favor utilization
of corroles in many fields, such as catalysis, dye-sensitized solar cells, and photodynamic therapy. [24][25]
The purpose of this study on corroles is to fully characterize the peculiarities of the electronic states and
their photoinduced dynamics.

Hexacoordinated Al-corrole Al(tpfc)(py). and BrsAl(tpfc)(py). were analyzed in this work. In
hexacoordinated Al(tpfc)(py). and hexacoordinated BrsAl(tpfc)(py). demonstrated the lifting of the
degeneracy of the Q-bands caused by symmetry breaking. [108] Relative angles between the lowest singlet
electronic transition dipole moments and a single vibrational transition dipole moment were determined.
Experiments with electronic excitations in the Soret band were also performed. Analysis of the vibrational
dynamics present pronounced cooling dynamics on a time scale of about 30 ps. A vibrational marker band
for triplet formation was identified for Al(tpfc)(py). displaying a sub-picosecond triplet formation.






Zusammenfassung

Fur ein Verstandnis der photoreaktiven Abl&ufe in Photorezeptoren und photoaktiven Molekilen liefert die
dreidimensionale atomar aufgeldste Struktur eine unverzichtbare Grundlage. In der vorliegenden Arbeit
habe ich winkelbalancierte polarisationsaufgeloste Femtosekunden VIS Pump - IR Probe Spektroskopie
(Win-Pol-Fs-PPS) benutzt, um die strukturelle Konformation und lichtinduzierte strukturelle Anderung von
Chromophoren und Photorezeptoren nach Anregung zu charakterisieren. Diese Methode erlaubt eine direkte
Verfolgung ultraschneller Strukturanderungen des Chromophors in natirlicher Umgebung und eine exakte
Bestimmung der relativen Winkel zwischen angeregten elektronischen Ubergangsdipolmomenten und
Schwingungsiibergangsdipolmomenten des angeregten Zustands, des Grundzustands und des
Produktzustands.[108] Dieser selbstentwickelte Versuchsaufbau ermdglicht gleichzeitig die Messung von
dynamischen und strukturellen Informationen. [112] Versuche mit diesem neuen Aufbau wurden an zwei
Systemklassen, den Phytochromen und Corrolen, durchgefiihrt. Fir beide Systeme sind die
Photoreaktionsmechanismen derzeit noch umstritten. [16][21][32][37]

Phytochrome sind eine wichtige Klasse von Bilin-basierten Photorezeptoren, die die Lichtsignalwege in
Pflanzen, Bakterien und Pilzen regulieren.[1][2] Trotz intensiver Untersuchungen mit verschiedenen
zeitaufgeltsten Techniken wurden die molekularen Details der Isomerisierung und die damit verbundene
Chromophor-Protein Wechselwirkung fiir beide Reaktionen noch nicht vollstandig verstanden. In dieser
Arbeit wurde Phytochrom CphlA2 aus Cyanobakterien mit N und 3C isotopenmarkiertem
Phycocyanobilin Chromophor zwischen 1640 cm™ und 1740 cm™ untersucht. Zum ersten Mal wurden die
Isomerisierungsprozesse von Phytochrom in Echtzeit strukturell verfolgt.

Fur die Pr > Pfr Hinreaktion wurden zwei Zeitkonstanten von 4,7 = 1,4 ps und 30 £ 5 ps beobachtet. Die
Drehung am Ring D findet im elektronisch angeregten Pr* Zustand mit einer Zeitkonstante von 30 + 5 ps
statt. [105] Zwei unterschiedliche Pr-Isoformen wurden durch die Frequenzpositionen und Orientierungen
der C=0 Doppelbindung am Ring D identifiziert. Untersuchungen der Pfr — Pr Photoreaktion zeigen, dass
sich das Photoprodukt Lumi-F innerhalb der ersten Pikosekunden nach der Anregung mit einer
Quantenausbeute von ~ 20% bildet. Die Win-Pol-Fs-PPS Signale ergaben einen bi-exponentiellen Zerfall
mit Zeitkonstanten von 1= (0,7 = 0,2) ps und 12 = (5,3 £ 1) ps. Zwei unterschiedliche Pfr-lsoformen wurden
durch ihre Frequenzpositionen und ihre unterschiedlichen Kinetiken identifiziert. [107]

Corrole als tetrapyrrolische Makrozyklen sind den Porphyrinen dhnlich und weisen eine Meso-Gruppe
weniger in ihrem Makrozyklus auf. Daher besitzen Corrole eine kleinere Kavitat mit geringerer Symmetrie
und kénnen dadurch Metalle in hohen Oxidationsstufen stabilisieren.[63] Diese Eigenschaften der Corrole
kénnen in vielen Bereichen, wie beispielsweise in der Katalyse, in Farbstoffsolarzellen und in der
photodynamischen Therapie genutzt werden.[24][25] Das Ziel der vorliegenden Aebeit tiber Corrole ist es,
eine moglichst vollstandige Charakterisierung der einzigartigen Eigenschaften der elektronischen Zustande
und ihrer photoinduzierten Dynamiken zu erstellen.

Ich konnte in hexakoordiniertem Al(tpfc)(py). und hexakoordiniertem BrsAl(tpfc)(py). die Aufhebung der
Entartung der Q-Banden aufgrund der Symmetriebrechung nachweisen. [108] Relative Winkel zwischen
den niedrigsten elektronischen  Singulett  Ubergangsdipolmomenten und einem einzelnen
Schwingungsibergangsdipolmoment wurden bestimmt. AuBerdem wurden Experimente mit elektronischer
Anregung der Soret-Bande durchgefiihrt. Die Analyse der Schwingungsdynamik zeigt eine ausgepragte
Kihlungsdynamik auf einer Zeitskala von etwa 30 ps. Eine Schwingungs-Markerbande fiir die Triplett-
Bildung wurde auf der Sub-Pikosekunden-Zeitskala flir Aliminium Corrole Al(tpfc)(py). entdeckt.
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Abklrzungen

BBO Beta Barium Borate, 3-BaB204
Cphl Cyanobacterium Phytochrom
DAS Decay associated spectrum, Decay associated spectra
DFG Difference frequency generation
DFT Dichtefunktionaltheorie
ExSeAn Exhaustive Search Analyse
FID Free Induction Decay
Fit Optimale Anpassung (fit)
FWHM Halbwertsbreite (full width half maximum)
IR Infrarot
kDa Kilodalton
KTA Kaliumtitanoxidarsenat, KTIOAsO4
MCT “mercury cadmium telluride”
NMR “nuclear magnetic resonance”
oD Optische Dichte
OPA Optical parametric amplification
OPG Optical parametric generation
P®B Phytochromobilin
PCB Phycocyanobilin
Pr Rot-absorbierende Form von Phytochrom
Pfr Fernrot-absorbierende Form von Phytochrom
SFG Sum frequency generation
SHG Second harmonic generation
TDM Ubergansdipolmoment
VDM Schwingungsubergangsdipolmoment
VIS Sichtbar (visible)
bal-Pol-fs-PPS Winkel balancierte polarisationaufgeldste Femtosekunden VIS
Pump - IR Probe-Spektroskopie
PYP photoaktivem gelbem Protein

Vi




viii



Inhaltsverzeichnis

Abstract ii
Zusammenfassung v
Abklrzungen vii
Kapitel 1 Einleitung 1
1.1 Der Photorezeptor PRYIOCHIOM ........cviiieicc e 7
1.1.1 Phytochrom aus Cyanobacterium Synechocystis (CPNL) .....ccccovveeniiiiiiiiieiieieens 10
IO 4 1= 511 v 1 3T S OSSPSR 12

1.2 COITONR ..ottt bbb 13
1.2.1 Aluminium Corrole und bromierte Aluminium Corrole..........ccooeiveiiiiiniieieiesees 14
A -] =1 w4 [ o S OSSOSO 16
Kapitel 2 Experimentelle Methoden 18
2.1 Theoretische Grundlagen fiir die  UltrakurzeitspektroSKopie .........ccccoveevveveiieeveeieseennnns 18
2.1.1 Licht-Materie WeChSelIWIrKuNG..........coovoiiiiiiiii s 18
2.1.2 Die Anwendung der Nichtlinaren PrOzZeSSe.......cccvveiieriierieiieie e 20
Effekte zweiter Ordnung, FrequenzmiSChUNG........cccoveiieieiie e 20
Effekte dritter OrdnUNG ........cc.o oo et 22
SEIDSTFOKUSSIEIUNG ...ttt sttt sbe e sne e e 23
Selbst-Phasen-MOTUIALION ...........cooiiiieiee e 24
PRASENANPASSUNG .....vvevieeieeeieeteesteeee e ettt e steeste e te et esseesaeeseesseesseessesseesseesaesseesseaneenneeeens 25

2.2 Polarisationsaufgeldste Femtosekunden Pump-Probe Spektroskopie..........ccovvveiieieennns 27
2.2.1 FemtoseKuNden LaSerPUISE ........ccveie i 27
2.2.2 VIS = IR = AUTDAU ... bbb 27
Erzeugung der ANregUNGSPUISE .....coeiiiiiiiiiiieie ettt et 29
Erzeugung der ADaSIPUISE..........ooieee e 32
Uberlagerung der Lichtpluse in der PrODE ..........cvovovevevevereeeeeeeeeeeeeeee oo en s s 33
PrODEKAMMET ...ttt sbeene s 36

2.2.3 Signaldetektion und AUfNANMEN ..o s 36



Kapitel 3 Analytische Methoden 38

3.1 Korrekturen der gemeSSENEN WEIE .........ooueiieiiiiieiieie ettt st nne s 38
3.2 Analyse der gemeSSENEN WEITE. ........coviiiiieseeite e se et e e esaeeneesraenne s 40
3.2.1 Schwingungsibergange im MOoIeKUl .............cooeii i 40
3.2.2 Zeitkonstanten und Simulation des SPektrumS .........cccovveiirieiiiie e 44

3.3 Winkelberechnung der UbergangsdipolmOmMENte..........cvevecueeeeeececececececececceeeeeeeeeeeeeeeeenns 47
3.3.1 Experimentelle BEreChNUNGEN ........c.oiiiiiieieiiese e 47
PROTOSEIEKEION ...ttt et sbeene s 47
Bestimmung der Struktur und die Echtzeitverfolgung von Strukturdnderungen............... 52

3.4 Weitere analytisChe MethOUEN ..........coveiiiiiiie e 56
3.4.1 Perturbed Free INAUCTION DECAY.......c.ciiiiiiriiiieiiieie ettt 56
3.4.2 EXhaustive SEarch ANAIYSE ........ccvoieiiiiiee et 58
Kapitel 4 Zusammenfassung und Ausblick 63
4.1 PhytoChrom CPRIAZ ......ooiiiiiieie et nan e 63
L O] (0] [ USSP 66
Anhang A-H 68
Literaturverzeichnis 126
Danksagung 132



Kapitel 1
Einleitung

Der Fortbestand einer biologischen Zelle oder mehrzelliger Organismen hangt von ihrer Fahigkeit
ab, ihre extrazellulare Umgebung genau zu erkennen und auf diese gegebenenfalls zu reagieren.
Das Licht ist hierbei ein sehr wichtiger Umgebungsfaktor und viele Organismen haben ausgereifte
Photosensor-Systeme entwickelt, um dieses wahrzunehmen. Zahlreiche Wachstums- und
Stoffwechselprozesse von Pilzen, Bakterien, Pflanzen bis hin zu Sdugetieren werden von Licht
beeinflusst und gesteuert. Das Lichtsignal wird zuerst von den Chromophoren des Photorezeptor-
Proteins absorbiert und dann in chemische Energie umgewandelt. Die Chromophore spielen hier
eine entscheidende Rolle firr die photochemische Reaktion. Sie beeinflussen durch ihre Struktur
und Chromophor-Protein-Wechselwirkung, in welchem Spektralbereich der Photorezeptor Licht
absorbiert. Es gibt diverse Chromophor-Arten mit unterschiedlichen Strukturen. Eine davon ist
das Tetrapyrrol, das aufgrund seiner groRen Verbreitung in der Natur von vielfaltiger Bedeutung
ist. Strukturell werden zyklische und lineare Tetrapyrrole unterschieden.

Das Phytochrom, eine der wichtigsten Photorezeptorklassen der Pflanzen, enthalt lineare
Tetapyrrole als Chromophore, um rotes Licht und dunkelrotes Licht zu absorbieren. Phytochrome
haben dazu zwei stabile Konformationen: die rotes Licht absorbierende Pr-Form und die
dunkelrotes Licht absorbierende Pfr-Form. Die Energie der von den Chromophoren absorbierten
Photonen wird durch Pr-Pfr-lIsomerisierung, eine Isomerisierung der C=C-Doppelbindung, in
Signalinformationen umgewandelt. Diese ermdglicht in hoheren Pflanzen eine Funktion als
lichtempfindlicher Schalter, um Prozesse der Keimung, Photomorphogenese der Keimlinge,
Blutenbildung und Photoperiodismus zu steuern. Analoge Prozesse kommen auch in Algen,
Bakterien, Pilzen vor. [1] [2]

Obwohl diese Isomerisierungsprozesse zwischen der Pr- und Pfr-Form weit verbreitet und sehr
wichtig sind, steht die Frage, wann die Isomerisierung stattfindet, heutzutage immer noch zur
Diskussion. Trotz der zahlreichen strukturellen Untersuchungen, die bisher an Phytochromen
vorgenommen wurden, sind die Ergebnisse sogar zum Teil widerspriichlich. Durch X-Ray und
NMR Untersuchungen kann man die Struktur des Proteins fur stabile Zustande ermitteln, allerdings
ist eine zeitliche Verfolgung der strukturellen Dynamik bisher noch nicht mdglich. [3] [4]
Zeitaufgeloste Raman Spektroskopie und Pump-Probe Spektroskopie (VIS-VIS VIS-IR IR-IR)
sind leistungsfahige Methoden um die Dynamik der Chromophore in nativer Umgebung zu
charakterisieren [5] [6] [7] [8]. Durch normale zeitaufgeloste IR und Raman Untersuchungen
bekommt man zwar Informationen Uber Strukturdnderungen, um sie zu verstehen, muss man sie
jedoch mit theoretischen Berechnungen im Grund- und angeregten Zustand vergleichen. Eine

1



Echtzeitverfolgung der Orientierungsanderung des Chromophors im elektronisch angeregten
Zustand ist mit solchen Messmethoden nicht zu sehen. AuBerdem ist der Grund fir die niedrige
Photoprodukt-Quantenausbeute des Proteins im Vergleich zu anderen Photorezeptoren, wie
Rhodopsin, Bakteriorhodopsin und PYP, die auch um die C=C Doppelbindung isomerisieren, bis
heute noch immer ungeklart. Fur PYP liegt z.B. die Quantenausbeute zwischen 40% und 65% [9]
[10]. Fir die Pr-Pfr-lsomerisierung liegt sie nur im Bereich von 7% -16% [11] [12] [13] [14]. Als
Erklarung fur diese niedrige  Photoprodukt-Quantenausbeute  wurde die Photorezeptor-
Heterogenitat vorgeschlagen [15] [16] . Solche Vorschlage wurden noch nicht tUberpriift. Um die
genauen molekularen Reaktionsmechanismen fiir die Photoisomerisierung von CphlA2
Phytochrom zu bestimmen, habe ich in dieser Doktorarbeit die Winkel balancierte
polarisationaufgeloste Femtosekunden VIS Pump - IR Probe-Spektroskopie (bal-Pol-fs-PPS)
angewendet.

Die in der Arbeit benutzte Winkel balancierte polarisationsaufgeldste Femtosekunden VIS Pump -
IR Probe-Spektroskopie (bal-Pol-fs-PPS) ist ein experimenteller Aufbau, der von Martin Linke und
mir in der AG Heyne selbst entwickelt und aufgebaut wurde.[17] Der grofite Unterschied im
Vergleich zur normalen zeitaufgelGsten IR Spektroskopie ist, dass anstatt eines einzelnen
infraroten Laserpulses bei diesem Aufbau zur Abtastung zwei infrarote Laserpulse, die jeweils
parallel und senkrecht zur Polarisierung des Pumppulses stehen, eingesetzt werden. Er besteht
hauptsachlich aus zwei mehrstufigen OPAs (optical parametric amplifier) zur Erzeugung der
Anregungs- (Pump) und Abtastpulse (Probe). Der Aufbau ist vielseitig einsetzbar. Der Pump-puls
wird je nach Absorptionseigenschaft der zu untersuchenden Proben im VIS und IR Bereich
angepasst. Mit zwei Probe-Pulsen erhdlt man nicht nur die Dynamik und die spektrale

Intensitatsanderungen ( 1 ) der zur untersuchenden Probe, sondern auch Information zur
-1

Anisotropie (II””-I-—ZIJ;_). Da die Anisotropie von den Winkeln der beteiligen Ubergange abhéngig ist,
kann damit die Orientierung der zu untersuchenden Absorptionsbande gut ermittelt werden. Man
erhalt durch die Messungen gleichzeitig die Absorptionsanderung und die Information der Struktur
(Anisotropie) bei jedem Verzogerungszeitpunkt. Die Orientierungsanderung der Absorptionsbande
kann damit in Echtzeit verfolgt werden. Durch Kombination der Messergebnisse mit theoretischen
Berechnungen der Molekule im Grund- und angeregten Zustand, kann man die Informationen tiber
die Winkel zwischen dem elektronischen Ubergangsdipolmoment (TDM) und dem
Schwingungsubergangsdipolmoment (VDM) ermitteln. Da die Orientierungen der TDMs und
VDMs fest mit der Molekilstruktur verbunden sind, geben die Winkel Auskunft tber mégliche
Strukturen und Strukturdnderungen. Mit dieser Methode kdnnen Strukturdnderungen wie die
Photoisomeriseirung des Chromophors in Phytochrom in Echtzeit verfolgt werden. Andere
Methoden, die Auskunft tber die Struktur gehen, wie NMR und X-ray liefern zur Zeit keine
hochzeitaufgeltste Strukturen, insbesondere nicht in nativer Umgebung. Hinzu kommt die
Problematik, dass Phytochrom-Kristalle, wie sie fir X-Ray Messungen eingesetzt werden,
unterschiedliche Konformationen im Vergleich zu NMR Messung zeigen. [16] Daher liegt die



Vermutung nahe, dass die Kristallpackung die Proteinstruktur beeinflusst und wahrscheinlich
ebenso die Dynamik. [18]

Meine Studien an Cph1A2 Phytochrom lieferten neue Informationen zur Photoreaktion: Die Pr-
Pfr Isomerisierung findet mit einer Zeitkonstante von (30%0,4) ps und einer Quantenausbeute von
16% statt. Die Pfr-Pr Rickisomerisierung weist eine viele klrzere Zeitkonstante von (0,6+0,2) ps
und eine Quantenausbeute von ~18% auf. Die Orientierungsanderung der Chromophore ist in der
Absorptionsbande der Ci9=0O Streckschwingung im elektronisch angeregten Zustand direkt
verfolgbar. Der Vor- und Rickisomerisierungsprozess hat unterschiedliche Zwischenprodukte.
AuBerdem sieht man mit der hoheren spektralen Auflésung von 1,5 cm™ eine Heterogenitat im
Grundzustand fur beide Formen Pr und Pfr. Phytochrome mit unterschiedlicher
Grundzustandskonformation haben ganz unterschiedliche Dynamiken und Quantenausbeuten.
Diese Informationen bieten erstmals die Mdglichkeit den Einfluss der Protein- Chromophor
Wechselwirkung auf die initial Photoreaktion besser zu verstehen.

Neben Phytochromen habe ich in meiner Arbeit auch Corrole untersucht. Sie sind Tetrapyrrole mit
einer zyklischen Struktur und ein Analogon von Corrin, der Chromophor des Vitamin B12. Im
Vergleich zu anderen strukturell &hnlichen Chromophoren wie Porphyrin und Corrin haben Corrole
durch eine direkte Pyrrol-Pyrrol Bindung eine kleinere N4-Kavitadt und dadurch die Féhigkeit
Metallatome mit hoherem Oxidationszustand zu binden. Durch die unterschiedliche
Zusammenstellung von Randgruppen am Ring und Liganden im inneren Makrozyklus gibt es bei
Corrolen viele verschiedene Konfigurationen. Dariber hinaus sind die Anwendungsmaoglichkeiten
von Corrolen mannigfaltig, beispielsweise als Katalysator fur den Gruppentransfer katalytischer
Reaktionen [19] [20] [21] [22], als Farbstoff flir Farbstoff-Solarzellen [23], und als Photorezeptor
fir photodynamische Therapie (PDT) [24] [25] [26] [27]. Alle Anwendungen basieren auf den
photophysikalischen Eigenschaften der Tetrapyrrole, die verschiedene Absorptionsbanden in
unterschiedlichen spektralen Regionen aufweisen. Fir die Anwendung in der PDT werden
spezielle Metallocorrole wegen ihrer effizienten Tripletbildung eingesetzt, damit Singulett-
Sauerstoff durch ISC (intersystem crossing) gebildet wird. Diese Photophysikalichen Prozesse
mussen im Detail untersucht und verstanden werden, um sie optimal einzusetzen.

Bisher wurden die Corrole nicht so umfassend wie die Porphyrine untersucht, obwohl erste Schritte
in Richtung des Verstandnisses der Singulett-Anregungszustande von Gallium- und Aluminium-
Derivaten gemacht wurden [28] [29] [30]. Die Zuordnung der Absorptionsbanden und Dynamik
sowie der S—T Transfer der bromierten Aluminium Corrole und anderer Corrole sind noch unklar.
Die Ergebnisse zu Triplttbildung in unbromierten Aluminium Corrolen stehen erst am Anfang der
Untersuchungen. Aluminium Corrole fluoresziert mit einer Quantenausbeute von 76% starker als
alle anderen Porphyrinoide. EPR (electron paramagnetic resonance) Untersuchungen an
Aluminium Corrole konnten keine Triplettbildung nachweisen [29]. Wohingegen
Fluoreszenzmessungen an Aluminium Corrolen durch ,,Flash photolysis“ die Entstehung von
Singlett-Sauerstoff zeigte [31]. Wenn Singlett-Sauerstoff sich bilden kann, muss sich ein Teil der
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Aluminium Corrole in einem Triplett-Zustand befinden. Untersuchungen der bromierten
Aluminium Corrole zeigen im Vergleich zu Aluminium Corrole eine geringere Fluoreszenz, aber
dafiir eine starke Bildung von gut sichtbaren Tripletts [32]. Die Bildung des Tripletts wird durch
die Bromierung stark beeinflusst. Die Erhéhung der ISC-Effizienz wird also durch den Einschluf3
von Schweratom-Substituenten in dem Corrole erzielt. Wie der Einfluss wirkt ist wichtig flr die
Entwicklung eines optimalen Corrole basierten Elektronen- und Energietransfer-Komplexes.

In der vorlegenden Arbeit werden hexakoodinierte Aluminium Corrole Al(tpfc)(py)2 und ihre
Derivate hexakoodinierte bromierte Aluminium Corrole BrgAl(tpfc)(py)2, mit Hilfe der Winkel
balancierten polarisationsufgeldsten Femtosekunden VIS Pump - IR Probe-Spektroskopie (bal-
Pol-fs-PPS) untersucht, um die photophysikalischen Eigenschaften der beiden Corrole moglichst
vollstandig zu erforschen und das unklare Bild der bisher bekannten Eigenschaften aufzuklaren.
Um eine Gesamtiibersicht von den elektronischen Ubergéangen der Corrole zu erhalten, wird das
Aluminium Corrole bei 400 nm, 450 nm, 540 nm, 580 nm, 620 nm und das bromierte Aluminium
Corrole bei 400 nm, 450 nm, 590 nm, 640 nm angeregt. Beiden Proben werden im selben
Spektralbereich zwischen 1470 cm™ und 1540 cm™, bei der C=C Streckschwingungsbande
abgetastet. Die Messergebnisse bestdtigen die Bildung eines Triplettibergangs in beiden
Aluminium Corrolen mit unterschiedlicher Kinetik und Quantenausbeute. Im
Absorptionsspektrum konnten die elektronischen Sp—S: und So—S. Ubergange spektralen
Strukturen in der Q-Bande zugeordnet werden. Die einzelnen Beitrdge wurden durch bal-Pol-fs-
PPS eindeutig bestimmt. Die Dynamik des Corroles nach der Anregung wird wegen ihrer
Komplexitat (~5 Zeitkonstant) mit der Lifetime Density Analyse (LDA) analysiert [33]. Fragen
zur Bandenzuordnung, Dynamik, Quantenausbeute, Triplettbildung und Lebensdauer in ihrem
jeweiligen Zustand werden beantwortet. Durch Vergleich der Dynamik der bromierten und
unbromierten Aluminium Corrole wird der Einfluss von Schwermetallen oder Schweratom-
Substituenten in dem Corrole Molekiil besser verstanden.

Néhere Informationen ber die zu untersuchenden Proben und die Experimentiermethode und
Auswertungsmethode werden in dieser Arbeit vorgestellt. Die Messergebnisse wurden in
unterschiedlichen Veroffentlichungen prasentiert.

Die Arbeit gliedert sich in folgende Kapitel:
» Kapitel 1 Einleitung und Motivation

Die Motivation der Studien wird ganz am Anfang geklart. Der Photorezeptor Phytochrom und
Aluminium Corrole werden in den Abschnitten 1.1 und 1.2 vorgestellt und die fur das Verstandnis
der kommenden Messergebnisse wichtigsten Grundlagen werden eingefthrt.

* Kapitel 2 Experimentelle Methoden



Dieses Kapitel teilt sich in zwei Teile. Der erste Teil beschreibt die physikalischen Grundlagen,
die in den vorgestellten Studien verwendet werden. Dazu gehdren nichtlineare Prozesse und
praktische Anwendungen. Der zweite Teil beschreibt die experimentellen Methoden und den
Aufbau.

» Kapitel 3 Auswertemethoden

Das Kapitel beschreibt die Verarbeitung und Analyse der gewonnen Daten. Dazu gehéren Fit-
Methoden fiir Spektren, die fiir alle VIS Pump - IR Probe Messungen verwendet wurden. Die
Uberlapp-Korrektur- und Winkelberechnungs- Methoden, die nur fiir Winkel balancierte
polarisationsaufgeldste fs Messungen genutzt wurden, werden auch vorgestellt. Zudem werden die
Grundlagen des Perturbed Free Induction Decay und der Exhaustive Search Analyse, zwei weitere
analytische Methoden, flr spezielle Auswertungen beschrieben.

» Kapitel 4 Zusammenfassung und Ausblick

Die wichtigsten Ergebnisse und Schlussfolgerungen werden zusammengestellt. SchlieRlich
werden acht Veroffentlichungen angehéngt.
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1.1 Der Photorezeptor Phytochrom

Licht ist ein dominanter Umweltfaktor fir nahezu alle zelluldaren Organismen, der nicht nur als
Energiequelle dient, sondern auch Informationen liefert. Die Licht-regulierten Prozesse beinhalten
Samenkeimung, Photomorphogenese der Keimlinge, Photoperiodismus und Vermeidung von
Grunschatten, wie er unter Blattdecken anzutreffen ist [34]. Als Eckpfeiler der Photomorphogenese
haben Organismen ein empfindliches Wahrnehmungssystem entwickelt, welches das gesamte
Spektrum des Sonnenlichts mittels Photorezeptoren abdeckt. (Abb. 1.1). Photorezeptoren bestehen
aus Polypeptiden mit spezifischen Co-Faktoren (Chromophoren), die in der Lage sind, die Menge
(Intensitat), Qualitat (Wellenlénge), Richtung und Dauer des aufgenommenen Lichts festzustellen
und damit die entsprechenden Reaktionen zu triggern. Diese Fahigkeiten sind abhangig von den
vorhandenen Chromophoren. Es wurden schon mindestens sieben Klassen von Photorezeptoren
kategorisiert: light oxygen-voltage (LOV), xanthopsins, Phytochrome, Blaulicht-Sensoren mit
Flavin-Adenin-Dinukleotid (BLUF), Cryptochrome, Rhodopsin und Ultraviolett B (UVB) [34]
[35].

Cryptochrome Phytochrome
;| Pterin ;| FAD IIP] pPdB
[ | ] | L1 -
CNT/PHR CCT/DAS PHY PAS PAS HKRD

;| FMN ;| FMN
| - —| [ [
LOV LOV Serine/threonine kinase

Phototropin

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung des sichtbaren Lichtspektrums (in nm) und der wichtigsten
Familien der Pflanzen-Photorezeptoren. Proteindomane Arrangements und verwendete Chromophore
(Phytochrome, Cryptochrome und Phototropin) sind gezeigt. Die Darstellung ist der Publikation [34]
entnommen.

Phytochrome dienen als lichtempfindliche Schalter fir die Detektion und Verarbeitung von Licht.
Durch Lichtabsorption andert sich die Proteinstruktur, die von anderen Proteinen als Information
erkannt wird. Dadurch kann die Lichtmenge, Qualitat und die Periodizitat des Lichtes in Pflanzen
bestimmt und diese Informationen Uber Signalwege weitergeleitet werden, die das
Pflanzenwachstum und die Entwicklung regulieren. In den 1950er Jahren wurden Phytochrome
erstmals als Pflanzen Photorezeptoren entdeckt [36]. Sie sind die empfindlichsten Photorezeptoren
im roten und dunkelroten Spektralbereich und nicht nur auf photosynthetische Lebewesen
beschrénkt, sondern kommen auch bei Pilzen und Bakterien vor [37]. Die Phytochrom Proteine
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selbst konnen durch ihre Struktur und Funktion in zwei Bereiche unterteilt werden: der N-
terminalen Sensorregion (N-Terminus), verantwortlich fur die photosensorischen Eigenschaften,
und der C-terminalen Regulatorregion (C-Terminus), die das Signal weiterleitet. Die Sensorregion
enthalt als Chromophor einen kovalent gebundenen linearen Tetrapyrrol mit zwei stabilen
Konformationen: eine rotes Licht absorbierende Pr-Form und eine dunkelrotes Licht absorbierende
Ps-Form. Die beiden Formen kdnnen durch Absorption von Photonen der geeigneten Wellenlange
reversibel konvertiert werden. (Dieser Prozess wird mit Abb. 1.4 in Abschnitt 1.1.1 ausfihrlich
erklart.)

Agpl Cphl Chromophor der pflanzlichen
Phytochrome

COOH COOH COOH COOH COOH COOH

Abbildung 1.2 Die Chromophor Strukturen von BV, PCB und P®B im Agrobacterium, in Cyanobakterien
und Pflanzen.

So wie alle anderen Photorezeptoren besteht Phytochrom auch aus einem Apoprotein und einem
Chromophor. Bisher wurden drei Arten von natlrlichen Phytochrom Chromophoren gefunden:
Biliverdin (BV), der typische Chromophor fir die Phytochrome in Bakterien und Pilzen,
Phycocyanobilin (PCB), der natlrliche Chromophor fiir Cyanobakterien und Phytochromobilin
(P®B), der natiirliche Chromophor fiir Pflanzen-Phytochrome. lhre Strukturen sind, wie in
Abbildung 1.2 gezeigt, nicht gleich. Am Ring A trdgt BV im Vergleich zu PCB und P®B eine
Vinyl- statt einer Ethyl-Seitenkette. Am Ring D trdgt PCB im Vergleich zu BV und P®B eine
Ethyl- statt einer Vinyl-Seitenkette. Die Chromophore sind jeweils kovalent iber eine Thioether-
Bindung mit einem Cystein des Proteins verkniipft, PCB (iber das C3-Atom, BV (ber das C3%-
Atom des A Rings [38] [39] [40]. Nicht nur die Strukturen und die Anknipfungsweise sind
unterschiedlich in BV und PCB/P®B, sie unterscheiden sich auch an den Bindungsstellen im
Protein. So wie in Abb.1.3 gezeigt, wird Biliverdin (BV) kovalent an einen konservierten Cystein-
Rest oberhalb der N-Terminalen PAS-Domane des Proteins gebunden. Phycocyanobilin (PCB) und
Phytochromobilin (P®B) werden kovalent an einen Cystein-Rest gebunden, der in der sogenannten
cGMP Phosphodiesterase / Adenyl-Cyclase / FhlA (GAF) Doméne des C-Terminus liegt [41]. Da
der einzige chemische Strukturunterschied zwischen PCB und P®B die Seitenkette des Ring D ist,
kénnen die Chromophore in vitro oder in vivo ausgetauscht werden. Dagegen wird BV nicht als
funktionaler Chromophor von Phytochromen, die mit PCB und P®B verbunden sind, akzeptiert.
Mit diesen Erkenntnissen kann man die oben beschriebenen Phytochrome noch mal klassifizieren.
Phytochrom mit PCB und P®B, die innerhalb der GAF-Doméne binden, werden als die Pflanzen-
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ahnlichen Phytochrome bezeichnet. Die Phytochrome mit BV, die innerhalb der PAS-Doméne
binden, werden als die Bakterio-Phytochrome bezeichnet. In dieser Arbeit habe ich die Pflanzen-
ahnlichen Phytochrome Cphl mit Chromophor PCB und die Bakterio-Phytochrome Agpl mit
Chromophor BV untersucht. Genauere Information werden im weiteren Abschnitt gezeigt, und die
veroffentlichten Messergebnisse liegen als Anhang B, C, D, E, F vor.

Die Signallbertragung innerhalb der Phytochrome benutzt hauptsachlich das Zwei-Komponenten-
Signal Paradigma, was hier aus einem Sensormodul und einem Sendermodul (transmitter Module)
besteht (im vorherigen Abschnitt als N-Terminus und C-Terminus bezeichnet). Sie kdnnen auch
als Sensor-Domane und Modulator-Domane bezeichnet werden. Eine schematische Darstellung
der Domaénenstruktur in verschiedenen Phytochromen ist in Abb. 1.3 gezeigt. Das Sensormodul
des Phytochrom besteht aus vier Subdoménen (Pl(hell blau), PAS, GAF, PHY [42]). Das
Chromophor ist, so wie zuvor erlautert, an einer Domane dieses Moduls gebunden. Fallt rotes Licht
auf das Phytochrom, wird dieses durch den Chromophor absorbiert. Eine Chromophor Pr-Pfr
Isomerisierung erfolgt durch eine Z-E-lsomerisierung der C;5 = C;4 Doppelbindung und findet
innerhalb von Pikosekunden nach der Anregung statt. Dadurch wird eine Strukturdnderung initiiert,
die vom Chromophor auf das Modul tbertragen wird. Die Weiterleitung dieses Signals flhrt zu
einer ganzen Reihe von Verdnderungen der Proteinkonformation. Das Sendermodul enthalt eine
CAT Doméne und eine DHP Domaéne, auf die ein Phosphatrest des Phosphonhistidins unter
Phosphorylierung eines Aspartatrests Ubertragen wird. Das von dem Sensormodul kommende
Signal wird hier durch Phosphortransfer und Dissoziierung der Dimer-Phytochrome weiter in die
Zelle geleitet [43].

Transmitter
Sensormodule module

I
s Bacteria, Fungi : _ - 3
® : : - ro L X
£ P 5 i | @
G o 124 130 @2 515 595 748 aa
=~ Cyanobacteria
= P wPAS IGAE ~ PHY  DHPICATI
S ~ - s =
< 2VEA L 3
:}\ " h‘\ “\ \-\.\

Plants m » PAS X -

Lightsensormodule Quailmodule

Abbildung 1.3 Doméanenstruktur von Phytochromen verschiedener Organismen. SHPK: Sensor histidine
protein kinase; ¢: Chromophorbindestelle; PAS: PAS-Domane; GAF: GAF Domane; PHY:Phytochrom-
Domane; DHP: Histidin Phosphotransfer Doméne; CAT: katalytische ATPase Doméne. Die Darstellung ist
der Publikation [44] entnommen.



Die Aufklarung der Wirkungsweise und der Signalibertragungswege der Phytochrome in der Zelle
wurden sehr intensiv erforscht. Aber aufgrund der Komplexitét der Mechanismen konnte noch kein
vollstandiges Bild aller Funktionsweisen erstellt werden. Uberblicke fiir Cph1 und das pflanzliche
Phytochrom in der Zelle findet man bei Schafer & Bowler[45] und Rockwell [37].

1.1.1 Phytochrom aus Cyanobacterium Synechocystis (Cphl)

Das Protein aus dem Cyanobacterium Synechocystis Stamm PCC6803 (abgekdirzt als Cphl) weist
eine groRe Ahnlichkeit zu pflanzlichen Phytochromen auf (Domanenarchitektur,
Aminosauresequenz der GAF-Domanen). Resonanz-Raman und FTIR Messungen unterstiitzen
diese Beobachtung. Es wird als ein evolutiondrer Vorlaufer der pflanzlichen Phytochrome
angesehen [46] [41]. Durch die Expression von Cphl in E. coli ist eine Produktion grofier Mengen
maoglich, sodass die Voraussetzung fur eine erfolgreiche Untersuchung zur Strukturbestimmung
gegeben ist.

Das Protein Cph1 besteht aus 748 Aminosduren hat einen Gewicht von 84,2 kDa. Die Aminosauren
1 bis 514 von Cphl mit einem Gewicht von 59 kDa bilden die photosensorische Doméne des
Proteins. Diese Domine kann als Deletionsmutante (Cph1A2) gut rekombinant in E.coli exprimiert
werden und ergibt nach Assemblierung mit PCB ein Holoprotein mit fast identischen spektralen
Eigenschaften wie das “full length* Cphl [47] [48]. Aufgrund ihrer guten Handhabbarkeit und
Verflgbarkeit wird CphlA2 als zu untersuchende Probe fiir bal-Pol-fs-PPS Experimente
ausgewahlt.

Ein Photozyklus von Cphl ist in Abb.1.4 dargestellt. Die Konformation des Chromophor im
Grundzustand der Pr-Form entspricht einer ZZZssa (Cs-Z, C10-Z, C15-Z, Cs-syn, Cio-syn, Cis-anti,)
Konformation. Eine Anregung der Pr-Form des Cphl in der Q-Bande (500nm-750nm) flhrt
zunachst zu einer schnellen Photoisomerisierung (3-30 ps [49] [50] [51]) der Ci5=Cis
Doppelbindung zwischen den Ringen C und D des Tetrapyrrols von 15 Z zu 15 E, begleitet durch
eine Drehung des Rings D. Die Weiterleitung dieses Signals fihrt zu Verdnderungen der
Proteinkonformation, das erste Zwischenprodukt wird Lumi-R genannt. In Millisekunden bis
Sekunden wird das Cphl schlielich in die Pfr-Form uberfuhrt. Diese photoinduzierte
Isomerisierung (Pr —Pfr) nennt man Hinreaktion. Der Pfr-Zustand kann durch Anregung mit
dunkelrotem Licht (A>715 nm) oder durch einen langsamen dunklen Reversions-Prozess [2]
regeneriert werden. Diesen Prozess (Pfr —Pr) nennt man Rickreaktion. Die Absorptionsspektren
des untersuchten Phytochroms Cph1A2 in Pr- und Pfr-Form sind in Abbildung 1.5 dargestellt. Das
Absorptionsmaximum der Q-Banden liegt bei 660 nm fir die Pr-Form, 730 nm fir die Pfr-Form.
Pump-Pulse, sowie in Abb. 1.5 gezeigt sind, haben die beiden Q-Banden genau am jeweiligen
Maximum angeregt. Die primdare Photoisomerisierung von Phytochrom wurde photochemisch und
photophysikalisch intensiv untersucht. Es ist bekannt, dass die Isomerisierung der Pr-Form
Zeitkonstanten im Picosekunden Bereich liefert, gefolgt von Lumi-R Photoprodukt-Bildung mit
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Quantenausbeuten im Bereich von 7% bis 16% [11] [51] [14, 52] [53] [54] [55] [56]. Verschiedene
vorgeschlagen Geometrien der PCB Chromophore in Losung wurden interpretiert mit
Zeitkonstanten im Bereich von 3 ps bis 50 ps [57] [58]. Diese Quantenausbeute ist gering im
Vergleich zu anderen Photorezeptoren, z. B. Rhodopsin, Bakteriorhodopsin, und PYP. Als
Erklarung fir diese niedrige Photoprodukt-Quantenausbeute wurde die Photorezeptor
Heterogenitat vorgeschlagen [15] [16]. Trotz der kinetischen Erkenntnisse aus Untersuchungen der
elektronischen Zustdnde und der Schwingungszustande, war es schwer maglich, Chromophor-
Heterogenitat in Phytochromen direkt nachzuweisen oder deren Einfluss auf die Photoreaktion
aufzuklaren. In der letzten Zeit verdffentlichten Song et al eine NMR-Studie, mit zwei Geometrien
im Pr-Grundzustand mit unterschiedlichen Orientierungen von Ring D, aber mit unbekannten
photoreaktiven Eigenschaften [16]

Pr state
@ w
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light

fg_ml/ Lis]

Far-red 5
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/ ; Dark
Dark * Lol
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(E)

Abbildung 1.4 Schematische Darstellung der Photoisomerisierung der Pr- Pfr- Formen der PCB in Cphl
Phytochrome. Cphl im Grundzustand der Pr-Form wird nach Bestrahlung mit rotem Licht zur Pfr-Form
umgewandelt. Das erste Zwischenprodukt ist Lumi-R, es wird im Femto- bis Pikosekundenbereich geformt,
danach folgen noch andere Zwischenprodukte, wie Meta-Ra und Meta-Rc. Umgekehrt kann die Pfr-Form
nach Absorption von dunkelrotem Licht zurlick zu Pr umgewandelt werden. Die Pfr-Form kann auch
im Dunkeln zu Pr konvertieren, man nennt es Dunkelreversion. Die Darstellung ist [59] entnommen.
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Abbildung 1.5 Die Absorptionsspektren mit Hintergrundbeleuchtung von CphlA2. Die Pr-Form st in
schwarz dargestellt, das Gemisch aus Pr -Form und Pfr -Form ist in rot dargestellt. Das reine Spektrum der
Pfr -Form (griin) wurde aus beiden Spektren errechnet. Spitzen im Spektrum bei 500 nm kommen vom
Lampenwechsel im Spektrometer. Spektrale Profile der Pump-Pulse fiir Hin- und Rickreaktion sind in
dunkelrot und blau dargestellt.

Mit unserem Aufbau koénnen wir die Orientierungsanderung des zu untersuchenden
Schwingungsdipolmoments in Echtzeit verfolgen. Sie ermdglicht uns, die oben erwédhnt Fragen
rund um die Photoreaktion zu beantworten und die Heterogenitat der Chromophor Strukturen, ihre
Quantenausbeuten und deren Einfluss auf die Photoreaktion zu bestimmen.

1.1.2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, eine moglichst vollstandige Charakterisierung der strukturellen Anderung
fiir die Primérreaktion von Cph1A2-PCB in der Pr- und der Pfr-Form zu erreichen.

Durch die ausgeftihrten bal-Pol-fs-PPS Messungen soll die Ringdrehung wéhrend der
Isomerisierung im elektronisch angeregten Zustand direkt verfolgt und die Ausrichtung der v(C=0)
Schwingungsmoden des PCB Chromophors in den Pr-, Pr*-, Pfr- und Pfr*-Zustanden auf der
Femtosekunden-Zeitskala bestimmt werden. Die Fragen wann die Isomerisierung stattfindet, ob
Heterogenitat der Chromophor-Strukturen im Cphl Grundzustand vorliegt, und wie die
Photodynamik von verschiedenen Grundzustandsstrukturen aussieht sollen endgiiltig beantworten
weden. Zuden wird ein Modell fir die Primdarreaktion mit Hilfe der theoretischen Berechnungen
entwickelt und, wenn maglich, fir andere Phytochrome verallgemeinert.
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1.2 Corrole

Corrole sind eine Klasse von aromatischen organischen Molekulen. Sie sind strukturell &hnlich den
bekannten Porphyrinen [60], unterscheiden sich von der Struktur des Porphyrins durch eine direkte
Pyrrol-Pyrrol Bindung (Abb. 1.6), was zur Reduzierung der Symmetrie, einem Kkleineren
Hohlraum, und der F&higkeit Metallatome mit héheren Oxidationszustdnden zu binden fuhrt. Der
Name Corrole stammt von seiner Verwandtschaft zum Corrin, dem Chromophor (als Kobalt-
Komplex) von Vitamin B12. Es ist dessen aromatisches Analogon.

S —
porphyrin corrin corrole

Abbildung 1.6 Struktur des Porphyrin, Corrin und Corrole.

Eine der einzigartigen Eigenschaften der Corrole bilden die drei NH Gruppen im Zentrum des
Molekiils (siehe Abb. 1.6). Es hat eine vergleichbar kleine N4-Kavitat mit drei pyrrolischen
Stickstoffdonoren und einem pyrrolenin- bzw. iminartigen Stickstoffatom. Corrole kdnnen daher
im vollstdndig deprotonierten Zustand als trianionische Liganden wirken, wéhrend deprotonierte
Porphyrine und Corrine als Liganden in monoanionischer und dianionischer Form vorliegen. UV /
VIS-Spektroskopie-Studien von Corrolen zeigt deutliche Hinweise fr ihrer Aromatizitat mit einer
intensiven Soret-Bande und schwacheren Q-Banden (500-600 nm) [61]. Aufgrund der
aufwendigen Synthese wurden Corrole noch nicht ausreichend erforscht, obwohl sie bereits seit
dem Jahr 1965 durch Johnson und Price [62] bekannt sind. Porphyrine sind haufig in der Natur zu
finden, da Chlorophyll als modifiziertes Porphyrin einen Grundbaustein des Lebens darstellt.
Analog dazu kommt Corrin im Vitamin B12 in der Natur vor. Aufgrund der chemischen
Flexibilitdt wachst das Interesse, Corrole genauer zu erforschen. Im Jahr 1999 gab es zwel
verschiedene Arbeitsgruppen, die ein bahnbrechendes Syntheseverfahren fiir Corrole berichteten:
Ein Eintopfreaktionsverfahren unter Verwendung kommerziell erhéltlicher Reagenzien. Diese
Methode erhoht die Effizienz und die Praktikabilitdt der Synthese erheblich. Weiterhin entdeckte
die Gruppe von Vogel unerwartete Corrole-Komplexe mit hohen Oxidationsstufen der
verwendeten Metallionen. Daraus resultierten die ersten Anwendungsmaoglichkeiten an Corrole als
Oxidationskatalysatoren fiir chemische Reaktionen[63].
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Da die Zusammensetzung von Randgruppen, Liganden und Ringen flr Corrole sehr variabel ist,
gibt es viele verschiedene Konfigurationen, die die Anwendungen von Corrole vielfaltig macht
[64]. Eine spezielle Anwendung liegt im Bereich des Gruppentransfers katalytischer Reaktionen,
z. B. Cyclopropanylierungen [19] [20], Hydroxylierungen [21], Aziridinierungen (sowie NH-
Insertion auf Carbene) [22]. Dartiber hinaus werden Corrole weitgehend im Bereich der Farbstoff-
Solarzellen (DSSC: Dye Sensitized Solar Cells) [23] eingesetzt, welche Sonnenenergie effizient in
Strom umwandeln und vielversprechende Ergebnisse zeigen. Eine weitere gute Anwendung fir
Corrole ist die photodynamische Therapie (PDT). Im Vergleich mit verschiedenen Porphyrinen
zeigen Corrole ausgezeichnete Wirksamkeit bei der Hemmung der Endothelien-Zellproliferation,
sowie Tumorprogression und Metastasierung [24] [25]. All diese Prozesse beruhen auf den
chemischen und photophysikalischen Eigenschaften der Corrole. Fur Anwendungen wie PDT sind
langlebige angeregte Triplett-Zustande des Corroles erforderlich, um den Singulett-Sauerstoff zu
maximieren. Diese Zustdnde werden durch effizientes ISC (intersystem crossing) erzeugt, das
durch den Einschlu® von Schwermetallen oder Schweratom-Substituenten in dem Corrole Molekl
erzielt wird [64]. Grundlegend fir ein genaues Verstandnis der reaktiven Vielfalt ist eine genaue
Kenntnis der photophysikalischen Eigenschaft der Corrole.

1.2.1 Aluminium Corrole und bromierte Aluminium Corrole

Abbildung 1.7 L1 und L2 sind axiale Liganden. Al(tpfc)(py):: L1 = pyridine, kein Ly, X =H. Al-tpfc(py).:
L1 = Lo = pyridine, X = H. BrgAl(tpfc)(py):: L1 = pyridine, kein Ly, X = Br. Al-BrsAl(tpfc)(py)2: Li =L, =
pyridine, X = Br [64].

Durch die Substitution der Meso-Briicke wird die Symmetrie des Makrozyklus im Vergleich zu
Porphyrin reduziert. Das macht die Corrole instabil. Deshalb besitzen viele verschiedene Corrole
auller Metall-Liganden zusatzlichen Liganden zur Stabilisierung. Das Aluminium Corrole hat
zusatzlich zum Metall-Ligand Al(I11) einen oder zwei weiteren Liganden zur Stabilisierung. Wir
haben Pyridin verwendet. Es bilden sich relativ stabile hexa- und pentakoordinierte Komplexe. lhre
chemischen Strukturen sind in Abbildung 1.7 gezeigt. Der hexakoordiniert Komplex besitzt zwei
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Pyridin-Liganden, der pentakoordiniert Komplex besitzt einen. Die entsprechenden
Bezeichnungen lauten Al(tpfc)(py). und Al(tpfc)(py):. Tpfc ist die Abkilrzung fur die chemische
Formel der Corrole 5,10,15-tris (pentafluorophenyl). Die bromierten Aluminium Corrole werden
im Folgenden mit BrgAl(tpfc) bezeichnet, und BrsAl(tpfc)(py)2 und BrsAl(tpfc)(py). stehen
entsprechend fiur ihre hexa- und pentakoordinierten Komplexe. In Abbildung 1.8 sind die
stationaren Absorptionsspektren der Al(tpfc)(py):, Al(tpfc)(py)2 und BrsAl(tpfc)(py). dargestellt.
Analog zu den Gblichen Bezeichnungen bei Porphyrinen nennen wir die Absorptionsbanden um
600 nm Q-Band und Banden um 400 nm Soret-Band, welches abgekdrzt auch B-Band genannt
wird.

a0l —AmRey,
| —— AprO)py),
Br Ale)(py),

Optische Dichte / OD

T T T T
400 450 500 550 600 650 700
Wellenlange / nm

Abbildung 1.8 Stationare Absorptionsspektren der Proben. Fur jede Probe wurde ein konstanter Untergrund
abgezogen, gebildet aus den Werten mit 4 > 700nm. Die Soretbande-Absorption ist deutlich groRer als die
Absorption der Q-Bande. Die Soret-Banden sind bei guter Absorption der Q-Bande (> 0,30D) geséttigt.

Die photophysikalischen Eigenschaften von Metallocorrolen wurden nicht so umfassend wie die
der Metalloporphyrine untersucht, obwohl Fortschritte in Richtung des Verstandnisses der
Singulett-Anregungszustdnde von Gallium- und Aluminium-Derivaten gemacht wurden.
Aluminium Corrole, sind fluoreszierend mit einer hohen Quantenausbeute von 0,76 und somit
hoher als die von Porphyrinoiden [28]. Diese Eigenschaft wird der Kombination der
elektronenziehenden meso-C6F5-Substituenten, dem Aluminium, und der Planaritdt des
Makrocyclus zugeschrieben. [29] [65] Das bromierte Aluminium Corrole, ein Derivat der
Aluminium Corrole, zeigt in EPR (electron paramagnetic resonance) Untersuchungen die Bildung

15



gut sichtbarer Tripletts [32], die bei nicht-bromierten Aluminium Corrolen nicht gefunden wurden
[32] [30], obwohl die Entstehung von Singulet-Sauerstoff bei der Anregung von Al-Corrolen
nachgewiesen wurde [31] [63]. Wenn Singulet-Sauerstoff sich bilden kann, muss sich ein Teil der
Al-Corrole in einem Triplett-Zustand befinden. Das heif3t, die Triplett-Ausbeute fir nicht-
bromierte Aluminium Corrole ist sehr gering, oder der entstehende Triplett relaxiert im
thermischen Gleichgewicht so schnell, dass er mit dem EPR Verfahren nicht nachgewiesen werden
kann. Jedoch wird die Bildung des Tripletts durch die Bromierung stark beeinflusst. Diese
Eigenschaften werden durch die Interaktion ihrer elektronischen Ubergénge beeinflusst. Um sie
besser zu verstehen, werden die Aluminium Corrole und die bromierten Aluminium Corrole mit
der VIS Pump-IR Probe Spektroskopie untersucht.

Die zu untersuchende Probe erhielten wir von der Arbeitsgruppe Zeev Gross. Sie wurde in Toluol
geldst. Von Messungen an Al-Corrolen ist bekannt, dass bei niedriger Pyridinkonzentration,
Al(tpfc)(py)2 im Gleichgewicht mit Al(tpfc)(py): steht [29]. Der Verlust eines Liganden fihrt zu
signifikanten Anderungen im Absorptionsspektrum. Es wurde berichtet, dass Gleichgewicht durch
Lichtanregung gestort wird, wodurch ein Ausgleichprozess einsetzt. Der Ausgleichprozess findet
auf einer Zeitskala mehrerer Nanosekunden statt, &hnlich der S; Lebensdauer. Deshalb habe ich
die Al(tpfc)(py)2 und BrgAl(tpfc)(py)2 Proben, die fur VIS-IR Messungen verwendet werden, alle
in hohen Pyridinkonzentrationen angesetzt und das Spektrum tberprift, um sicher zu stellen, dass
nur hexakoordinierte Al-Corrole untersucht werden.

1.2.2 Zielsetzung

Ein Ziel dieser Arbeit ist durch die Untersuchung der Q-Bande und Soret Bande von
hexakoordiniertem Aluminium Corrole Al(tpfc)(py)2 und bromiertem Aliminium Corrole
BrgAl(tpfc)(py)2 die photophysikalischen Eigenschaften der beiden Corrole moglichst vollstandig
zu erforschen. Folgende Punkte sollen so weit wie moglich geklart werden: Ob eine Aufspaltung
des Q-Bands bei Aluminium-Corrole durch die reduzierende Symmetrie im Vergleich zu Prophyrin
entsteht; ob sich ein Triplett Zustand bei Aliminium Corrole bilden kann, wenn ja, wann er sich
bildet und wie sieht die Dynamik des S1—T1 Transfers aus.

Ein anderes Ziel ist, den Einfluss auf die photophysikalischen Eigenschaften des Metallocorroles
beim Ersetzen des Schweratomes (Brom) an der Peripherie des Makrozykluses durch Vergleichen
der Messungsergebnisse von Al(tpfc)(py)2 und BrsAl(tpfc)(py)2 zu charakterisieren. Dies liefert
wichtig Informationen fiir die Entwicklung eines optimalen Corrole basierten Elektronen- und
Energietransfer-Komplexes.

Dazu werden bal-Pol-fs-PPS Messungen durchgefiihrt. Die Proben werden mit verschiedenen
Laserspulsen, die den Maxima der verschiedenen Absorptionsbanden der Q-Bande entsprechen,
angeregt (400 nm, 450 nm, 540 nm, 580 nm, 620 nm, fur Al(tpfc)(py). und 400 nm, 450 nm, 590
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nm, 640 nm fir BrsAl(tpfc)(py)2). Die C=C Streckschwingung um 1500 cm™ (1470-1540 cm™)
wird abgetastet. Sowohl die zeitlichen und spektralen Informationen, als auch die Winkel zwischen
den verschiedenen angeregten elektronischen Ubergangsdipolmomenten pe und einem einzelnen
Schwingungsiibergangsdipolmoment pyi, innerhalb des Corrole-Molekils werden bestimmt.
Darliber hinaus werden die Orientierungen der elektronischen Ubergangsdipolmomente bestimmit,
die Absorptionsbanden der Corrole zu verschiedenen elektronischen Ubergangsdipolmomenten
zugeordnet, der Zustand des Tripletts und der Prozess zur Bildung des Tripletts von Al(tpfc)(py)2
und BrgAl(tpfc)(py)2 charakterisiert.
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Kapitel 2
Experimentelle Methoden

2.1 Theoretische Grundlagen fur die Ultrakurzeitspektroskopie

Proben, wie Phytochrom oder Corrole, kénnen durch lichtinduzierte Anregung aus dem
elektronischen Grundzustand in den angeregten Zustand tberfiihrt werden. Direkt im Anschluss an
die Anregung finden verschiedene Relaxationsprozesse statt, um die Uberschussenergie zu
equilibrieren. Dabei konnen unterschiedliche Zustdnde besetzt werden. Zustdnde, wie der
elektronisch initial angeregte Zustand, relaxierte elektronisch angeregte Zustande, Produkt- und
Grundzustinde sind im Allgemeinen mit einer Anderung der Absorption verbunden. Im Folgenden
wird beschrieben, wie diese Absorptionsanderung polarisations- und zeitaufgeldst verfolgt werden
kann.

2.1.1 Licht-Materie Wechselwirkung

Die Wechselwirkung eines elektromagnetischen Lichtfeldes mit der Probe kann durch die
elektrische Feldverschiebung D beschrieben werden. In einem dielektrischen Material bewirkt die
Anwesenheit eines elektrischen Feldes E, dass die gebundenen Ladungen des Materials
(Atomkerne und deren Elektronen) sich verschieben und es wird ein lokales elektrisches
Dipolmoment induziert. Die elektrische Feldverschiebung D ist definiert als

D =¢gE+P (2.1)
E ist das einfallende elektrische Feld und P ist die makroskopische Polarisation, als Antwort auf
E. In der linearen Optik stellt sich die Polarisation als Faltung zwischen linearer Suszeptibilitit
@) (1. Ordnung) und elektrischem Feld E dar:

P(r,t) = & fjooo ffooo)((l) (r—=r,t—t)-E@, t)dt'dr . (2.2)

Ist E eine monochromatische, ebene Welle mit E (r, t) = E (k, ®) = Eo (k. ®) exp & ™9 wobei
k = |k| = w/c, dann liefert das Faltungstheorem[66]
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Pk, w) = f f’P(r,t) el®tdrdt

—00 —00

=& j J-[J-j O (=1t —t)-drdt|-E(’, t)el®tdr dt’

=& [ [ LU o x® =7t =) - el d(r — (e — )] -
et E(r ) dr dt’
= &[T A (e et e ] [, 7 B et drde ]
=eoxV(ko) - E(k,0)
die bekannte Relation
P(k,0)= goxP(k,0) - E(k,0). (2.3)
Die elektrische Suszeptibilitdt y ist bei Dipol-Approximation (1 > d,, A ist die Wellenlange des
Lichtes, d, ist der Abstand des elektrischen Dipols) unabhé&ngig von r, dabei sind sowohl
x@® (k, w) als auch €(k, ®) unabhéngig von k. (2.2) und (2.3) kénnen daher vereinfacht werden zu:
P(0)= gox™"(o) - E(o) (2.4)
P(6) = & [  x @ (¢ —t) - E(t)dt (25)
Fur gentigend starke elektrische Felder ist dies jedoch nicht mehr gegeben. Daher kann die
Polarisation P in Abh&ngigkeit von E in eine Reihe von Potenzen von E entwickelt werden,
wobei y ™ die Suszeptibilitit n-ter Ordnung ist. Wenn E als eine Gruppe von
monochromatischen, ebenen Wellen ausgedriickt werden kann
E(r,t) = X E(k, w), (2.6)
dann ergibt sich flr den linearen Fall die Polarisation zu
P(w) = [PV (w) + PP (w) + PP (w) + -] (2.7)

mit
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PD(w) = goxP(w) - E(w),
PP () = gy P (w = w; + wy): E(wy) E(wy),
P(3)(w) = gOX(3)((;) = w, + (OF) + (1)3): E(wl) E(wz)E(wS’)! (28)

Wenn man bertcksichtigt, dass das elektrische Feld E eigentlich ein Vektor ist, dann werden die
linearen und nichtlinearen Suszeptibilitdten Tensoren. In Medien mit Inversionssymmetrie wie
isotropen Medien, verschwinden Suszeptibilitaten geradzahliger Ordnung, weil die Polarisation P
eine ungerade Funktion ist. D. h. bei einer Richtungsumkehr des elektrischen Feldes kehrt
gleichzeitig die Richtung von P um, so verschwinden die geraden Potenzen von E in (2.7). Daher
ist die Frequenzverdopplung in verlustfreien Kristallen mit Inversionssymmetrie nicht méglich und
fiir die meisten Medien ist die niedrigste auftretende Ordnung die Nichtlinearitat 3. Ordnung.

2.1.2 Die Anwendung der Nichtlinearen Prozesse

Effekte zweiter Ordnung, Frequenzmischung

Nichtlineare optische Prozesse zweiter Ordnung werden in der Erzeugung der zweiten
Harmonischen (SHG), Summenfrequenzerzeugung (SFG) und Differenzfrequenzerzeugung
(DFG) ausgenutzt ([67] [68] [69]). Fiir die beiden einfallenden elektromagnetischen Felder E; e‘®1¢
und E,e“2t mit den beiden Frequenzen o1 und w2, und mit der Polarisation 2. Ordnung P@ gilt:

PP E2elCwi)t 4 [20iCw2)t 4 2F2 4 2F2 4 2F E,e'(@17@2)t 4 JF F,el(@1t@2)t, (2.9)
__‘_]le:f]_lft :Z_litff_d_“______________ ___‘ii_rfl_lfl_lst_z_lit_a_n_d_. ______________ Virtueller Zutand
AT
w1 Wy w-
r TIETTTTTTSD e e
o o, W3 = Wyt Wy W3 = W1 — Wy
w3 = 20)1
SHG SFG DFG
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Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der Erzeugung der zweiten Harmonischen (SHG), der
Summenfrequenzerzeugung (SFG) und der Differenzfrequenzerzeugung (DFG).
Dabei werden folgende neue Frequenzen erzeugt:

2wq SHG
2w, SHG
wq + w, SFG
Wy — Wy DFG

Diese Prozesse sind wichtig, um die gewinschten Wellenldngen in der Femtosekunden-
Spektroskopie zu erzeugen; eine schematische Darstellung ist in Abbildung 2.1 gegeben.

a)
Pumpstrahlung
W)  ———- —————————— Pumpstrahlung
. See(lstrahlung‘_ (2) verstirkte
X Seedstrahlung
W =w, —®
- d > Idlerstrahlung
b)
Pumpstrahlung p nl
w, > ————————3 Pumpstrahlung
Seedstrahlung (2 ) verstirkte
it > X , Seedstrahlung
wg = w,
———)-Slgnalstl ahlung

Abbildung 2.2 Schematische Darstellung des OPA Prozesses mit a) ws = wseeq, Signalstrahlung ist die
Seedstrahlung b) w; = wgeeq, ldlerstranlung ist die Seedstrahlung.

Fur die Pump-Probe-Experimente werden SHG, SFG und DFG verwendet. Ein weiterer wichtiger
Prozess ist die optische parametrische Verstarkung (OPA) [68] [69], die der DFG ahnlich ist. Der
Prozess lauft analog zu der in Abb. 2.1 dargestellten DFG. So wie in Abb. 2.2 gezeigt, schickt man
in einen nichtlinearen Kristall eine intensive Welle mit der Frequenz w, (Pump-Licht, analog w,)
und eine schwache Signalwelle mit einer niedrigeren Frequenz w, (analog w,), so kann diese
verstarkt werden. Die Pumpwelle wird dabei in eine Signalwelle und eine Differenzwelle (Idler-
Licht) mit der Frequenz w; = w, — ws (analog ws3;) umgewandelt. In diesem optisch-
parametrischen Prozess werden aus einem ankommenden Photon (Pump-Photon) mit der Frequenz
wp zwei Photonen mit den Frequenzen ws und wi erzeugt. Der Strahl mit der geringeren
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Photonenenergie (E = hwi) wird Idler genannt, der mit der hoheren Energie (E = iws) Signal. Die
Frequenz von Signal- und Idler-Licht und die Effizienz des Idler-Lichts lassen sich dabei durch
die Wahl der Phasenanpassung (siehe unten) variieren. Fir alle nichtlinearen Prozesse der
Frequenzerzeugung gilt die Energieerhaltung, so dass kein Energieverlust bei diesem Prozess
auftritt:

E=YnEn=hY,wp, (2.10)

Effekte dritter Ordnung

In Medien mit Inversionszentrum ist der niedrigste nichtlineare Term von 3. Ordnung. Fur den
allgemeinen Fall besteht das Feld E (t) aus mehreren unterschiedlichen Frequenzkomponenten,
wodurch der Ausdruck fiir P®) sehr kompliziert wird. Aus diesem Grund haben wir zun4chst den
einfachen Fall als Beispiel gegeben, dass das angelegte Feld ein monochromatisches ist. Mit:

E(t) = Eycos(wt) = %Eo(e"“’t + e~lwty, (2.11)
wird die nicht-lineare Polarisation zu:

pP(6) = exP(E(®)®
. . 3
— 60)((3) [%Eo(elwt + e—lwt)]
= %)((3)Eg’cos3wt + %)((3)E§’coswt

= %)((3)Eg’cos3wt + %)((3) |Eq|2Eqcoswt (2.12)

Die erste Komponente entspricht der Erzeugung der dritten Harmonischen (THG) [68] [69], was
unter bestimmten Voraussetzungen, wie z. B. Phasenanpassung, stattfinden kann. Die zweite
Komponente entspricht einer intensitdtsabhangigen Polarisation des erzeugenden Feldes, was zu
einem intensitatsabhéngigen Brechungsindex n(I)

3 1/2 1
n() = A+ Y2 = (1450 +2xDIE?) 7 = no(1+ - xm) (2.13)

2n02

1
fuhrt, wobei ny =14+ xy™M)2 und yy, = Z)((”IEOI2 sind [70]. Fir Kkleine
Brechungsindexanderungen yy, < nq? vereinfacht man 2.13 zu

0
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3)
D. h. n, ist proportional zu y® (n, = ZXT) und mit steigender Intensitéat I wird der
0

intensitatsabhéngige Brechungsindex n erhoht.

Selbstfokussierung

Einer der Prozesse, die als Folge des intensitatsabhéngigen Brechungsindex auftreten konnen, ist
die Selbstfokussierung, welche in Abb. 2.3 dargestellt ist. Dieser Prozess kann auftreten, wenn ein
Lichtstrahl mit einer ungleichmaRigen transversalen Intensitatsverteilung sich durch ein Material
ausbreitet, bei dem n positiv ist. So wird sich der Brechungsindex n(r) im Zentrum aufgrund der
Nichtlinearitaten vergrofRern, wahrend der Puls sich in den Flanken kaum &ndert. Damit wird im
Zentrum auch der optische Weg langer als in den Flanken, wodurch die Phasenflachen gekrimmt
werden. Das Medium wirkt wie eine Linse und fokussiert den Puls, was zur weiteren Steigerung
der Intensitdt im Zentrum fuhrt. Falls der Fokus dabei noch im Medium liegt, werden die
Lichtintensitaten bei der Fokussierung oft so hoch, dass weitere, héhere Nichtlinearitéten bis zur
Zerstérung des Mediums auftreten kénnen [70].

Intensitat

_
B

nichtlineares Medium

Abbildung 2.3 Selbstfokussierung eines intensiven Laser-Strahls in einem nichtlinearen Medium. Die
gauRférmig verteilte Intensitét fihrt zu einem erhdhten Brechungsindex im Zentrum des Strahls.

Selbstfokusierung tritt bei allen Hochleistungslasersystemen auf, bei denen hohe Intensitaten und
dicke Optiken notwendig sind. Die zerstorerische Wirkung der Selbstfokussierung kann durch
Uberlegtes Design und Verwendung von grofRen Strahlquerschnitten vermieden werden.
Selbstfokusierung kann als erwinschter optischer Schaltmechanismus eingesetzt werden.
Beispielsweise wird sie beim so genannten ,Kerr-Lense-Modelocking” in Lasern fur die
Erzeugung von Lichtimpulsen im 10fs-Bereich eingesetzt.
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a)

/N
B FWHM \

+4b) - di(t)/dit-

Intensitat I(t)

- di(t)/dt

Zeitt

Abbildung 2.4 Selbstphasenmodulation. a) Intensitatsverteilung eines Gaul? fs Lichtpulses. b) Die zeitliche
Ableitung der Intensitét dieses Pulses. t ist die Halfte der Pulsdauer. Die Pulsdauer wird aus der vollen
Halbwertsbreite (FWHM) bestimmt. Die zeitabhangige Frequenzénderung folgt der zeitlichen Ableitung
der Intensitat, und fuihrt zu einem verbreiterten Spektrum.

Selbst-Phasen-Modulation
In der Pump-Probe-Spektroskopie verwenden wir ultrakurze Lichtpulse (im fs-Bereich), die eine
hohe Intensitat aufweisen. Aus Gleichung 2.14 ergibt sich, dass dadurch der Brechungsindex

ortlich variieren wird. Die Nichtlinearitat des Brechungsindex wirkt tber die Wellenzahl k =
2rn /A direkt auf die Phasen des Lichtimpluses: An der Stelle x im Medium gilt

E(x,t) = Ey(t)cos[p(x, )], (2.15)
dabei ist die Phase
@(x,t) = wot — kx = wot — 2mng x/Ay — 2N, I(t) x/A,. (2.16)
Die Momentanfrequenz ergibt sich zu

a)(t) _ dp(x,t) = wg — 2mn,x 0I(t)

ot Ao ot’ (2.17)
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d. h. die Frequenz des Lichtpulses wird zeitabh&ngig. Und so wie in Abb. 2.4 gezeigt gilt: Je klrzer
der Lichtimpuls und je grofRer die Intensitdtsanderung, desto groRer ist die maximale
Frequenzverschiebung. Da die Intensitat von Null auf einen Maximalwert ansteigt und dann wieder
auf Null abfallt, wird zu Beginn des Pulses die Frequenz abfallen (Rotverschiebung). Im Bereich
des Maximums nimmt dann die Frequenz zu (erzeugt die blau verschobenen Frequenzen) und fallt
am Ende des Lichtpulses wieder auf den Wert w, ab.

Die damit zeitlich einhergehende modulierende Frequenzverbreiterung wird Selbst-Phasen-
Modulation (SPM) genannt. Es gibt noch einen anderen dhnlichen Effekt, der oft als
Kreuzphasenmodulation (XPM) bezeichnet wird. Bei diesem Prozess wird die Phase des
kohdarenten Probe-Impulses durch Interaktionen eines nicht-linearen Mediums und des Pump-
Impulses modifiziert. In dieser Arbeit taucht dieser Effekt auch auf und zwar wirkt das CaF
Probenfenster als nicht-lineares Medium.

Abbildung 2.5 Ein Foto des WeiRlichtes im \pump-Aufbau.

Die Selbstfokussierung und SPM werden in dieser Arbeit zur WeiRlichterzeugung ([68] [71])
verwendet. Der einfallende fs-Laserpuls wird zuerst in einem Saphir-Kristall selbstfokussiert, und
durch Selbst-Phasen-Modulation ein Superkontinuum erzeugt. Weil dieses Superkontinuum im
sichtbaren Spektralbereich oftmals weil3 aussieht, nennt man es WeiBlicht.

Das WeiBlicht wird als Signal-Licht zur Erzeugung kurzer Lichtimpulse oder als Abtastimpuls
verwendet. Ein Foto des Weililichts meines Experiments ist in der Abbildung 2.5 dargestellt.

Phasenanpassung

Die Effizienz der nichtlinearen Effekte ist davon abhéangig, ob die Partialwellen, die von den
individuellen Oszillatoren des Dielektrikums emittiert werden, konstruktiv interferieren. Induzierte
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schwingende Dipole in einem Medium sind Quellen elektromagnetischer Wellen, die sich mit der
Phasengeschwindigkeit ausbreiten.

2 c
ﬁphase = |T = FZ)) (2.18)

Wenn sich die Phasengeschwindigkeiten der eingestrahlten Welle (Grundwelle) und der erzeugten
Wellen (Oberwelle) unterscheiden, tritt keine konstruktive Interferenz auf. Je groRer der
Unterschied der Brechungsindizes beider Wellen ist, desto kleiner ist die Koharenzlange [, =
AGrundwelle/(z [nOberwelle - nGrundwelleD nach der es zur AUSIOSChung kommt [72]-

Phasenanpassung und somit konstruktive Interferenz kann verstanden werden als Energie- und
Impulserhaltung. Beide missen erfullt sein, wenn nichtlineare Effekte, z.B. SFG, stattfinden. Die
Energieerhaltung ist gegeben durch die Beziehung

Yiho! =¥ haf™ . (2.19)

Aus der Impulserhaltung der Photonen, die in die gleiche Richtung laufen, folgt dann
Zi];iin =2 Ejput : (2.20)

wobei k der Wellenvektor ist.

. 2
|k| =n(w)%=$=%n (2.21)

Gleichung 2.20 ist die Bedingung der Phasenanpassung.

Kristalle mit verschiedenen Achsen werden fiir die Frequenzkonvertierung verwendet. Ein
typisches Material ist f-Barium-Borat (BBO), das doppelbrechende Eigenschaften aufweist, d. h.
der Kristall hat eine ordentliche und eine aul3erordentliche optische Achse mit unterschiedlichen
polarisationsabhdngigen Brechungsindizes. Als Folge kénnen die Polarisationen der einfallenden
Strahlen und der Kristallwinkel so gewéhlt werden, dass (anndhernd) die Phasenanpassung ([68]
[69] [72] [73]) ermdglicht wird. Damit kann der nichtlineare Effekt effiziert durchgefiihrt werden.
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2.2 Polarisationsaufgeldste Femtosekunden Pump-Probe
Spektroskopie

2.2.1 Femtosekunden Laserpulse

Die Zeitskalen chemischer Reaktionen sind mit strukturellen Verdnderungen der Molekiile, d. h.
mit den Atombewegungen, korreliert; molekulare Schwingungen dauern typischerweise zehn bis
einige hundert Femtosekunden (fs, 1 fs=10"2°s) [74]. Um solche Reaktionen verfolgen zu kénnen,
ist eine zeitliche Auflésung erforderlich, die in der gleichen GréRenordnung liegt.

Diese wird mit ultrakurzen Laserpulsen erreicht. Als Lichtquelle dient das Ti:Saphir Lasersystem
Legend USP-1 von Coherent mit regenerativem Verstarker. Es liefert Lichtimpulse bei einer
Wellenldnge von =800 nm, die im Folgenden Fundamentale genannt wird. Die Fundamentale
besitzt eine Pulsdauer von =80 fs und wird mit einer Frequenz von 1088Hz wiederholt. Die
Pulsenergie der Fundamentalen liegt bei ca. 2,33 mJ. Davon werden 1,6 mJ zur Erzeugung der
Pumppulse genutzt und 0.5 mJ fir die Probepulse. Eine Beschreibung des Aufbaus folgt in
Abschnitt 2.2.2.

2.2.2 VIS - IR — Aufbau

Bei der bal-Pol-fs-PPS erhalt man im Vergleich zur normalen fs-PPS (Femtosekunden Pump-Probe
Spektroskopie) Messungen zusétzliche Informationen Uber die Struktur der zu untersuchenden

Molekiile. Das erreicht man durch das dichroitische Verhaltnis: D = Ili (siehe Kap. 3.3), wobei I
1

und 1 die Signaldnderungen von zwei Probe-Strahlen sind, die senkrecht und parallel zum Pump-
Strahl polarisiert sind und die gleichzeitig detektiert werden. Die Abbildung 2.6 zeigt den
schematischen Aufbau des bal-Pol-fs-PPS -Experiments. Die Generierung der Pump- und Probe-
Pulse, in Abb. 2.6 als blaue und rote Boxen dargestellt, wird im Folgenden beschrieben.

Der Probe-Strahl (rot) wird nach der Erzeugung in eine Verzdgerungsstrecke (Delayline)
eingekoppelt, mit der die Weglange des Probe-Strahls gedndert werden kann. Auf diese Weise
kann die Zeitverzégerung zwischen den Pump- und den Probepulsen bis zu 1.8 ns variiert werden.
Als minimalen Schritt der Zeitverzégerung werden bei uns je nach Experiment 20-70 fs verwendet.
Direkt nach der Verzogerungsstrecke trifft der Probe-Puls auf einen Keil und wird in drei
Teilstrahlen aufgespalten. Der durch den Keil transmittierte Anteil, detektiert Uber einen MCT
(Mercury-Cadmium-Tellurid) -Einzeldetektor, dient als Probe-Referenz. Einer der beiden
reflektierten Anteile bleibt in der Polarisation unveréndert (dunkelrot, horizontal polarisiert,
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parallel zu Tischoberflache). Die Polarisation des anderen reflektierten Anteiles wird mit einem
Periskop um 90° gedreht (dunkelblau, vertikal polarisiert, senkrecht zur Tischoberflache), und
danach in eine Kleine Verzogerungsstrecke eingekoppelt. Mit Hilfe dieser Kkleinen
Verzogerungsstrecke werden die Wegléngen der beiden reflektierten Anteile ausgeglichen. Zwei
Polarisationsfilter werden danach genutzt, um die Polarisationsrichtungen der Probe-Strahlen
festzulegen und zu saubern. Sowohl die beiden Probe-Strahlen, als auch der Pump-Strahl werden
mit einer bestimmten Anordnung in die Messkammer (Beschreibung s. unten) fokussiert und in
einem Punkt Uberlagert. Die durch die Probe transmittierten zwei Probe-Strahlen werden ins
Spektrometer eingekoppelt und auf einen 2-zeiligen MCT-Detektor mit jeweils 32 Elementen
abgebildet. Die Signaldnderungen I, und 1, werden gleichzeitig aufgenommen.
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probe &
>
Messkammer

verstiirker F—MCT{—{ Spec
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Abbildung 2.6 Schematische Darstellung des Aufbaus. Ch.: Chopper, PD: Photodiode, Pol: Polarisator,
M2: 2/2-Pléttchen,Spec: Spektrometer, IR Detektor (MCT).

Keil

Es ist nicht vermeidbar, dass die gemessenen Absorptionsédnderungen der Probesignale Iy und 1.
von dem Uberlapp der drei Strahlen beeinflusst werden. Diese Einfliisse kénnen zu verfalschten
Messergebnissen fithren. Um sie herauszurechnen, benétig man eine Methode um den Uberlapp
des Pumppulses mit den Probepulsen von I und || zu korrigieren. In dieser Arbeit ermittle ich die
Einflisse durch Vergleichen zweier Messungen, die unter ansonsten gleichen Bedingungen aufRer
der Polarisationsrichtung des Pump-Strahlens durchgefuhrt sind. Die genaue Beschreibung dieses
Vorgehens liefert Signalkorrekturen, die in Abschnitt 3.1 beschrieben sind.
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Der Pump-Strahl (blau) wird nach der Pump-Puls-Generierung (blaue Box) durch einen Chopper
(Ch.) geschickt. Jeder zweite Pump-Puls wird durch den Chopper geblockt, d.h. der Chopper
ubernimmt das Ein- und Ausschalten der Pump-Pulse mit einer Frequenz von 544Hz (1088Hz/2).
Der Chopper wird mit dem Triggersignal des Lasers (1088Hz) synchronisiert. Ein
Neutraldichtefilter wird zur stufenlosen Abschwachung der Strahlleistung genutzt. Der Riickreflex
des Neutraldichtefilters wird mit einer Photodiode (PD) gemessen, um die Pump-Stabilitat zu
uberwachen. Analog zum Probe-Puls wird der Pump-Puls auch durch einen Polarisator (pol.)
geschickt, um unerwiinschte Polarisationsrichtungen zu eliminieren. Ein A/2-Plattchen benutzt man
nach dem Polarisator um die Pump-Polarisationsrichtung beizubehalten oder um 90° zu &ndern.
Damit kann die Messung nicht nur mit horizontaler, sondern auch mit vertikaler Pump-Polarisation
(im Vergleich zur Tischoberflache) durchgefihrt werden. Bei manchen Messungen verwendet man
auch einen Shutter, um den Pump-Strahl zu blockieren und damit unnétige Beleuchtung der
lichtempfindlichen Proben zu vermeiden.

Der Pump-, sowie die beiden Probe-Strahlen werden durch Konkavspiegeln in die Probe fokussiert.
Alle drei Strahlen mussen in der Probe raumlich dasselbe Probevolumen treffen, und auf die
maximale Anderung des Abtastsignales optimiert zu werden. Die Anordnung der drei Strahlen wird
im folgenden Abschnitt beschrieben. Die zeitliche Uberlagerung zwischen Pump-Strahl und den
beiden Probe-Strahlen wird durch eine Eichmessung mit einem Germaniumpléttchen bestimmt;
daraus ergibt sich der Zeitnullpunkt der Verzdgerungsstrecke (siehe unten). Der Fokus des
Pumppulses (D = 500um) ist grolRer als der des Probepulses (D =~ 300um). Somit liegt das
gesamte abgetastete Probevolumen im angeregten Bereich. Die durch die Probe transmittierten
Probe-Strahlen werden in das Spektrometer ((Triax 320, Jobin Yvon Horiba)) fokussiert und
spektral aufgeldst auf einen 2-zeiligen MCT-Detektor mit jeweils 32 Elementen abgebildet. Das
Signal wird danach verstarkt und mittels Computer aufgenommen. Der Computer wird auch
verwendet, um den Chopper und die Verzégerungsstrecke zu kontrollieren.

Erzeugung der Anregungspulse

Zur Anregung von Corrolen und Phytochromen wurden Pump-Wellenlangen im Bereich von 430
- 730 nm mit Hilfe von nichtlinearen Prozessen (Kapitel 2.1) erzeugt. In dieser Arbeit wird die
Erzeugung durch einen vierstufigen Aufbau erreicht. Eine schematische Darstellung des Pump
Aufbaus ist in Abbildung 2.7 dargestellt. Aus dem Lasersystem kommt ein stabiler Laserstrahl mit
J =800 nm, der in zwei Strahlenteile aufgespalten wird. Einer der beiden Strahlen wird zur
Erzeugung des Weililichts (Abb. 2.5) genutzt, das in der ersten Stufe als Seed verwendet wird. Der
andere Strahl wird mehrmals aufgespalten, wobei der erste Teilstrahl zur Erzeugung der zweiten
Harmonischen (SHG) in einem BBO-Kristall fur die 1 Stufe genutzt wird. Der andere Teilstrahl
wird jeweils als Pump in den Stufen 2 und 3 genutzt.

29



800nm
I 2
Sapphire ]
At WL %
«—> A 3\
% SHG %I
O BB0Type! (f \
400nm 200nm B00nm
1. Stufe 2. Stufe
BBO
Type |
4. Stufe
== BEO Type |
LPF 5
N.Slgruu == KF .
A
P —
N
800nm -

N

Abbildung 2.7 Schematisch Darstellung des Pump Aufbaus, in der zweiten und dritten Stufen werden KTA
oder BBO Kiistalle je nach Bedarf verwendet. LP: Langpalfilter, KP: Kurzpalfilter, WL: Weililicht.

Fur die 1. Stufe wird der von der zweiten Harmonischen erzeugte 400 nm-Strahl als Pump Strahl
benutzt. Name und Typ des zur Frequenzverdopplung genutzten Kristalls sind in  Tabelle 1

gezeigt. In der ersten Stufe wird ein Idler mit A= 1029 nm erzeugt (Hlo = 6—;4 + ﬁ). Der erzeugte

Strahl wird durch einen Langpassfilter (RG 780) geschickt, damit nur der IR-Anteil in die
kommenden Stufen eingekoppelt und verstarkt wird. Die Stufen 2 und 3 sind identisch. In der
Stufe 2 wird der IR-Strahl mit A = 1029 nm als Signal genutzt und verstirkt, nebenbei wurde einen

Idler-Strahl mit A = 3595 nm durch einem OPA-Prozess erzeugt (ﬁ = ﬁ + ﬁ). AnschlielRend

werden beide Strahlanteile in der 3. Stufe noch mal verstarkt. Dies ist nétig, weil die Intensitét des
IR-Strahls mit A = 1029 nm in den ersten beiden Stufen nicht ausreicht, um genug Intensitat bei
450 nm durch SFG in der 4. Stufe zu konvertieren. Nach der 3. Stufe wird der Strahlanteil der 1029
nm und der Restanteil der 800 nm jeweils durch Spiegel (HR1000-1500 nm, HR800 nm,
Laseroptik GmbH ) ausgekoppelt und zur Erzeugung der 450 nm in der 4. Stufe mittels SFG
genutzt. Nach der Erzeugung wird der Strahl durch einen Kurzpassfilter geschickt, um alle anderen
Strahlanteile bis auf den Anteil bei 450 nm herauszufiltern. Das Spektrum des erzeugten Pump-
Strahls ist in Abb. 2.8 gezeigt.
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Abbildung 2.8 Spektrum des Pump-Strahls mit einer Zentralwellenlange von 450 nm und Halbwertsbreite
von 4,5 nm.

Das Spektrum des erzeugten Pump-Pulses ist in Abb. 2.8 gezeigt. Das Spektrum l&sst sich gut
durch eine Gaul3-Funktion beschreiben. Fir das Zeit-Bandbreiten-Produkt gilt die Ungleichung

At-Av >k, (2.22)

wobei Av die Halbwertsbreite der Frequenz mit w=2nv und At die Halbwertsbreite der Pulsdauer
ist. Die Konstante k bezeichnet das Transform Limit oder Fourier Limit. [75]

Wegen der Unschérferelation wird die Dauer des Pump-Pulses das theoretische Minimum nicht
unterschreiten. Man kann das Limit der Pulsdauer auch durch Halbwertsbreite der Wellenlange
AM und Zentralwellenldnge A, bestimmen:[76]

A5

Fur GaulRprofile ist das Transform Limit k=0.441. Somit ist die zum Spektrum zugehorige kiirzeste
Pulslange des Pump-Pulses aus Abb. 2.8 66 fs.
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Dieser vierstufige Aufbau ist sehr vielseitig einstellbar. Man kann damit die Wellenldnge des
Pump-Pulses im VIS und IR Bereich zwischen 400 nm bis 8000 nm schnell und flexibel umstellen.
Beispielsweise kann man denselben Aufbau benutzen, um Pump-Pulse im Bereich von 500-1700
nm zu erzeugen. Dazu muss nur die Frequenz des Signal- oder Idler-Strahls der dritten Stufe in der
vierten Stufe, z.B. durch einen BBO Kristall, verdoppelt werden. Ansonsten kann zur Erzeugung
eines Pump-Pulses bei 520 nm der Aufbau in der zweiten und dritten Stufen statt mit zwei Kalium-
Titanyl-Arsenat-Kristallen (KTA) mit zwei BBO Kristalle betrieben werden, um Pulse bei 1486
nm effizienter zu verstarken. AnschlieBend werden in der 4. Stufe diese 1486 nm Pulse und 800
nm Pulse mittels SFG zur Erzeugung der 520 nm genutzt. Zur Erzeugung eines IR Pump-Pulses
z.B. bei 7000 nm (1428 cm™) bendétigt man nur einen Silberthiogallatkristall (AgGaS, oder AGS)
in der vierten Stufe. Der Signal (1435 nm) und der Idler-Strahl (1806 nm) der dritten Stufe werden
auf einen Punkt in dem AgGaS: fokussiert und tiberlagert. Eine Differenzfrequenz wird aus diesen
beiden Strahlen durch den DFG Prozess gebildet.

Stufe Prozess Ap Aseed A A Verwendete Kristall Kristall
(nm) (nm) (mm) | (nm) r Kristall Dick Type
1 OPA 400 WL 657 1029 BBO Imm |
OPA 800 1029 1029 3595 KTA 2mm 1
3 OPA 800 1029 1029 3595 KTA 5mm 1
4 SFG 800 1029 450 1029 BBO 2mm |

Tabelle 2.1: Erzeugung der Anregungspulse mit A =450 nm im OPA.

Fur die optimale Verstarkung des Aufbaus missen sich die Strahlen aller Stufen sowohl raumlich,
als auch zeitlich tiberlagern. Die raumliche Uberlagerung wird durch Fokussierung und mit Hilfe
von Spiegeln erreicht. Die zeitliche Uberlagerung wird durch Veranderung der
Verzogerungsstrecke erreicht. Die Winkel des Kristalls werden so eingestellt, dass die Energie des
erzeugten Lichts optimiert ist. Eine ausfiihrliche Ubersicht der Prozesse, Kristalltypen und
Wellenlangen fur jede Stufe des Lichterzeugungsprozesses bei einer Zentralwellenldange von 450
nm ist in Tabelle 2.1 gegeben.

Erzeugung der Abtastpulse

Die zu dieser Arbeit geeigneten Infrarot-Abtastpulse (Probe-Puls) im Bereich von 1500 cm™ bis
1800 cm™ werden durch einen dreistufigen Frequenzkonversionsprozess erzeugt. Der Aufbau ist
ahnlich zu dem von R. Kaindl et al. vorgestellten Aufbau [77]. Er besteht aus einem zweistufigen
OPA Aufbau und einem DFG Aufbau.

32



Fur die IR-Abtastpulse wird ein kleiner Teil des fundamentalen 800 nm-Strahls in eine Saphir-
Platte fokussiert, um ein WeiBlicht zu erzeugen, das danach als Seed-Strahl fir den OPA in der
ersten Stufe verwendet wird. Das Weilllicht wird zeitlich und rdumlich mit den 800 nm Pump in
einem BBO-Kristall (Typ 11, d=4 mm) Uberlagert. Signal- und Idler-Puls der ersten OPA Stufe
werden in der zweiten Stufe verstarkt: Sie werden in den BBO zuriickgesendet und mit einem
zweiten Pump-Strahl tberlagert. Die erzeugten Signal- und Idler-Pulse der zweiten Stufe werden
fiir einen DFG-Prozess in einem AgGaS2 Kristall (Silberthiogallatkristall, Typ I, d=1 mm) in der
dritten Stufe verwendet. Der gewiinschte IR-Puls liegt im benétigten Spektralbereich von 1000 -
3500 cm™ und ist kontinuierlich abstimmbar bei einer typischen Pulsdauer von 160 fs und einer
spektralen Breite von ~100 cm™ (FWHM). Ein typisches Spektrum der Abtastpulse ist in Abb. 2.9
gezeigt. Weil das Wasser in der Luft teilweise den Probe-Puls absorbiert, gibt es auf dem breiten
Probe-Puls-Spektrum deutlich ein paar schmale Absorptionsbanden. Um diesen Einfluss zu
minimieren, wird die Luft im Bereich der Probenkammer wahrend der ganzen Messung getrocknet.
Alle Messungen werden bei eine Luftfeuchtigkeit unter 5% ausgefhrt.
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Abbildung 2.9 Spektrum eines verwendeten Probe-Strahls mit einer spektralen Breite von ~100 cm™. Die
spektralen Einbriiche kommen von H,O-Dampf-Absorption.

Uberlagerung der Lichtpulse in der Probe

Ein Highlight des experimentellen Aufbaus ist die gleichzeitige Uberlagerung der beiden linear
polarisierten Probe-Strahlen, deren Polarisationsrichtungen exakt senkrecht zueinander sind, mit
einem linear polarisierten Pump-Strahl. Mit diesem Aufbau kann man die Winkel zwischen dem

33



abgetasteten Schwingungsiibergangsdipolmoment i, und dem angeregten elektronischen
Ubergangsdipolmoment ue desselben Molekiils messen. Weiterhin kann mit Hilfe theoretischer
Berechnungen die rdumlich Lage der uvin bestimmt werden (siehe Abschnitt 3.1). Dabei ist zu
beachten dass kleine Abweichung der Polarisationsrichtungen direkt zu verfalschten Ergebnissen
fihren kann. Deshalb werden Polarisationsfilter fur alle drei Strahlen eingesetzt, und die Strahlen
werden danach in einer bestimmten radumlichen Zuordnung, wie in Abb. 2.10 gezeigt, Uberlagert.

Probe | -

- pump

Probe 11

a) b)

Abbildung 2.10 a) Schematische Darstellung der raumlichen Uberlagerung zweier Probe- Strahlen mit dem
Pump-Strahl. b) Rdumliche Zuordnung der Strahlen. Probe I: der horizontal polarisierte Probe-Strahl, Probe
I1: der vertikal polarisierte Probe-Strahl. Pump: Der Pump- Strahl, dessen Polarisationsrichtung umstellbar
ist.

In Abb. 2.10 a) ist eine schematische Darstellung der raumlichen Uberlagerung des Pump-Strahls
mit den zwei Probe-Strahlen (der Pump-Strahl in blau) gezeigt. Die Polarisationsrichtung des
Pump-Strahls ist wéhrend der Messung zwischen horizontal und vertikal umstellbar. Die Probe-
Strahlen, die in griin und rot dargestellt sind, sind jeweils horizontal und vertikal polarisiert. Die
Strahlen Uberlagern sich im Probenvolumen in folgender Weise: Zuerst soll der Pump-Strahl
senkrecht zur Tischebene eingestellt sein und unveréndert bleiben, dann werden die Probe-
Strahlen im Probenvolumen zur Uberlagerung auf das vom Pump-Puls angeregte Volumen
gebracht. Wenn man in Ausbreitungsrichtung des Pump-Strahls schaut, sind die Orientierungen
der Probe-Strahlpolarisationen so angeordnet wie in Abb. 2.10 b) dargestellt. Der vertikal
polarisierte Probe-Strahl (Probe 11, rot) bleibt immer in einer horizontalen Ebene mit dem Pump-
Strahl, und der horizontal polarisierte Probe Strahl | bleibt immer in einer vertikalen Ebene (Probe
I, grin) mit dem Pump-Strahl. Bei dieser Anordnung ist die Polarisationsrichtung der Probe-
Strahlen im Strahlverlauf immer unveréndert und der Pump-Strahl immer exakt parallel bzw.
senkrecht zum Probe-Strahl unabhéngig davon, ob er gerade vertikal oder horizontal polarisiert ist.
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Abbildung 2.11 Ein Messergebnis eines Germaniumplattchens. (a) Die Absorptionsdnderungen der Probe-
Strahlen (Ge-Signals), (b) Ableitung der Ge-Signale und dazu angepasste Gausskurven.  Die
Halbwertsbreite (FWHM) der Gausskurven sind jeweils 360 fs und 380 fs.

Die zeitliche Uberlagerung und der Zeitnullpunkt der Verzégerungsstrecke werden mit Hilfe eines
Germaniumpléttchens bestimmt. Dieses befindet sich in einer Probenkammer, die den in der
Messung verwendeten Probekammern gleicht. Germanium besitzt bei Raumtemperatur (300 K)
eine Bandliicke von 0,67 eV~ 1851 nm [78]. Der VIS-Pump-Strahl hat daher genug Energie, um
Elektronen vom Valenzband in das Leitungsband zu bringen. Vor dem Zeitnullpunkt trifft der
Probe-Puls vor dem Pump-Puls auf das Germaniumpléttchen. Die Elektronen des
Germaniumplattchens sind noch nicht durch den Pump-Puls in das Leitungsband gehoben worden,
weshalb keine Probe-Strahlen absorbiert werden. Nach dem Zeitnullpunkt trifft der Pump-Puls vor
dem Probe-Puls auf das Germaniumpléttchen und ein Teil der Elektronen wurde ins Leitungsband
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angeregt. Diese Elektronen im Leitungsband absorbieren IR-Licht, wodurch die IR-Absorption
instantan erhéht ist. Durch das Messen der Intensitatsanderung des Germaniumplattchens werden
der Zeitnullpunkt und die Zeitauflosung bestimmt.

Eine Zeitnullpunktbestimmung ist in Abb. 2.11 dargestellt. Wie in Abb. 2.11 a) gezeigt liegt die
Absorptionsanderung (Ge-Signal) in sub-ps Bereich. Das ist gut an der Ableitung des Ge-Signals
erkennbar. Wie in Abb. 2.11 b) gezeigt, kann die Ableitung des Germanium-Signals gut durch eine
Gausskurve simuliert werden. Die Halbwertsbreite (FWHM) der Gausskurve ist die Zeit, in der das
System auf die Anregung durch den Pump-Puls antwortet (system response time). Flr beide
Probestrahlen gibt es eine Antwortzeit von ~360 fs. Mit dieser Auflosung kdnnen strukturelle
Veranderungen der Molekile gut verfolgt werden. Die Zeitauflosung der Experimente ist
hauptsachlich durch die verschiedenen Gruppengeschwindigkeiten der Pump- und Probe-Pulse
begrenzt [68] [69]. Sie ist bei allen durchgefiihrten Messungen unter 400 fs.

Probekammer

Die Probekammer besteht aus zwei Glasscheiben (1 mm dick), die durch eine Halterung
zusammengeschraubt sind. Zwischen den zwei Scheiben befindet sich ein Teflonring, der je nach
Messung 50 um oder 100 wm dick ist. In den Zwischenraum werden die Proben geftllt. Die
verwendeten Glaser bestehen aus Kalziumfluorid oder Bariumfluorid. Beide Materialien besitzen
eine hohe Durchléssigkeit fur IR- und sichtbares Licht.

Wahrend der Messung wird die Probekammer mit Hilfe zweier Elektromotoren automatisch
bewegt, um die Proben gleichmaRig zu bestrahlen und ein Erhitzen bzw. ein Zerstoren der Probe
zu vermeiden. Lissajous-Figuren werden als Bewegungsmuster gewahlt, weil damit die Zeit bis zu
einer wiederholten Beleuchtung desselben Probenvolumens maximiert wird. Mit diesem
Bewegungsmuster trifft der Pump-Strahl dasselbe Probenvolumen erst wieder nach ~2 Minuten.
So kann man auch sicherstellen, dass sich die Molekile vor der Anregung im Grundzustand
befinden.

2.2.3 Signaldetektion und Aufnahmen

Die beiden Probe-Strahlen werden nach dem Abtasten der Probe in das Spektrometer eingekoppelt,
und auf dem zweizeiligen MCT-Detektor spektralaufgeldst abgebildet. Die spektrale Auflésung
des Detektors im untersuchten Messbereich ist ~1,5 cm™. Mit einem Mal kénnen ~50 cm™ breite
Spektren bei einem durchgefuhrten Experiment abgetastet werden.

Die Verzdgerungszeiten werden so gewahlt, dass in einem Bereich von 2 ps um den Zeitnullpunkt
mit einer konstanten Schrittweite von 50 fs gemessen wird. VVor -2 ps und nach +2 ps werden die
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Verzogerungszeiten nach einer logarithmischen Skala aquidistant verteilt gewahlt. Flr die meisten
Experimente wird die Absorptionsédnderung von -20 ps, und je nach Probe bis 100 ps bzw. bis hin
zu 1,2 ns gemessen. Fiir jede Verzogerungszeit At werden die Intensitét | der beide Probe-Strahlen
mit Pump-Licht (lhori und lver) und ohne Pump Licht (lo Hori und lo ver)) detektiert. Die
Absorptionsanderung der optischen Dichte wird Uber ein mit LabView 7.1 geschriebenes
Programm und folgenden Messgleichungen gemessen:

AODyyri = — 10g% x 1000 (2.24)
AODy,,, = — logert=lHin 1000, (2.25)

Iovert—IHin

wobei Inin die Intensitat der Hintergrundstrahlung ist; diese wird einmalig vor der Messung bei
geblocktem Pump-, sowie Probe-Licht aufgenommen. Die Auflésung der Absorptionsanderung ist
0,2 mOD (ohne Mittelung), begrenzt durch die Verstarkerelektronik.

Die Messungen selbst werden mehrfach wiederholt und die endgultigen Ergebnisse werden aus
mehreren Tagesmessungen mit jeweils frisch angesetzten Proben gemittelt. Der Vorteil, die
Messung aus mehreren Scans zu mitteln, anstatt sie aus nur einem Scan mit einer riesigen
Schusszahl durchzufihren, ist folgendermaBen begriindet: 1. Manche Proben veralten schnell
wahrend der Messungen (z. B. durch Strukturdnderungen der Probe oder Konzentrationsédnderung
durch Aggregation der Proben). Ein kurze Messung wird wenig von der VVeranderungen der Probe
beeinflusst. 2. Aus mehreren Scans gemittelte Messergebnisse sind nicht oder nur wenig mit den
langsamen Schwankung der Pump- und Probe-Leistung zu korrelieren. Somit erhéht sich damit die
Wahrscheinlichkeit, fir jeden Zeitpunkt eine rauscharme Messung zu erhalten.

Fur alle Experimente wird jeweils eine Eichmessung mit einem Polymerfilm durchgefiihrt, um das
Spektrometer spektral zu eichen. Vor und nach jedem Experiment werden VIS- und IR-
Absorptionsspektren von der untersuchten Probe aufgenommen. Die Aufnahme der
Absorptionsspektren erfolgt ebenfalls bei Raumtemperatur. Die Auswertung der Daten und die
Berechnungen der Ergebnisse werden im Kapitel 3 besprochen.
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Kapitel 3
Analytische Methoden

3.1 Korrekturen der gemessenen Werte

Bei den Winkel balancierten polarisations- und zeitaufgelosten Femtosekunden VIS Pump - IR
Probe Messungen werden zwei Probestrahlen mit einem Pumpstrahl tUberlagert. Typischerweise
erhalt man bei der Uberlagerung des Pumpstrahls mit den zwei Abtaststrahlen eine kleine
Abweichung im Strahliiberlapps zwischen dem Pump und Probestrahl im Probevolumen. Die
Genauigkeit der Winkelbestimmung wird davon beeinflusst, deshalb mussen die gemessenen
Signale des vertikal und des horizontal polarisierten Probestrahl korrigiert werden, um den Einfluss
der unterschiedlichen Uberlagerung heraus zu rechnen.

Ein Beispiel fir eine Uberlagerung ist in Abb. 3.1 dargestellt. Der Pump Querschnitt ist doppelt so
grol3, wie die Querschnitte der beiden Probestrahlen. Somit ldsst sich sicherstellen, dass das
abgetastete Probevolumen effektiv angeregt wird. Da einer der zwei Probestrahlen in seiner
Polarisationsrichtung durch ein Periskop gedreht wurde, stehen die Profile der Probestrahlen-
Querschnitte senkrecht zueinander. Die Pump-Polarisation wird durch das in Abschnitt 2.4
erwahnte A/2-Plattchen nach jeder Messung gedreht, und dann wird die Messung wiederholt. Die
beiden Pump-Polarisationen werden mit Py und P> bezeichnet, fir die jeweils erste und zweite
Messung.

Wenn bei der ersten Messung die Polarisation des in Abbildung 3.1 rot dargestellten Probestrahls
parallel zur Pump-Polarisation (P1|) ist, wird sie in der zweiten Messung durch die
Polarisationsanderung des Pump-Strahls senkrecht zur Pump-Polarisation (P..) stehen. Dies gilt
umgekehrt auch flr den in griin dargestellten Probestrahl. Sie ist in der ersten Messung senkrecht
( P11 ) und in der zweiten Messung Parallel (P>|) zur Pump-Polarisation. Das isotrope Signal flr
beide Messreihen (ISO) ist gegeben als:

Iso1=(aPi||+2P11)/3 (3.1)
Is0=B (P2|+2aP21)/3 (3.2)

a bezeichnet hier den Korrekturfaktor zur Bericksichtigung der unterschiedlichen raumlichen
Uberlappungen der Probestrahlen mit dem Pumpstrahl und der heterogenen Uberlagerung
aufgrund der anisotropen Energie- und Wellenléangenverteilung innerhalb des Pump-Spots. Ein
zweiter Korrekturfaktor g berichtigt eine Amplitudendnderung der Signale zwischen den
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Messungen. Mdégliche Ursachen fir eine Amplitudendnderung sind Schwankung der Pumpenleistung
oder kleine Konzentrationsanderungen in der untersuchten Probe.

Abbildung 3.1 Schematische Darstellung eines raumlichen Uberlapps, im Fokus der Strahlen. Der
Pumpstrahlfokus (schwarz) (berlagert mit den beiden Probe-Strahlfoki (griin und rot) in der Probe.

Da die Messungen unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt werden, sollten nach der Korrektur mit
den Faktoren o und f Iso1 und Iso2 identisch sein. Aus demselben Grund lassen sich auch die
isotropen Signale Isosund Isos durch umformen der Terme aus Gleichungen 3.1 und 3.2 berechnen.

Isos = (B-P2|+2 P11)/3 (3.3)
IS04 = (a-P1||+2 a-B-P21) /3 (3.4)

Die vier Gleichungen mit identischen Signalen isos, isoz, isos und isos ergeben dann eine eindeutige
Losung fir die parallel- und senkrecht-polarisierten Signale und die Korrekturfaktoren o und f:

a=[(P2] P1) / (P2u-P1)] * (3.5)
B=[(Pi|: Pis)/ (P2r-P2)] * (3.6)

a und B werden hierbei durch ein zu diesem Zwecke eigens entwickeltes Matlab Programm
berechnet. Im idealen Fall sind . und p = 1. Je weiter die Werte davon abweichen, desto schlechter
war der Uberlapp der drei Strahlen, bzw. desto instabiler ist das Messsystem. In unserem Setup lagen
die Werte fir o zwischen 0,96 und 1,04, dies ist auf die unterschiedlichen Formen der Probestrahlfoki
zuriickzufuihren. Die Werte fur 8 lagen immer zwischen 1 und 1,2, was hauptséachlich die Abnahme
der Pumppulsenergie zwischen den verschiedenen Messungen anzeigt.

Die Daten der Rohmessungen werden mit o und B korrigiert:

P1 [|korr= o-Pi I (37)
39



P11kor= P11 (3.8)
P2.1korr= OL'B'PZL (39)
P2|| korr= BP2 || (310)

AuBerdem wird bei niedriger Signalstarke die Genauigkeit des Winkels auch durch Variationen in
der Pumpintensitat, der Probenhomogenitat und Proben-Stabilitat starker beeinflusst. Um diesen
Einfluss zu minimieren, messen wir bei manchen Messungen mit 1000 Shots zu jedem
Delayzeitpunkt, um dann das gemittelte Ergebnis zu benutzen. Das Messergebnis eines einzelnen
Shots ist hierbei definiert als Ergebnis, das aus einem einzelnen Pump-Puls ermittelt wird.

3.2 Analyse der gemessenen Werte

3.2.1 Schwingungsibergange im Molekiil

Elektronische Ubergange von einem Ausgangszustand in einen anderen Zustand konnen mit Hilfe
von fs-Spektroskopie beobachtet werden. Um die Messergebnisse zu verstehen, wird hier ein
Jablonski-Diagramm verwendet.

Bei elektronischer Anregungen wird davon ausgegangen, dass der Wechsel von Elektronen
zwischen verschiedenen Zustanden so schnell stattfindet, dass sich der Kernabstand wahrend der
Anregung nicht &ndert. Bei Anregung in einen hoheren elektronisch angeregten Zustand Sx wird
von der Gultigkeit der Kasha-Regel ausgegangen [79]. Die verschiedenen Energieniveaus
elektronischer Zustiande und deren Ubergénge innerhalb eines Molekiils sind in Abb.3.2 skizziert.
Nach der Absorption befindet sich das angeregte Molekul zuerst in einem heil3en elektronisch
angeregten Zustand. Es kann auf verschiedene Wege Energie abgeben. Es gibt verschiedene
Prozesse, bei denen das angeregte Molekdl in einen energetisch niedrigeren elektronischen Zustand
ubergehen wird. Innerhalb desselben elektronischen Zustands kann Energie durch
Schwingungsrelaxation umverteilt werde. Dabei werden hochenergetische Schwingungen auf
niederenergetische Schwingungen des Molekils und des Lésungsmittels umverteilt. [80] Dieser
Prozess fuhrt das System in den relaxierten elektronisch angeregten Zustand tber. AnschlieRend
relaxiert es in den ersten elektronisch angeregten Singulett-Zustand Si durch
Schwingungskopplung zwischen den Schwingungsniveaus eines elektronisch hoher angeregten
Singulett Zustands und dem ersten Singulett-Zustand (Internal Konversion). Die beiden Prozesse
dauern um die 10"** s bis 10*s. Danach gelangt das Molekiil meistens durch einen strahlenden
Ubergang (Fluoreszenz) zum elektronischen Grundzustand.
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Jablonski Energy Diagram
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Abbildung 3.2 Jablonski-Diagramm : Dartellung der Ubergdnge von Valenzelektronen nach Anregung.
So:Singulett-Grundzustand; S;:erste angeregte Singulettzusténde; Ti: erste angeregte Triplettzustande, So:
zweiter angeregte Singulettzustande [81]. Die Darstellung ist [82] entnommen.

Die Absorption geht vom abgekihlten Grundzustand aus und erreicht oftmals héher angeregte
Schwingungsniveaus im elektronisch angeregten Zustand. Die Fluoreszenz beginnt umgekehrt im
schwingungsrelaxierten angeregten Singulett-Zustand S; und geht in den elektrischen
Grundzustand oftmals mit angeregten Schwingungsmoden (ber. Durch Relaxation des
Losungsmittels oder der Umgebung sinkt die Energie des elektronisch angeregten Zustands.
Deshalb gibt es eine Wellenldngenverschiebung zwischen Absorptions- und Emissionsspektrum,
den man als Stokes-Verschiebung bezeichnet [83]. Wenn es einen mit Sz stark wechselwirkenden
Triplettzustand T1 gibt, und dieser Triplettzustand auch energetisch ahnlich, aber tiefer als der S:
liegt, dann kann ein Anteil der Molekule durch ,,Intersystem Crossing“ (ISC) in den Triplettzustand
gelangen. Der Triplettzustand kann im Grunde genommen nicht in einen Singulettzustand
relaxieren, da eine Spinumkehr ,,verboten* ist. Bei dhnlich gelagerten Energieniveaus kann durch
starke L-S- oder S-S- Kopplung, insbesondere durch Anwesenheit von schweren Atomen, der S-
T-Ubergang wahrscheinlicher werden (z. B. BrsAl(tpfc)(py)2). Die Relaxation von T1 in der So
Zustand dauert typischerweise langer (=10 - 10 s) und wird Phosphoreszenz genannt [84]. Der
S-T-Ubergang tritt bei Al-Corrole (Al(tpfc)(py)2) und bromiertem Al-Corrole (BrsAl(tpfc)(py)2)
auf. Aus diesem Grund sind diese Molekiile interessante Kandidaten fiir die photodynamischen
Therapie (Anti-Krebs-Therapie).
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Die oben erwahnten elektronischen Ubergange kénnen mit Hilfe von Femtosekunden VIS Pump -
IR Probe-Spektroskopie beobachtet werden. Um die Ubergéange in Echtzeit zu verfolgen, werden
die Absorptionsédnderungen wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben aufgenommen. Wenn die
Verzogerungszeit zwischen den Pump-und Probe-Pulsen sich verdndert, wird somit fur jedes
Zeitintervall eine spektrale Absorptionsdnderung und somit der zeitliche Verlauf der
photoinduzierten Reaktion gemessen. Vier Hauptbeitrdge der angeregten Molekile lassen sich
hierbei charakterisieren:

0.3 T T ' T T T ' T r T

0.2 -

0.1 -

0.0

Absorptionsinderung / mOD
=

| —0.9ps
024 —5ps

_ —10pE 1} allee
i R 30p5 Bleichband |

| —— 60ps Bleichband |
-0.4 4 —— 100ps -

1640 1660 1680 1700 1720
Frequenz / cm'1

Abbildung 3.3 Isotrope Absorptionsédnderungsspektren von Pr-Phytochrom im Frequenzbereich der (C=0)
Streckschwingung nach Anregung bei 660 nm, fir verschiedene Verzdgerungszeiten zwischen Pump- und
Probe-Puls.

(1) Bleich-Signal

Bei der Anregung, wird die Besetzung des Grundzustandes durch die Entvolkerung vermindert.
Die Besetzungsdichte wird verringert, was zu einer verringerten Absorption fuhrt. (Negativanteil,
AOD < 0). In der Regel geschieht dies an den Positionen, an denen auch die stationdren
Absorptionsbanden liegen. Diese Absorptionsbanden bezeichnet man als ,,Bleichbande* oder
»bleach®.

(2) Angeregte-Zustands-Absorption (ESA)
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Durch die Anregung mit Pump-Pulsen findet eine Bevolkerung von hoher angeregten Zustéande Sn
statt. Die angeregten Molekiile haben dadurch neue Ubergangsmoglichkeiten zu héher angeregten

Zustanden S,» und die Absorption steigt. Die ESA fiihrt zu positiven Absorptionsanderungsbeitragen
(AOD >0).

(3) Absorption von neuen Produkten

Wenn die zu untersuchende Probe sich durch Anregung strukturell veréndert, kdnnen die
Reaktionsprodukte zu zuséatzlichen Produktbanden fiihren. Die neu aufgetauchten Produktbanden

bewirken ebenfalls eine positive Absorptionsanderung, wie bei der Bildung von Lumi-R durch die
elektronische Anregung von Phytochrom in der Pr-Form.

| nOD

Absorp{\onsénderung

Abbildung 3.4 Isotrope Absorptionsanderungen entlang der Zeit- und der Spektral-Achse: Phytochrom
Cph1A2 angeregt bei 660 nm, abgetastet von 1620 cm™ bis 1725 cm™ im Bereich von 3 bis 100 ps.

(4) Stimulierte Emission

Angeregte Molekile kdnnen vom Probe-Puls stimuliert werden und ihre Energie durch Emission
freigeben. Das fuhrt zu einem negativen Absorptionsanderungsbeitrag (AOD < 0). Dies ist sehr
haufig in VIS Pump-VIS Probe Messergebnissen zu sehen. Bei VIS Pump-IR Probe Messungen ist
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selten stimulierte Emission in der Schwingungsmode zu sehen, da die elektrische Anregungen
meisten sehr schnell (innerhalb von wenigen 10 fs) in den Schwingungsgrundzustand bzw. eine
nicht- invertierte Verteilung relaxiert.

Die gemessenen Absorptionsanderungen werden in Form einer Matrix gespeichert. Als Beispiel zeigt Abb.
3.4 die isotropen Messergebnissen ((2-Iparatlsenk)/3) der Phytochrom Cph1A2 Messung: Die X-Achse stellt
die Frequenz dar, die Y-Achse den Zeitverlauf und Z-Achse die Absorptionsédnderung. Zur Analyse der
Daten werden die Spektren bei ausgewéhlten Verzégerungszeiten oder der zeitlichen Verlauf des Signals
(Transienten) bei ausgewahlten Wellenlangen dargestellt.

3.2.2 Zeitkonstanten und Simulation des Spektrums

“Global fit” der Transienten

Nach der Anregung in einen elektronisch angeregten Zustand relaxiert die Probe typischerweise in
den Grund- oder Produktzustand auf einer ps- bis ns-Zeitskala. Die Besetzung des angeregten
Zustands andert sich im Zeitverlauf, es &ndert sich zudem auch die Signalstarke. Die Lebensdauer
des angeregten Zustands soll nun aus den Messdaten bestimmt werden. Wenn man davon ausgehen
kann, dass sich die Form der Spektren A(4, t) nur wenig oder gar nicht mit der Zeit t andert, kann
folgende Funktion gewéhlt werden, um die Daten zu fitten:

t

t
Y=Yo+XrA;(A)-e n+. . +A (L) e ™ (3.11)

wobei t die Zerfallszeit und An (X) die zur Zerfallszeit t,, assoziierte spektrale Amplitude ist. Sie
wird auch als Zerfallsassoziiertes Spektrum (decay associated spectra, DAS) bezeichnet. DAS stellt
die spektrale Komponente dar und kann generell nicht direkt den einzelnen Spezies zugeordnet
werden. Die Anzahl n der vorhandenen Zerfallskomponenten ist im Allgemein unbekannt, und l&sst
sich nicht direkt aus experimentelle Daten bestimmen. Diese wurde durch ausprobieren ermittelt.
Fehlende Zeitkonstanten werden mit den “Regular residuals“ aus den Fitergebnissen sichtbar. Eine
Analyse des Rauscheinflusses und eine alternative Methode zum Abschédtzen der notigen
Komponenten, basierend auf der Ableitung des Signals nach der logarithmierten Zeit und ist in [85]
gegeben.

Um den Zeitpunkt t=0 treten nichtlineare Effekte auf, die durch den Pump-Strahl verursacht werden
und schnell abklingen (siehe Kap 2.1.2). Daher werden zur Bestimmung der Zerfallszeiten z, und
fiir alle weiteren Fits der Transienten erst Signale ab t= 400 fs genutzt.
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Simulation des Spektrums

Die gemessenen transienten Absorptionsanderungen sind IR-Spektren, die durch Ubergang von
Absorptionsbanden des elektronischen Grundzustands (Bleichbande) und Absorptionsbanden des
elektronisch angeregten Zustands (ESA) entstehen. In manchen Fallen kommen dazu auch neue
Absorptionsbanden von Produkten. Wegen der Uberlagerung konnen Anzahl, Lage und
Halbwertsbreite im untersuchten Spektralbereich nicht direkt aus dem Messergebnis abgelesen
werden. Das erschwert die Auswertung sehr. Mit Hilfe des stationaren IR-Absorptionsspektrums
kann man die Schwingungsbanden im elektronischen Grundzustand bestimmen. Danach werden
die Schwingungsbanden im elektronisch angeregten Zustand durch Vergleichung des stationdren
IR-Absorptionsspektrums mit den aus den Experimenten gewonnenen DAS Spektren bestimmt.
Alle Informationen der Schwingungsbanden sowie Position, Breite und Flache werden durch eine
Simulation ermittelt.

Der erste Schritt der spektralen Trennung ist der Hintergrundabzug (die Untergrundkorrektur der
Spektren). Der Untergrund beinhaltet keine Informationen Uber das elektronische
Ubergansdipolmoment der zu untersuchenden Probe und kann den Fit nachteilig beeinflussen.
Deshalb muss er zuerst subtrahiert werden. In dieser Arbeit wird der Mittelwert der
Absorptionsanderung zwischen -30 ps bis -15 ps als Untergrund des Experiments genommen und
von der Absorptionsdnderungen zu jeder Delayzeit nach t=0 abgezogen. Als Ursache des
Untergrundes sind verschiedene absolute Empfindlichkeiten der einzelnen Detektorelemente zu
nennen.

Zur ldentifizierung der einzelnen Beitrdge zum gemessenen Spektrum werden die Parameter der
Schwingungsbanden im elektronischen Grundzustand mit Hilfe des stationdren IR
Absorptionsspektrums bestimmt. Weil die Absorptionsbande eine nattrliche Linienbreite besitzt,
werden Lorentz-Profile

24; wi

y(x) =yo + Xiy (3.12)

T (x—xc)?+w;?

zur Simulation benutzt, wobei A; der Flacheninhalt des Lorentz-Profils mit der Hohe Hi = 2Avw;,
der Halbwertsbreite wi und der zentralen Lage x.i der Bande ist. Die Lorentz Simulation wird mit
Origin durchgefuhrt. Ein Beispiel ist in Abb. 3.5 a) gegeben. Dort ist das IR-Absorptionsspektrum
von Al-Corrole im Bereich von 1460 cm™ — 1550 cm™ (schwarze Punkte) dargestellt und die
simulierten kumulativen Peaks (rote Linie) stimmen gut mit dem gemessenen Spektrum Uberein.
Funf Lorentz-Profile (griine Linien) entsprechen 5 Schwingungsbanden des Al-Corrols im
elektronischen Grundzustand. Die Bande bei 1520 cm™ liegt im untersuchten Bereich des Pump-
Probe Experimentes (1500 cm? — 1540 cm™), ihre Parameter werden fiir die spektrale
Identifizierung benutzt.
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Abbildung 3.5 Simulation von Spektren von Al(tpfc)(py). Corrole mit zwei Pyridinen als Ligand: a)
Lorentz-Fit des IR-Absorptionsspektrums im Bereich von 1460 cm?®-1550 cm™, b) Lorentz-Fit des
zerfallsassoziierten Pump-Probe Spektrums und das skalierte IR-Absorptionsspektrum.
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Als Resultat aus dem letzten Schritt ist die Anzahl, Position und Halbwertsbreite der Bleichbanden
im zerfallsassoziierten Spektrums schon bekannt. Im Anschluss werden die Schwingungsbanden
im elektronisch angeregten Zustand, die mit der Bleichbande tberlagert sind, durch Lorentz-
Simulation bestimmt. Das zerfallsassoziierte Spektrum wird ebenso wie das stationdre IR-
Absorptionsspektrum mit Origin gefittet. Dabei werden die schon ausgewerteten Parameter der
Bleichbande festgehalten, die Parameter der Absorptionsbanden des elektronisch angeregten
Zustands durch den Fit-Prozess bestimmt.

Abb. 3.5 b) zeigt eine Simulation des zerfallsassoziierten Spektrums von Al(tpfc)(py)2 Corrol. Das
Spektrum lasst sich mit einer Uberlagerung von zwei Lorentz-Profilen anpassen. Die
resultierenden Peaks entsprechen der abgetasteten Schwingungsbande, dazu entspricht die griine
Kurve der Absorptionsbande im elektronisch angeregten Zustand, die blau Kurve der
Absorptionsbande im elektronischen Grundzustand. Die Fehler der Lagen und Halbwertsbreiten
der Schwingungsbanden werden durch Exhaustive Search Analyse (siehe unten) ermittelt.

3.3 Winkelberechnung der Ubergangsdipolmomente

3.3.1 Experimentelle Berechnungen

Photoselektion

In unseren Experimenten sind sowohl der Pump- als auch der Probe-Puls linear polarisiert. Eine
isotrope Verteilung der in geldster Form vorliegenden Molekile wird angenommen. Die Molekiile
werden bevorzugt angeregt, wenn deren elektronisches Ubergansdipolmoment i, parallel zur
Polarisation des anregenden Lichtes (Vektor des elektrischen Feldes) ist. Wenn 8  der Winkel
zwischen dem elektronischen Ubergangsdipolmoment /i, und dem anregenden elektrischen Feld

E ist, dann ist die Wahrscheinlichkeit einer Anregung F,,, 4 proportional zu cos?(6 ).
Pang(0 ) (i1 " E)? o cos*(6 ) (3.13)

Diese Selektion von Molekilen heifdt Photoselektion [83] [86] [87] [88]. Sie fuhrt zu einer
Anregung von Molekiilen die vorzugsweise entlang der Pumppulspolarisation ausgerichtet sind.
Diese Verteilung ist in Abb. 3.6 dargestellt.
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Excitation T

Abbildung 3.6 Photoselektion: Ausgehend von einer isotropen Probe regt ein linear polarisierter Pump-Puls
entlang der z-Achse Molekille an. Wie dargestellt hangt die V\erteilung der angeregten
Ubergangsdipolmomente fiir ein Molekiilensemble vom Winkel 6 zur z-Achse ab. Sind die Absorption- und
die Emissiontbergangsdipolmomente kollinear, so entspricht die dargestellte angeregte Verteilung auch der
Verteilung der fluoreszierenden Molekile.[83] Die Lange der Vektoren zur Oberflache (schwarze Pfeile)
entsprechen der Intensitatsverteilung der angeregten Molekiile.

Da nur ein elektronisches Ubergangsdipolmoment durch die Photoselektion festgelegt wird, ist
auch nur eine Achse (z-Achse), die parallel zu Polarisationsrichtung des Laserpulses verlauft, fest
vorgegeben. Die angeregten Molekdile in einem isotropen verteilten Losungsmittel besitzen von
sich aus eine rotationssymmetrische Verteilung. Die Lage der ausgewahlten elektronischen
Ubergangsdipolmomente pe der angeregten Molekiile ist nicht bekannt und kann sich tiberall auf
einer Kegelflaiche um die z-Achse mit einem Offnungswinkel 6 befinden. Somit bilden die
elektronischen Ubergangsdipolmomente der angeregten rotierenden Molekiile eine hantelférmige
Verteilung, wie in Abb. 3.6 gezeigt. Werden nach Photoselektion Schwingungsiibergange
abgetastet, dann kann wie in Abb. 3.7 dargestellt der relative Winkel zwischen dem elektronischen
Ubergangsdipolmoment e und verschiedenen Schwingungsiibergangsdipolmomenten pin
gemessen werden. Da die Ubergangsdipolmomente fest mit der Molekiilstruktur verkniipft sind,
bleiben die Winkel bei gleicher Konformation immer konstant.
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Abbildung 3.7 Photoselektion: Die zu untersuchenden Molekiile werden von einem vertikal polarisierten
Pump-Puls (blauer Pfeil) angeregt. Die Verteilung der angeregten elektronischen Ubergangsdipolmomente
ist in Abb. 3.6 dargestellt. Fiir jedes einzelne angeregte elektronische Ubergangsdipolmoment kann der
Winkel zu Schwingungstibergangsdipolmomenten bestimmt werden. Die Wahrscheinlichkeit der Anregung
voN v ist proportional zu cos?(68,). Die Lage eines IR angeregten Schwingungstibergangsdipolmomentes
win (roter Pfeil) kann sich Gberall auf einer Kegelflache mit dem Offnungswinkel 8, befinden. Die Lage
einer weiteren Schwingungsmode mit Schwingungsibergangsdipolmoment uwin (griner Pfeil) der
angeregten Molekiile kann sich tberall auf einer Kegelflache mit dem Offnungswinkel 8,befinden. Die
Probe wird zeitversetzt mit vertikal und horizontal polarisierten Probe-Pulsen (gelber Pfeil) abgefragt und
die relativen Winkel 6;und 6, bestimmt. Dieser Winkel bleibt konstant, selbst wenn die
Photoselektionsverteilung zerféllt.

Wahrend der Messung werden zwei Abfragestrahlen (Probestrahlen) verwendet: Einer mit
paralleler  Polarisationsrichtung 1 zum Pump-Strahl, und einer mit senkrechter
Polarisationsrichtung I zum Pump-Strahl. Hierbei definiert man die Anisotropie r durch:

(3.14)
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wobei I und I, die Absorptionsanderungen in AOD der Abfragestrahlen sind, die durch
Experimente aus den gemessenen Probe-Intensitaten bestimmt werden. Sie betrdgt fur ein
Ensemble angeregter Molekiile daher im Mittel

_ cosf;2—sin26;sm?p

- cos; % +2s1n20; s (3'15)
Auf Grund der axialen Symmetrie ist
—— fznsin2 ¢pde 1
24 —Jo " VEY_ 2
sin?g¢ T S (3.16)
Undesistl, = I, =1,
Dies fuhrt zu
r(t) = %(3005291(1:) —1) =P,(0) (3.17)
wobei P2 das zweite Legendre-Polynom ist. In einem isotropen Medium gilt
r(t) = P,(t) = P,(0)e~%Prt = r(0)e~60rt (3.18)
Wobei der  Rotationsdiffusionskoeffizient D, = k—T3 =2 mit der
8TR>Y 6V 6T¢
Rotationskorrelationszeit Tc = V#/ KT verknupft ist, so dass sich
r(t) = r(0)e T (3.19)

ergibt. [89] [90] Das heift, dass die Verteilung der elektronischen Ubergangsdipolmomente mit der
Zeit zerfallen und sich eine isotrope Verteilung ausprégt. Diese Reorientierung ist dabei temperatur-
und viskositatsabhangig.

In Gleichung 3.13 wurde gezeigt, dass die Anisotropie vom Mittelwert cos?6 abhéngig ist. Flr
ein einzelnes Molekiil, deren elektronisches Ubergangsdipolmoment parallel zu z-Achse ist, ist der
Winkel & =0 und es ist cos?0 =1 und r = 1. Allerdings ist es durch Photoselektion nicht
maoglich ein perfekt orientiertes Ensemble mit & = 0 zu erhalten. Deshalb ist die Anisotropie
angeregter Molekile r immer kleiner als 1. Fiir ein isotrop verteiltes Ensemble (I, = I, = I,) ist
der Mittelwert des Winkels 8 = 54,7° (magische Winkel), es folgt r=0.

Wenn die Absorptions- und die Emissionsibergangsdipolmomente kollinear sind, ist das
Ubergangsdipolmoment eines Molekiil mit einem Winkel 8, zur z-Achse gegeben (Abb. 3.6). Die
Zahl der angeregten Molekille ist proportional zur Oberflache der Kugel cos?(8,)- sin 8, dé.

Deshalb gilt
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———— _ Jy cos?(61)-cos?(6;)- sin6,d6
cos<0, = ,T -
Jo cos%(61)-sin6,d6

=3/5 (3.20)

und rmax = 0,4. Wenn die Absorption und die Emission eines isotropen verteilten Ensembles bzw.
vom gleichen Ubergangsdipolmoment erfolgt, ergibt sich in der Regel zum Zeitpunkt t =0 direkt
nach Anregung die Grenz-Anisotropie rmax=0,4 [83].

In unserem Fall wird der Winkel zwischen ji,; und fi,;, gemessen. Dieser ist konstant fiir ein
Molekdl mit fester Geometrie, das nicht isomerisiert. Der Winkel ist durch 62 gegeben (Abb. 3.7).
Zuvor haben wir gezeigt, dass die Anisotropie abnimmt. Fir den Fall, dass das
Schwingungstbergangsdipolmoments fi,,;;, nicht parallel, sondern einen Winkel 02 zu fi,; bildet,
dann befinden sich fi,;;, auf einem Konus um die elektronischen Ubergangsdipolmomente i,; mit
dem Winkel 6, (Abb. 3.7). Die Anisotropie ergibt sich dann aus der Grenz-Anisotropie rmax = 0,4
und der Isotropie der achsialsymmetrischen Ausgangsverteilung r1 = P2(62). Sie berechnet sich
gemaR:

r(t=0)=tpg ¥ = %PZ(HZ) = %(3005292 -1). (3.21)

Aus r(t=0) kann direkt 6, bestimmt werden. Eine alternative Darstellung ist mit dem dichroitischen
Verhaltnis maoglich. Das dichroitische Verhéltnis ist definiert als:

D=_. (3.22)
1
Aus 3.13 ergibt sich
1+2r
D=-—— (3.23)

Der Winkel zwischen dem elektronischen Ubergangsdipolmoment ji,; und dem
Schwingungstibergangsdipolmoment ,,;;, ist dann

2p,(0
= Hg—Z(Z) (3.24)
1-5P2(82)
2, _ 2D-1
S cos®l, = —— (3.25)
2D-1
& 6, = arccos 0 (3.26)

Der Zusammenhang zwischen 6,und D ist in Abb 3.8 dargestellt.
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Abbildung 3.8 Relativer Winkel o> in Abhéngigkeit vom dichroitischen Verhéltnis D. Durch die Messung
des dichroitischen Verhéltnisses ist eine direkte Bestimmung von e2 méglich.

Bestimmung der Struktur und die Echtzeitverfolgung von Strukturédnderungen

Um strukturelle Informationen der zu untersuchenden Molekile zu erhalten, sollen die
dichroitischen Verhéltnisse D. zum oder nahe dem Zeitnullpunkt ermittelt werden, weil die
verteilten angeregten Molekile sich nach dem Zeitnullpunkt durch die Orientierungsrelaxation
reorientieren. Nur zum Zeitnullpunkt ist die Verteilung der angeregten -elektronischen
Ubergangsdipolmomente exakt bekannt. Danach findet einen Zerfall der Anisotropie mit der
Rotationskorrelationszeit statt. Flr die Untersuchung der molekularen Struktur benétigt man somit
die zerfallsassoziierten Spektren (DAS), welche aus dem globalen Fit der Transienten, oder den
PFID-Analysen (siehe Abb. 3.5) extrahiert werden. Fur kleine Molekiile wie Corrole liegt die
Rotationskorrelationszeit im Bereich von etwa 100 ps. Fir Proteine konnen
Rotationskorrelationszeiten im Bereich von Nanosekunden bis Mikrosekunden liegen, wenn das
Molekadil fest in das Protein eingebettet ist und wenig Bewegungsspielraum hat. Das ist fast immer
der Fall fir Chromophore in Photorezeptoren.

Als Beispiel ist hier ein gemessenes Corrol Spektrum in Abb. 3.9 dargestellt. Beide Spektren lassen
sich  mit einer Uberlagerung von zwei Lorentz-Profilen anpassen. Fir jedes
polarisationsaufgeldstes Spektrum erhalt man durch die Simulation ein positives und ein negatives
Signalband. Das negative Signal ist die Bleichbande bei 1522 cm™ mit einer Breite von 8 cm?,
das positive Signal bei 1515 cm™ hat eine Breite von 10 cm™ und wird dem elektronisch angeregten
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Zustand zugeordnet. Fur die Strukturbestimmung sind die Flachen A; und A unterhalb der

Lorentzkurven bei gleicher Position und Linienbreite entscheidend. Der relative Winkel zwischen

dem fi,; und fi,;;, wird wie in Gleichung 3.25 gezeigt, durch das dichroitische Winkelverhaltnis

D =419 = arccos
Al

Analyse (siehe unten) berechnet.

ZI;JT_; bestimmt. Die Fehler der Winkel werden durch eine exhaustive search

Absorptionsanderung / mOD

84 DAS
{1 @ parallele Polarisation
-104 @ senkrechte Polarisation
I 1 ' 1 ' I ' 1 ' I ! 1 ' 1 I
1504 1508 1512 1516 1520 1524 1528 1532 1536 1540

Frequenz / cm-

Abbildung 3.9 Zerfallsassoziierte Spektren (DAS) des Al(tpfc)(py). Corroles, parallel (schwarze Kreise)
und senkrecht (rote Kreise) polarisiert zu Pump Puls. Anregung bei 620 nm. Beide wurden angepasst mit 2
Lorentzprofilen (grin).

Die Rotationskorrelationszeit fiir Makromolekiile ( >30KDa ) liegt im ns bis ms Bereich. [91] Die
lichtinduzierte Isomerisierung des Chromophors in Phytochrom findet auf der Pikosekunden-
Zeitskala statt. Daher kann man die Orientierungsrelaxation bei Messungen an Phytochrom
(85KDa) ignorieren und den relativen Winkel an jedem Delayzeitpunkt (ps Bereich) berechnen. So
bekommt man die Zeitentwicklung des relativen Winkels, was einer \erfolgung der
Strukturdnderungen in Echtzeit entspricht. Ein Beispiel ist in Abb. 3.10 gegeben.
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Absorptionsdnderung / mOD

Delayzeit / ps

Abbildung 3.10 Polarisationsaufgeldste Absorptionssignale von Phytochrom Cphl in der Pfr-Form a)
Parallel (schwarze Punkte) und senkrecht (rote Kreise) polarisierte Absorptionssignale im Zentrum der
Bleichbande der v(C1s=0) Streckschwingung bei 1709 cm™; b) Parallel (schwarze Punkte) und senkrecht
(rote Kreise) polarisierte Absorptionssignale im Zentrum der ESA v(C19=0)* Streckschwingung bei 1694
cm't; Simulationen fiir parallele (schwarze Linie) und senkrechte (rote Linie) Signale. c) Anisotropie der
Bleichbande v(C19=0) (rote Kreise und Linie) und der ESA v(C19=0)* (schwarze Punkt und Linie). Die
Anisotropie des angeregten Zustandes kann durch einen monoexponentiellen Zerfall von (0,7 £ 0,3) ps
gefittet werden. [Anhang D]

In Abb. 3.10 ist die Zeitentwicklung der parallelen und senkrechten Absorptionssignale von der
Bleichbande der C19=0 Streckschwingung (Abb. 3.10 a) und von der angeregten Zustandsbande
(ESA) der Ci9=0* Streckschwingung (Abb. 3.10 b) des Phytochroms in Pfr-Form dargestellt.
Aulerdem ist fur beide Banden die zeitabhangige Anisotropie in Abb. 3.10 c) dargestellt. Im
Vergleich zu der konstant bleibenden Anisotropie das Bleichsignales (rote Kreise) zeigt die
Anisotropie der ESA (schwarze Kreise) eine monoexponentielle Abnahme mit einer Zeitkonstanten
von 0,7+0,3 ps. Die Orientierung der C19=0O Streckschwingung hat sich nach der Anregung im
angeregten Zustand innerhalb von einer ps geédndert, wobei die Orientierung der C19=0
Streckschwingung in dem Grundzustand konstant bleibt. Die relative Winkelanderung von 27° zu

43° des ﬁm-bcl"zo* Schwingungstibergangsdipolmomentes kann man als eine Kombination von
zwei unterschiedliche Prozessen erkléren: Etwa ~65% der angeregten Chromophore gehen nach
der Anregung in den Grundzustand zuriick, die Ubrigen ~35% der Chromophore vollfuhren
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wahrend der Isomerisierung eine Drehung des Ring Ds. Dabei wird im Ubergangszustand des
angeregten Chromophors ein relativer Winkel von 90° angenommen, bevor die Lumi-F
Grundzustandskonformation gebildet wird. Die Isomerisierung ist nach einer Pikosekunde
abgeschlossen. Die Strukturanderung am Ring D des PCB Chromophors in Cph1A2 Phytochrom
ist in Abb. 3.10 ¢ dargestellt. Anhand des Anisotropiesignales kann die Photoisomerisierung und
die damit einhergehende Drehung des Ring Ds in Echtzeit verfolgt werden. Damit wird erstmals
die Strukturanderung des Chromophors direkt nachgewiesen. [Anhang D]

Theoretische Berechnung

Die theoretischen Berechnungen dieser Arbeit zu Al-Corrole und Cphl Phytochrom entstanden in
Kooperation mit Angelica Zacarias und Mohamed EI-Amine Madjet. Eine auf der
Dichtefunktionaltheorie (DFT) basierenden Methode wurde verwendet [92] [93].

In ersten Schritten lassen sich mit DFT die atomare Struktur des Grundzustands und die
elektronischen Zustande berechnen bis die Geometrie mit der minimalen Potentialenergie
gefunden wird. Diese Geometrie sagt mdgliche Absorptionsspektren sowie Frequenz, Starke und
Richtung der Schwingungsmoden vorher. Die Orientierungen der abzutastenden
Schwingungsubergangsdipolmomente werden auf dieser Basis ermittelt.

Im ndchsten  Schritt wird der relative Winkel zwischen den abgetasteten
Schwingungsubergangsdipolmomenten und dem angeregten elektronischen
Ubergangsdipolmoment durch die Messungen bestimmt.

Am Ende wird das Berechnungsergebnis mit den experimentell bestimmten relativen Winkeln
zwischen den abgetasteten Schwingungsubergangsdipolmomenten und den angeregten
elektronischen Ubergangsdipolmomenten kombiniert, um die vorliegende Struktur der Molekiile
zu Uberprufen.
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3.4 Weitere analytische Methoden

3.4.1 Perturbed Free Induction Decay

Probe-Puls

FID
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Abbildung 3.11: a) Elektrisches Feld eines eingehenden Probe-Pulses (rot), und die durch den Probe-Puls
angeregte kohérente Polarisation, die Licht abstrahlt (schwarz, FID). b) Ein zeitlich nach dem Probe-Puls
eingehender Pump-Puls (blau) verindert das FID-Signal (PFID). Aufgrund der zeitlichen Anderung des

FID-Signals erhdlt das PFID-Signal eine spektrale Variation. Das PFID tritt nur bei negativer
Verzdgerungszeit (t<0) auf. [96]

Der Perturbed Free Induction Decay (PFID)) ist ein kohé&rentes Phdnomen in der Femtosekunden
Pump-Probe-Spektroskopie, das an Halbleitern [94] [95], Farbstoffen [96], Quantenpunkten [97]
oder Hamoglobin [98] gut beobachtet werden kann. Es tritt im negativen Zeitbereich auf, wenn
der Probe-Puls dem Pump-Puls vorausgeht. AulRerdem tritt der PFID nur auf, wenn die Dauer der
Probe-Pulse kirzer als die Dephasierungszeit Tgepn ist. Die Dephasierungszeit Tgepnh einer
Absorptionsbande ist proportional zur inversen Bandenbreite (FWHM) A7 [96] und es gilt:
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TTCcAD

Tdeph = (327)

Um den PFID zu erklaren, muss man den Free Induction Decay (FID) zuerst erklaren. Wie in Abb.
3.11 a) gezeigt, wird der IR-Probe-Puls von der Probe absorbiert, und erzeugt eine kohérente
Polarisation in der Probe, welche anschliefend mit ihrer eigenen Dephasierungszeit T, zerféllt.
Diese kohé&rente Polarisation strahlt Licht E(t) in der gleichen Richtung wie der Probe-Puls ab und
wird daher vom Detektor mit aufgenommen. Diese Strahlung nennt man den Free Induction Decay
(FID). Wenn der Pump-Puls die Probe zeitlich nach dem Probe-Puls erreicht (t<0), wird die
Gesamtintensitdt des aufgenommen Probe-Pulses nicht gedndert. Aber der FID kann davon
beeinflusst werden, da sich durch die elektronische Anregung die Resonanzenergie,
Oszillatorstdrke und/oder Dephasierungszeit der Probe &ndern kann. Das fihrt zu einer
Absorptionsanderung, die von dem Detektor detektiert werden kann, und die man dann PFID nennt
(Abb3.11 b). Der PFID ist nur ein gestorter FID, des vom Probe-Puls induzierten
Polarisationszerfalls. Er enthélt nur spektrale Informationen der untersuchten Molekile im
Grundzustand und angeregten Zustand, aber keine Information Uber die reale Dynamik, wie
Energierelaxationsprozesse oder die photochemische Reaktion. Die Theorie der PFID Signale in
der VIS-Pump-IR-Probe-Spektroskopie wird unter anderem in [96] und [99] vorgestellt. Es ist auch
mdoglich, die PFID Signale aus dem Datensatz mittels geeigneter Medianfilter abzutrennen [98].

Die in dem PFID enthaltenen spektralen Eigenschaften der Probe kann man durch Datenanalysen
ermitteln. Die Transienten im Zentrum der Bleichbande von Phytochrom Cphl im negativen
Zeitbereich sind als Beispiel in Abb. 3.12 dargestellt. Sie wurden monoexponentiell mit der
Zeitkonstanten Tgeph = 1620 fs simuliert. Die Fehlerbereiche der Dephasierungszeit wurden durch
ExSeAn (wie im folgenden Abschnitt erldutert) ermittelt. Der 16 Fehlerbereich fiir Tgepn reicht in
diesem Fall von 1350 fs bis 2000 fs, und der 2o Fehlerbereich reicht von 1160 fs bis 2260 fs. Die
Halbwertsbreite der Lorentz-Linien ergibt sich durch die Tgepn Uber vewnm = 1/ (e Taepn) .[100]
Das fithrt zu einem 1o Fehlerbereich von 6 cm™ bis 8 cm™ und einem 26 Fehlerbereich von 4,8
cm? bis 9,3 cm? fir die Halbwertsbreite der Schwingungsbande. Die relativen
Absorptionsanderungen Apar und Asenk der Probe zum Zeitnullpunkt (t=0) kdnnen durch diese
monoexponentielle Simulation konstruiert werden. Weiterhin kann man die Winkel zum
Zeitnullpunkt berechnen. Um eine PFID Datenanalyse zu ermdglichen, sollte die Messpunktdichte
so gewahlt werden, dass zwischen -20 ps bis -350 fs ausreichend Messpunkte fir die Simulation
entstehen.

Der Winkel zum Zeitnullpunkt kann aus dem PFID berechnet werden. Da der PFID nur im
negativen Zeitbereich auftritt, werden die Berechnung der dichroitischen Verhéltnisse bzw.
relativen Winkel der Bleichbande nicht von den durch die Anregung entstehende ESA Banden
beeinflusst. Den Winkel der Bleichbande bestimmt man durch das dichroitische Winkel-

Verhaltnis D =Ili, hier entsprechen I, und I, den zerfallsassoziierten PFID Signalen am
L

Zeitnullpunkt, der Index |l und | zeigt, wie die Polarisation des Probepulses zum Pump-Puls
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orientiert ist. Aus Abb. 3.12 bestimmt man den relativen Winkel der Bleichband bei 1709 cm™ von
Phytochrom Cphl zu 16" mit einem Fehlerbereich von 6°-25°. Der Fehler der Winkel ist durch
eine exhaustive search Analyse (siehe unten) ermittelt. Der theoretisch ermittelte relative Winkel
zwischen diesem angeregten pe und dem abgetasteten ip betragt 11,6°. Dieser experimentell
bestimmte relative Winkel stimmt mit der theoretisch ermittelten Orientierungen Uberein d. h. die
theoretischen Aussagen Uber die untersuchte Struktur stimmt mit den Messergebnissen uberein.

0.05 1 T T T T T T T T

] @ 9 O Q;g 2
8 0.00 I — S
e
~ -0.054
o
2 i
% -0.10 4 1o Bereich:
o T, =1350fs-2000fs
% eph
@ 015+ FWHM: 6-8 cm™
.0 ]
9 0204
o
U) 4
g 0254 o parallel

o senkrecht

0301 : : : : :
-20 15 -10 5 0

Verzdgerungszeit / ps

Abbildung 3.12 Polarisationsaufgeldstes PFID-Signal im Zentrum der Bleichbande von Phytochrom Cphl
v(C19=0) bei 1709 cm™. Transienten und Simulationen firr parallele (schwarze Kreise und Linie) und
senkrechte (rote Kreise und Linie) Abtastpuls-Polarisationen im Bezug zur Pump-Puls
Polarisationsrichtung. Der Bereich der System Response wird im Fit nicht berticksichtigt und ist nicht
gezeigt.

3.4.2 Exhaustive Search Analyse

Die Exhaustive Search Analyse (ExSeAn) ist eine Analysemethode, welche die Fischer-Verteilung
verwendet (F-Test), um zuverldssige Grenzen des Fehlerbereichs (z. B. 1-6 ,2-0 ,3-0) bei
mehrdimensionalen Parameterrdumen abzuschétzen. Anders als beim “unidimensional search*
werden die Abhéngigkeiten zwischen allen mdglichen Fitparametern betrachtet, z. B.
Korrelationen einzelner Parameter untereinander, oder Korrelationen zwischen zwei Parametern
unter Begrenzung alle anderer Parameter [101] [102].
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Die F-Verteilung ist eine kontinuierliche Wahrscheinlichkeitsverteilung. Sie ist auch als die Fisher-
Snedecor Verteilung bekannt [103] [104]. Sie wird h&ufig verwendet beim Vergleich von
statistischen Modellen, die zu einem Datensatz gefittet wurden, um das Modell zu identifizieren,
das am besten zu diesen Daten passt.

Wenn beim Fitten eines Datensatzes die zwei verwendeten Fit-Modelle nur eine unterschiedliche
Anzahl von frei variierbaren Fit-Parametern haben, nennt man das Modell mit mehr frei
variierbaren Fit-Parametern ein VVollmodel (Model 1), und das andere ein beschranktes Modell,
oder eingebettetes Model (Model 2). Die Fischer-Verteilung fir das Vollmodel und das
eingebettete Model, die zu demselben Datensatz gefittet werden, ergibt sich aus

RSS> —RSS]_)

Fy(m,n) = F(P, — P, D — Py) = — %5 — (3.28)

D—-P;

Wobei RSS; und RSS; die Rest-Summe der Quadrate flr die jeweiligen Fit-Modelle sind.

RSS =X, [f (xi) — yil? (3.29)

Die Summe geht von eins bis zum Index k=m, n, wobei m und n die Anzahl der Freiheitsgrade
bezeichnet, P1 und P2 sind die Anzahl der jeweils frei variierbaren Fit-Parameter der Fit-Modelle
und D ist die Anzahl der unabhéngigen Messwerte des zu untersuchten Datensatzes. Die Werte der
Vertrauensbereiche o (0 < a < 1) sind in Statistik-Biichern aufgefihrt. (z. B. [103])

[oe)

PEF > F(mm) = [ w()dy = a (3.30)

Y(y) ist die Wahrscheinlichkeitsdichte der Fischer-Verteilung F, (m,n). Ein Wert a von 67,5%
korrespondiert zum 1o Bereich, 95% zum 2o Bereich und 99% zum 3¢ Bereich.

Gleichung 3.28 zeigt die Formel, die von uns zur ExSeAn verwendet wird. Wenn man fur die
Parameter einen bestimmten Vertrauensbereich a festlegen mochte, sucht man zuerst den Wert von
F,(P, — P;,D — P,) aus. Beispielweise wenn man den Vertrauensbereich nur fiir einen Parameter
bestimmen méchte, halt man beim zweiten Fitten (eingebettetes Model) diesen Parameter fest, und
alle anderen Parameter bleiben nach wie vor frei variierbar. Dann ist P, — P; = 1 (Wenn man zwei
Parameter festhalt ist P, — P, = 2.). Danach berechnet man die Grenzwerte des RSS; fir
gewlinschte o—Werte mit:

RSS;/P,—P.
RSS, = — F;(Pzz—Pll,D—Pz) (3.31)

Py—-Pq D-P;
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Nun werden die Werte des festgehaltenen Fitparameters stufenweise geandert, bis die Grenzwerte
(max. und min), der ausgerechneten RSS> Werte erreicht sind. Dieser Vertrauensbereich liegt fast
immer unsymmetrisch zum optimalen Fit-Ergebnis, das man aus dem ersten Fit (mit dem
Vollmodel) erhalt.

Ein Ablaufschema fiir den ExSeAn-Prozess durch Origin 8.5 l&sst sich wie folgt beschreiben:

1. Alle Fit-Parameter von Origin werden mit einem passenden Fit-Modell bis zum Erreichen des
minimalen reduzierten Chi-Quadrat-Werte-Ergebnisses ¥’m (RCS) gefittet.

Das reduzierte Chi-Quadrat y?m mit einem Fit-Model Y= f(x) ist dabei gegeben als

n ) 12
)(7%,1 — lelwl[f(xl) yil , (332)

m

wobei m die Freiheitsgrade darstellt. Fir einen Datensatz mit D Datenpunkten und einem Fit-
Model mit P variierbaren Fit-Parametern, ist m gegeben als m= D-P. Wenn wi=1 (no weight
Fitting) ist, ergibt dies

M* %%n=RSS . (3.33)

2. Man halt die zu untersuchenden Parameter fest und benutzt die Fisher-Verteilung, um die neue
freiheitsgradreduzierte Chi-Quadrat-Minimierung y2 (n<m) zu erreichen. Die reduzierte
Anzahl der Freiheitsgrade ist n, bei einem oder mehreren festgehaltenen Fit-Parametern.

3. Der festgehaltene Fit-Parameter wird stufenweise gedndert (erhoht oder reduziert). Das
erhaltene RSS, oder ¥%, wird mit dem RSS: oder ¥°m, den optimalen Werten des ersten Fits,
verglichen. Dies wird solange durchgefiihrt, bis die Chi-Quadrat-Minimierung von ¥, (siehe
Formel) oder der RSS,-Wert den gewtiinschten Grenzwert (3.34) erreicht haben.

RSS/P,—P; X *(D—P1)/P2—Py

2 — — —
Xn - RSSZ/n - 1 Fa(Pz—Pl,D—Pz)/n - 1 Fgq(P2-P1,D-P3) n (3'34)
Py—-Pq D-P; Py—-Pq D-P;
2, x(D—P.
¥2 = Pz—13(1m (D—Py) /TL (3.35)
1—ﬁFa(P2—P1.D—P2)
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4. Man wiederholt Schritt 3 mit stufenweiser Anderung der Fit-Parameter in die andere Richtung,
um den anderen Grenzwert (Maximum oder Minimum) des Fit-Parameters zu ermitteln.

Auf diese Weise kann man jeden Vertrauensbereich in Abhdngigkeit der untersuchten Parameter
bestimmen, und erhdlt fur jeden Vertrauensbereich mehrdimensionale asymmetrische
Grenzflachen. In Abb.3.13 ist eine graphische Darstellung eines durch die ExSeAn bestimmten
Vertrauensbereichs zu sehen. Dabei wurde anhand eines Phytochromdatensatzes aus Publikation
(Anhang G) die Linienbreite des Peaks bei 1708 cm™ aus dem PFiD-Signal aus Abb. 3.11 zum
Zeitnullpunkt bestimmt. Es wurden die Wellenzahlen der Peakpositionen soweit verschoben, bis
der 1o Vertrauensbereich verlassen wurde. Die beiden beobachteten benachbarten
Absorptionspeaks der C19=0 Streckschwingung in Phytochrom Cphl1A2 wurden von uns zu zwei
verschiedenen Grundzustandsstreckschwingungen zugeordnet. Es sollte hier getestet werden, ob
die Peakpositionen bei 1700 cm™ und 1708 cm™ im Fit soweit verschoben werden konnen, dass
sie einander (berlagern, bzw. spektral Uberlappen. Dies kénnte gegen die Existenz von zwei
verschiedenen Spezies sprechen.

1704 S | | | | -
1703 — —
1702 — _
1701 — _

7 1o Bereich 7
1700 .

-1
Xc(cwzo)a /cm

1699 -
1698 -

1697 4

169% T T T T T T T T T
1706 1707 1708 1709 1710

Xc /cm’*

(.70

Abbildung 3.13 1o Vertrauensbereich der zwei Peak-Positionen. Der Graph zeigt nicht nur die Grenzwerte
des Fitparameters, sondern auch die Korrelation der zwei Peak-Positionen bei Variation aller anderen
Parameter.

Wie in Abb. 3.13 zu sehen ist, gibt es fir jede Wellenzahlposition der v(C19=0)* Absorptionsbande
auf der y-Achse zwei l1o-Grenzwerte der v(C19=0)® Absorptionsbande auf der x-Achse und
umgekehrt. Die v(C19=0)? Absorptionsbande liegt um 1700 cm™ mit einem 1 ¢ Vertrauensbereich
zwischen 1696 cm™ und 1704 cm™, und die v(C1o=0)" Absorptionsbande liegt um 1708 cm™ mit

61



einem lo Vertrauensbereich zwischen 1706 cm™ und 1710 cm™. Jeder Punkt in Abb. 3.13
(schwarze Quadrate) stellt einen berechneten Grenzwert des Vertrauensbereichs dar. Innerhalb
dieser ,,Grenzlinie” liegen im 1o-Bereich beide Absorptionsbanden. Sie haben unterschiedliche
Wellenzahlen, was die Existenz von zwei verschiedenen Absorptionsbanden unterstreicht. Mit
dieser von uns verwendeten Methode kdnnen zuverldssige Fehlerbereiche von Datensétzen
angegeben werden, die die Asymmetrie und mehrdimensionale Abhé&ngigkeit der Parameter
untereinander bertcksichtigt.
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Kapitel 4

Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Doktorarbeit habe ich die Winkel balancierte polarisationsaufgeldste Femtosekunden VIS
Pump - IR Probe-Spektroskopie (bal-Pol-fs-PPS), selbst realisiert, charakterisiert und je nach
Bedarf des Experimentes umgebaut. Diese neue Methode stellt eine alternative Methode zur
traditionellen zeitaufgeldsten IR Spektroskopie dar, die eine Echtzeitverfolgung von strukturellen
Anderungen in Molekiilen ermdglicht. Ich konnte mit dieser Methode erstmals die
Orientierungsanderung des Phytochromchromophors in Echzeit verfolgen und somit den zeitlichen
Ablauf der Photoisomerisierungen der Pfr—Pr und der Pr—Pfr Reaktion exakt bestimmen. Der
Aufbau und seine Parameter wurden in Kapitel 2 beschrieben. Mit diesem Aufbau habe ich im
Rahmen meiner Doktorarbeit zwei verschiedene Systeme, Phytochrome und Corrole, untersucht.
Die Messdaten wurden mit der in Kapitel 3 beschreibenden Methode ausgewertet. Im Folgenden
werden die Ergebnisse meiner Messungen an den beiden Systemen kurz zusammengefasst.

4.1 Phytochrom Cph1A2

Zeitaufgeltste IR-Messungen an Phytochromen wurden bis jetzt kaum durchgefuhrt, da die IR-
Signalstarken im Vergleich zu anderen Photorezeptoren, wie bR oder PYP deutlich kleiner sind.
In dieser Arbeit wurden neben Messungen an Agpl Phytochrom hauptsédchlich Messungen an
Cph1A2 Phytochrom durchgefiihrt. Die photoinduzierte Dynamik der beiden Primarreaktionen von
Phytochrom CphlA2 sind charakterisiert worden. Die Konformationsanderungen der PCB
Chromophore im angeregten Zustand wurden erfolgreich in Echtzeit verfolgt und charakterisiert.

Die Pr—Pfr Photoisomerisierung in pflanzlichen Phytochromen und Cphl wurde mit
ultraschnellen sichtbaren und Raman Methoden untersucht. Es wurden stets zwei Zeitkonstanten
um 3 ps und 30 ps beobachtet. Obwohl keine zwingenden Hinweise fiir eine Photoisomerisierung
mit 3 ps vorlagen, wurde berwiegend die schnelle Zeitkonstante mit der Photoisomerisierung
verknUpft. [13] Die von mir gemessenen Schwingungsdynamiken der Pr—Pfr Reaktion konnen
sehr gut mit zwei exponentiellen Zerfallen beschrieben werden. Die Zeitkonstanten habe ich zu
(4,7£1,4) ps und (30+5) ps ermittelt, die mit den veréffentlichten Werten gut Gibereinstimmen. Die
Vertrauensbereiche wurden durch ExSeAn bestimmt. Im Gegensatz zu den Methoden die von
anderen Arbeitsgruppen weltweit eingesetzt werden, ermdglicht die von mir verwendete Methode
die Verfolgung von Orientierungsanderungen von Molekulgruppen. Wahrend der
Photoisomerisierung um die C14=Cis Bindung im elektronisch angeregten Zustand, wird
angenommen, dass sich der Ring D dreht. Da der PCB Chromophor am Ring D eine
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Carbonylgruppe (C19=0) besitzt, kann die Orientierung wahrend der Photoisomerisierung anhand
dieser v(C19=0)" Streckschwingung im elektronisch angeregten Zustand verfolgt werden. Das
Schwingungsubergangsdipolmoment von Carbonylgruppen ist in guter N&dherung parallel zur C=0
Doppelbindung. Nachdem die v(C19=0)* Streckschwingung in den Daten identifiziert wurde,
konnte ich die Drehung des Ring Ds anhand der Anisotropiedaten verfolgen. Die zeitaufgeldsten
Anisotropiedaten der v(C19=0)* Streckschwingung bestatigten die Orientierungsanderung des
Ring D nach Photoanregung. Ich konnte erstmals eindeutig zeigen, dass die Isomerisierung mit der
langen Zeitkonstante von 30 ps stattfindet. Die Zeitkonstante um 3 ps konnte nicht mit
Orientierungsanderungen verkniipft werden. Aus meinen Daten konnte ich die relativen Winkel
zwischen den Schwingungsiibergangsdipolmomenten pic =, He,=0r Heyo=os: l”mi‘Ruclgzo, und
dem elektronischen Ubergangsdipolmoment pvib ( SO—S1 ) bestimmen. Die Kombination der
experimentellen Daten mit DFT-Berechnungen bestatigen die ZZZssa Geometrie des PCB
Chromophors im Pr Grundzustand und die ZZEssa Geometrie im Lumi-R Grundzustand. Der
Zerfall des Anisotropiesignals mit 30 ps wurde von uns durch eine 900 Drehung des Rings D im
elektronisch angeregten Zustand mit anschlieBender Reaktion zu Lumi-R oder in den Pr-
Grundzustand erklart. Dabei tragt nur etwa ein Drittel der angeregten Chromophore zur Drehung
des Chromophors bei und etwa die Hélfte davon erreicht den Produktzustand Lumi-R. Das
entspricht der von mir Dbestimmten Gesamtquantenausbeute von etwa 16% fir die
Photoproduktbildung und stimmt mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen gut Gberein.

Ich habe in meinen Messungen eine hohe spektrale Auflésung von 1,5 cm™ verwendet, die es
erlaubte spektrale Signaturen genau zu untersuchen. Aus diesen Untersuchungen, die zudem noch
polarisationsaufgeldst durchgefuhrt wurden, konnte ich deutliche Hinweise fiir eine strukturelle
Heterogenitit der Pr-Form im Grundzustand gewinnen. Zwei PCB Geometrien PCB? und PCBP
des Chromophors mit unterschiedlichen Ring-D-Orientierungen wurden anhand von zwei
separierbaren v(C1o=0% und der v(C19=0P) Absorptionshanden identifiziert. Die spektrale Lage
dieser beiden Banden unterscheidet sich um 7 cm™. Durch ExSeAn und PFID bestatigt sich, dass
die 7 cm™ Frequenzdifferenz reproduzierbar ist und nicht durch eine Uberlagerung von Signalen
entsteht. Die relativen Winkel zwischen den Schwingungsubergangsdipolmomente . . —oa,
e, o=ob und dem elektronischen Ubergangsdipolmoment i, sind jeweils ~29° und ~16°.

Zusétzlich zeigt sich in den Daten der Transienten, ein deutlich unterschiedliches Zeitverhalten
fur die v(C10=0% und die v(C19=0P) Bleichbande. Ich konnte zeigen, dass Phytochrome mit der
Chromophorkonformation PCB? eine Quantenausbeute von 29% haben, die zehnmal héher ist als
die Quantenausbeute von PCBP mit ~3 %. Die Pr-Grundzustandsheterogenitét passt gut zu der
NMR-Studie von Song. [16] Durch Kombination der experimentellen Daten, DFT Berechnung und
NMR-Studie lasst sich die Heterogenitét erklaren. Die Carbonylgruppe am Ring D mit der PCB?
Konformation ist lber eine Wasserstoffbriickenbindung mit His 290 verbunden. Die PCBP
Konformation weist eine Ring D Orientierung auf, die auf der anderen Seite der Molekilebene
liegt und keine Wasserstoffbriickenbindung eingehen kann. Dies ist die inaktive Form mit
verschwindender Quantenausbeute fur die Produktbildung. Durch die Wasserstoffbriickenbindung
wird PCB? leicht vorgebogen. Diese Torsion flihrt im elektronisch angeregten Zustand zu einer
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hoheren potentiellen Energie und ermdglicht eine Drehung des Ring Ds an dem Histidin vorbei.
Die Wasserstoffbriickenbindung wird mit der elektronischen Anregung gebrochen. Zwei
Veroffentlichungen der Messergebnisse iiber die Pr—Pfr Hinreaktion befinden sich im Anhang B

und C [105, 106].

Die Riickreaktion Pfr—Pr wurde bis jetzt seltener untersucht als die Hinreaktion. Sie wurde mit
zwei Zeitkonstanten um 0.5 ps und 3 ps charakterisiert, wobei eine eindeutige Zuordnung zur
Isomerisierung bis jetzt nicht moglich war. Phytochrom bietet die einmalige Gelegenheit zwei
verschiedene ultraschnelle Photoreaktionen desselben Chromophors in demselben Protein zu
untersuchen. Meine Messungen an CphlA2 Phytochrom in der Pfr-Form ergaben eine bi-
exponentielle Photoreaktion mit den Zeitkonstanten von t1= (0,7 £ 0,5) ps und 72 = (5,3 £ 0,3) ps,
wobei die Fehlerbereiche durch ExSeAn bestimmt wurden. Meine polarisationsaufgeldsten
Messungen zeigen sehr deutlich, dass ein Anisotropiezerfall der v (C19=0)* Streckschwingung
des Ring Ds im elektronisch angeregten Zustand mit 0,7 ps erfolgt. Dadurch kann ich die schnelle
Zeitkonstante von 0,7 ps dem Isomerisierungsprozess zuordnen. Auch fiir diese Photoreaktion war
eine Verfolgung der Chromophorrotation in Echtzeit moglich. Die Photoreaktion im elektronisch
angeregten Zustand zeigt zwei Populationen. Eine Population von etwa 65% fuhrt keine
Photoisomerisierung durch und weist eine Lebensdauer von etwa 5 ps auf. Die andere Population
von etwa 35% vollfiihrt eine Drehung des Ring D bis zum transition state mit einer Drehung von
90°. Wir gehen davon aus, dass an diesem Punkt der Ubergang in den Produktzustand Lumi-F mit
(17£7)% und in den Pfr-Grundzustand Uber einen conical intersection erfolgt. Eine
Veroffentlichung der Ergebnisse tiber diesen Teil des Messergebnisses liegt im Anhang D [107] .

Die Heterogenitdt im elektronisch angeregten Zustand konnte durch eine Heterogenitat im
elektronischen Grundzustand induziert sein. Weitere noch unverdffentlichte Ergebnisse legen
diesen Schluss und den Einfluss von Wasserstoffbriickenbindungen im Pfr-Grundzustand auf
diesen Prozess nahe. Durch unsere winkelaufgeldste Abtastung der Carbonylstreckschwingungen
am Ring A (C1=0, C;=0") und D (C19=0, C15=0", "™"FC19=0) konnte die ZZEssa Konformation
des PCB Chromophors in der Pfr-Form bestétigt und das erste Photoprodukts Lumi-F identifiziert
werden. Mit der verwendeten hohen spektralen Auflésung von 1,5 cm™ konnte ich eine strukturelle
Heterogenitat des Phytochroms im Pfr-Grundzustand nachweisen. Es treten zwei v(C19=0)
Absorptionsbanden auf, die durch 8 cm? Frequenzdifferenz voneinander getrennt sind.
Untersuchungen ergaben unterschiedliche Dynamiken der beiden Absorptionsbanden, aber &hnlich
groRe Quantenausbeuten. Die Schwingungsibergangsdipolmoment-Orientierungen der beiden
Banden wiesen &dhnliche, aber dennoch unterschiedliche Winkel relativ zum elektronischen
Ubergangsdipolmoment auf. Dieses Verhalten wurde durch ExSeAn und PFID nachgewiesen. Eine
weitere Veroffentlichung ber die strukturelle Heterogenitét ist derzeit in Bearbeitung. [Anhang F]

Fur eine weitere Analyse der Wechselwirkungen zwischen dem Protein und dem Chromophor ist
geplant, die hier vorgestellten Pr- und Pfr- Daten mit zukiinftigen Untersuchungen an
unterschiedlichen Mutanten des Phytochroms zu vergleichen.
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4.2 Corrole

Die Corrole stellen eine interessante und neue Klasse von Molekdilen, ahnlich zu Porphyrinen dar.
Im Gegensatz zu Porphyrinen koénnen sie durch ihren flexibleren Makrozyklus mehr
unterschiedliche Metallionen mit hoheren Oxidationsstufen binden als Porphyrine. Dadurch
ermoglichen Corrole neue chemische und katalytische Verfahren. Ihr Einsatz in der Chemie wachst
bestandig, allerdings sind photophysikalische Eigenschaften erst in Ansétzen charakterisiert. Zur
Bestimmung der Photoreaktion von Corrolen habe ich eine Vielzahl von Experimenten an Corrolen
mit unterschiedlichen Anregungswellenldngen im Bereich der Soret und Q-Banden durchgefuhrt.
Dazu wurde Aluminium Corrol bei 400 nm, 450 nm, 580 nm und 620 nm, und bromiertes
Aluminium Corrol bei 400 nm, 450 nm, 590 nm und 640 nm angeregt. Beide Proben wurden im
selben Bereich zwischen 1470 cm™ und 1540 cm™, wo die C=C Streckschwingung des Al-Corroles
absorbiert, abgetastet. Eine Gesamtiibersicht der elektronischen Ubergange der Q-bande fir
Aluminium Corrol wurde erstellt. Hinweise auf einen Triplett-Ubergang fiir das bromierte und
unbromierte Al-Corrole wurden gefunden. [Anhang G]

Ich konnte die So—S1 und So—S, Ubergange in der Q-Bande der Absorptionsspektren fiir das
hexakoordinierte Al(tpfc)(py)2 und BrsAl(tpfc)(py): eindeutig zuordnen. Die Aufspaltung des Q-
Bands und die Winkel zwischen einem Schwingungsubergangsdipolmoment (VTDM) und dem
elektronischen  Ubergangsdipolmoment (TDM) wurden mit (53%2)° und (34+2)° fir
hexakoordiniertes Al(tpfc)(py). bei Anregung mit 580 nm und 620 nm bestimmt. Fir
hexakoordiniertes BrsAl(tpfc)(py)2 wurden Winkel von (51+2)° und (43+2)° bei Anregung bei 590
nm und 640 nm gemessen. Die relativen Winkel zwischen den beiden niedrigsten elektronischen
Ubergangsdipolmomenten (TDM)  sind (90 #8)° und (94 #3)° fir Al(tpfc)(py). und
BrsAl(tpfc)(py).. Eine Verdffentlichung der Ergebnisse befindet sich im Anhang D [108].

Untersuchungen der zeitaufgeldsten Schwingungsdynamik zeigen eine positive Bande um 1500
cm, die man sowohl bei Anregung im Q-Band als auch im Soret-Band sieht. Diese Bande zeigt
sehr wahrsscheinlich Triplett-Bildung, da die Bleichbanden wahrend des Anstiegs der neuen Bande
erhalten bleiben. Diese Ergebnisse werden auch durch eine Arbeit an bromierten Aluminium
Corrolen unterstitzt. [31] Die Photodynamik des Aluminium Corroles wird in einer weiteren
Veroffentlichung beschrieben. In dieser Arbeit wird die elektronische Dynamik mit der
Schwingungsdynamik verbunden, um ein umfassendes Bild der Photoreaktion und Triplettbildung
darzustellen. [Anhang G]

Die weitergehenden Messungen werden sich auf neue Corrolesysteme und Corrole-Elektronen-
Transfersysteme konzentrieren. Denkbar ware ein Donor-Akzeptor-System, das den Rucktransfer
des Elektrons verhindert. Die Steuerung dieses Prozesses konnte durch Veranderung der
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Anregungspulsform eingestellt werden. Ein Einsatz in der photodynamischen Therapie ist ebenso
denkbar fiir Corrole mit hoher Singulett-Sauerstoffausbeute. Um die wichtigsten Ergebnisse und
Schlussfolgerungen zusammenzustellen, werden schlieBlich acht Veroffentlichungen angehéangt.
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Photoisomerization of a protein bound chromophore is the basis of light sensing of
many photoreceptors. We tracked Z-to-E photoisomerization of Cphl phytochrome
chromophore PCB in the Pr form in real-time. Two different phycocyanobilin (PCB)
ground state geometries with different ring D orientations have been identified. The
pre-twisted and hydrogen bonded PCB" geometry exhibits a time constant of 30 ps
and a quantum yield of photoproduct formation of 29%, about six times slower and
ten times higher than that for the non-hydrogen bonded PCBY geometry. This new
mechanism of pre-twisting the chromophore by protein-cofactor interaction
optimizes yields of slow photoreactions and provides a scaffold for photoreceptor
engineering. © 2014 Author(s). All article content, except where otherwise noted, is
licensed under a Creative Commons Antribution 3.0 Unported License.
[http://dx.doi.org/10.1063/1.4865233]

The photochemical event that initiates light detection in vision, triggering ion transport
through membranes and negative phototaxis, Is a cis-to-trans or trans-to-cis isomerization of the
chromophore, which is part of a photoreceptor. The process is known to occur very quickly
with time constant typically between 200 fs and 3 ps for rthodopsin and photoactive yellow pro-
tein, respectively. This very fast process is accompanied with a high photoreaction quantum
vield typically above 40%, because alternative reaction pathways with slower time constants
have a lower probability to occur. Photoisomerization dynamics observed for the photoreceptor
phytochrome in its Pr form show longer time constants and a low quantum yield of about 12%,
suggesting poor optimization by nature.

Phytochlromes1 are a family of dimeric chromoproteins that absorb light by means of a
bound bilin (or linear tetrapyrrole) chromophore, and regulate numerous photoresponses in
plants, bacteria, and fungi. ore They sense red and far-red light by means of two relatively stable
conformers: a red light absorbing Pr form with ZZ7ssa (Cs-Z, Cyp-Z., Ci5-Z, Cs-syn, Cyp-syn,
Cys-anti, Figure 1) chromophore g6011131:['y3’4’7_9 and a farred light Ebsorbiﬁg Pfr form with a
7ZFssa chromophore conformation* By photointerconversion between active and inactive
forms, phytochromes act as light-regulated master switches for measuring the fluence, direction,
and color of the ambient light. Light absorption by the stable Pr conformer triggers an ultrafast
Z-to-E isomerization {cis-to-trans) of the C;5=C;4 methine bridge between the C and D rings
of the bilin chromophore accompanied by rotation of ring D.!1%12 The structural switch, initially
localized at the bilin chromophore, is cascaded via intermolecular couplings to slower and
widespread structural changes which finally lead to the Pfr form.'®1315 The initial quantum

% Author to whom correspondence should be addressed. Electronic mail: karsten heyne@fu-berlin.de

2329-7778/2014/1(1)/014701/12 1, 0147011 © Author(s) 2014-
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FIG. 1. PCB chromophore of Cph1A2 phytochrome with ZZZssa (Cs-Z, Cy¢-Z, Cy5-Z, Cs-syn, Cyysyn, C,s-anti) geome-
try. Absorption spectrum of Cph1A2 Pr form (black line) and applied excitation pulse profile (red line).

yield determines the efficiency, of all successive reaction steps. Therefore, to design synthetic
light sensing and light harvesting systems with optimized efficacy it is essential to determine
the exact molecular reaction mechanism of ultrafast photoisomerization.

Unfortunately, only a few spectroscopic methods allow direct tracking of fast structural
changes in biomolecules on a nanosecond time scale.’® From direct and indirect methods, it is
known that the chromophore in photoreceptors such as rhodopsin, bacteriorhodopsin, and photo-
active yellow protein isomerize around a C—=C double bond on a time scale of 0.2 to 3 ps with
yields of 40% to 65%, a reaction process much faster and five to ten times more efficient in the
protein than in solution.'” ¢ The primary photoisomerization of the Pr phytochrome has been
investigated by means of ultrafast electronic and vibrational spectroscopy of plant and bacterial
phytochromes. From these studies, isomerization time constants in the range of 3 ps to 16 ps
and 25 ps to 40 ps were reported,'**’#* followed by lumi-R photoproduct formation with
quantum yields in the range of 7% to 16%.*'7>**!

The low photoproduct quantum yield in phytochrome was proposed to result from photore-
ceptor heterogeneity.””*! Different geometries of phycocyanobilin (PCB) chromophores in solu-
tion were reported with time constants in the range of 3 ps to 500 ps, not detectable in phyto-
chrome Pr photoreaction.”®*® Despite the kinetic insight gained from these electronic and
vibrational investigations, it was not possible to establish when the C;5=C;¢ double bond isom-
erization and ring D rotation occur, let alone determine the influence of chromophore heteroge-
neity in phytochromes or the structural orientation of ring D in the photoproduct lumi-R. A nu-
clear magnetic resonance (NMR) study by Song et al.***” reported two PCB geometries in the
Pr ground state Pr-I and Pr-II with different ring D orientations but unknown photoreactive
properties. Although traditional femtosecond time resolved infrared and Raman spectroscopic
methods provide important information on structural dynamics,** they are not able to track
orientational changes of vibrational transition dipole moments (tdm) in real time directly.

In this study, we used polarization resolved femtosecond visible pump infrared probe (prfs
VIS-IR) spectroscopy'*® to determine the frequency position and orientation of the vibrational
modes on a femtosecond time scale from excitation to formation of the first photoproduct lumi-
R. Prfs VIS-IR spectroscopy provides direct transient information on the relative angle between
the excited electronic transition dipole moment (tdm) and the probed vibrational tdm. The tdms
are fixed within the molecular scaffold of the chromophore, and their properties depend on the
clectronically excited state. To solely obtain signals from the chromophore’s (C=0) and
(C=C) stretching vibrations, we used the phycocyanobilin (PCB) chromophore bound to
*C/N labeled Cphl1A2 protein in D,O, shifting all 1/(C=0), (C=C), and ¥(C=N) stretching
vibrations of the protein to longer wavelengths and all significant protein vibrations out of our
spectral window of 1660-1745cm™".
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Our technique allows us to directly address and answer questions concerning the timing of
the chromophore isomerization and ring D rotation, the heterogeneity of chromophore structures
and their photoreaction quantum yields, the ZZ7Zssa Pr and the ZZEssa lumi-R ground state ge-
ometry (with the help of calculated structures). and the low average quantum yield of the pho-
toreaction compared to that of other photoreceptors. The direct marker bands for Z-to-E isomer-
ization in the 1700cm™" spectral region were monitored by prfs VIS-IR spectroscopy at a
spectral resolution of 1.5cm™" and a time resolution better than 400 fs, sufficient to resolve
sample heterogeneities and dynamics on the time scale believed to govern the S-S, transition.

RESULTS AND DISCUSSION

Structural changes initiated by the photoexcitation are reflected in changes in the chromo-
phores’ vibrational spectrum. Upon excitation, isotropic transient absorption signals A, were
determined by the absorption signals with parallel A and perpendicular A, polarization, with
respect to the pump pulse polarization according to Aj,= (A +2A)/3. All transients were
best fitted by a biexponential decay of (4.7 + 1.4) ps and (30 + 5) ps.*'*?* ! The error margins
represent 1g standard deviations as determined by exhaustive search analysis (ExSeAn).”

In Figure 2(a), the ground state recovery at 1631 cm™" represents signals of the PCB delo-
calized mode comprising the C,5= C;¢ methine bridge and the C;; =C,g double bond of the D
rin,g,29 superimposed with signals from 3¢ labeled carbonyl modes of the protein. Frequencies
above 1670 em™! originate exclusively from chromophore (C—0) stretching vibrations. The
decay of the v(Cyy—=0)* stretching vibration of ring D in the electronically excited state of Pr
(Fig. 2(a)) has its maximum at 1680cm™" and is red-shifted with respect to its ground state
absorption.m‘g?"m The decay is dominated by the 30 ps time constant (80%). Two distinct
bleaching signals of the 1(Cy—0) stretching vibration in the Pr ground state, at 1701 em™! and
1708 cm ™2, are presented in Figure 2(b). The v(C;o—0") bleaching signal at 1701 cm™! has
only a negligible 4.7 ps contribution of 5% (Fig. S3(b}),4' while the /(Cyg Oh) bleaching sig-
nal at 1708 cm™" exhibits a pronounced 4.7 ps contribution of 30%. The bleaching recovery at
100 ps is more than seven times greater for (C 1920"’) than for (C 1;,:0“}.'” Since the differ-
ence between the time constants of the two bleaching bands cannot originate from overlap with

Isotropic signal
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FIG. 2. Transient dynamics at frequency positions of marker bands calculated for isotropic conditions. (a) Bleaching signal
of 1(C)5 =C5) and v(C; = Cig) stretching vibrations (open red circles), absorption of v(Cy = O)* stretching vibration in
the electronically excited state. (b) Bleaching signals of v(C,q=0" and »(C l._;—O}“) stretching vibrations in the Pr state
(solid and open red circles, respectively). (¢) Bleaching signal of 1/(C,=0) stretching vibration and 1{C,,=0) absorption of
lumi-R.
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the p{Cio=0}* vibrational band of Pr, two distinct 1(C1o=0} vibrations must exist, resulting
from at least two different chromophore ground state geometries in Cph1A2.3* Additional sup-
port is given by the analysis of the perturbed free induction decay (PFID) signal. ™ The expo-
nential rise of the PFID signal is related to the Lorentzian line width of the absorption band as
its Fourier transform.*>* The optimal fit gives a dephasing time constant of Taep = 1620 fs
with a 1o error margin from 1350 fs to 2000 fs (Fig. $1).*! This translates to a Lorentzian line
width range of 6cm ' to 8cm L. Given this line width the bleaching band at ~-1705 cm ' in
the decay associated spectrum {DAS) at time zero (Fig. 4) cannot be explained by a single
absorption band, but can well be simulated with two absorption bands at 1701cm ™! and
1708 cm ™. Exhaustive search analysis of the positions of the two absorption bands shows that
their frequencies exhibit distinct values (Fig. $2)."" Analysis of the polarization resolved DAS
(Fig. 4) provides relative angles between the vibrational transition dipole moments of these two
vibrations with the electronic transition dipole moment (tdm} of the Sq—S; transition. We find
distinct angles of 29° and 16° for 1{C;o=0)* and 1(C;,=0)", respectively. The frequency posi-
tion of the {C;s=0) vibrational band of PCB was reported to be in the spectral region of
1696cm™ to 1707 cm™ ' 1027304546 1y previous studies, no direct indications for two
1{C19=0) vibrational bands had been reported.”® With our higher spectral resolution of
1.5cm ™! and the time resolved spectroscopic method, we are able to assign two distinct vibra-
tional bands located at 1701 cm ™' and 1708 cm_l, each having a width of &cm ', Those fre-
quency positions are known to result from the 1{Cs=0) stretching vibration in the presence or
absence of a hydrogen bond, rtespectively.!” However, hot ground states or hot electronic
excited states would contribute as positive signals with the same relative angles as the ground
state or electronic excited state, respectively.*’ Hence, neither a hot ground state nor a hot elec-
tronic excited state contribution can account for the negative signal at 1701 cm ™! with a relative
angle of 29°. Additionally, careful analysis of the data show that the second bleaching band sig-
nal at 1701 em™! cannot origin from overlapping of the electronic excited state signal and the
ground state bleaching signal (Fig. $8)."

Thus, these findings demonstrate the heterogeneity of the chromophore structure in
phytochromes' 24344851 anq shed new light on the analysis of phytochrome infrared spectra in
the spectral region around 1700 cm .

As it turns out, the crystal structure exhibits only the hydrogen bonded chromophore geom-
etry PCB* (Fig. 6(21)).I Thus, we modeled the second chromophore geometry (Fig. 6(b)), which
exhibits a J/(Cw:Ob) vibrational tdm vector more parallel to the pg (16°), than the PCB? ge-
ometry (29%). We rotate ring D to the f facial chromophore side and optimized the geometry
by density functional theory (DFT). In this position, the C;s=0 group of ring D is not able to
form a hydrogen bond. Calculations show a small frequency blue shift of 1 em™! (Table I),
while experiments provide a frequency blue shift of a 7 cm L. This is due to the missing hydro-
gen bond of the more planar geometry PCB®.

TABLE I. Assignment of vibrational modes, their experimental frequencies oy, their calculated frequencies veq., their ex-
perimental angles Bexp relative to the excited electronic tdm, le angle error ranges, caleulated angles 8.4, relative to the
excited electronic tdm. Chromophore geometries are given.

Vibrational mode Vexp (em ™) Veae (cm ™) Bexp () 1a(°) Beare (%) Geom.
Prpcio_os 1680 30 27-33 77 Zssa
Prpeio_o 1701 1709 29 1246 213 77 Zssa
Pt pois_o” 1708 1710 16 6-25° 11.6 7 Zssa
Pt pcr_ox 1715 60 48-72 ZLZssa
Prpei_o 1724 1719 43 36-50 42.4 F77ssa
Lumi-R peio_o 1718 1707 54% 46-58 61 Z7Essa

*Error range determined by combination of a covariance method and polarization resolved perturbed free induction decay
measurenents.
*Lumi-R angle calculated from DAS offset contribution (Fig. $4).**
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At 1724cm™", the ground state recovery of the 1(C;—0) vibration of ring A is detected
(Fig. 2((:)).""'45 Here, we see the strongest contribution of the fast 4.7 ps time constant (40%).
The bleaching signal is superimposed with lumi-R photoproduct absorption that arises after 40
ps.w‘31 Since ring A is not involved in the photoisomerization process, the fast 4.7 ps time con-
stant is attributed to a deactivation pathway.z?‘zq‘m

Polarization resolved transients provide information on the angle between the S¢-S; elec-
tronic transition dipole moment vector (p.;) and the probed vibrational transition dipole moment
vectors (). As depicted in Figs. 3(a)-3(c), all three bleaching bands exhibit different dichroic
ratios (DRs), which are the ratios of parallel and perpendicular absorption signals (DR =
Ay/A ). From the dichroic ratio DR, the angle 6 between pg and g, can be calculated as
0 =acos[(2 DR — /(DR +2)1",

Since some of the bleaching transients are partially superimposed on vibrational bands of
the electronically excited state, the angles given in Figure 3 provide only a reasonable estimate.
A more precise determination can be made from the DAS at time zero. The DAS spectra at
time zero for each polarization are presented in Fig. 4. These are derived by biexponential
global fits of the transients, and simulated with a sum of five Lorentzian line shapes.'’ The
time constants, positions, linewidths, and heights of ©(C—Q) vibrational bands used for the
polarization resolved DAS simulation were obtained by exhaustive search analysis of the com-
plete set of measured data at isotropic polarization, including perturbed free induction decay
analysis. The frequency position of the ring A /(C;=0) vibrational bleaching band is found at
1724 cm™" with a width of 8cm™" (FWHM).

In the clectronically cxcited state, absorption bands arc centered at 1715cm™ and
1680cm™ for the (C;=0)* and v(Co=0)* vibrations, respectively.”’%*" The 1(C;o=0)*
vibration is most strongly influenced by the electronic excitation and exhibits an absorption line
width of 27ecm™" (FWHM) with pronounced transient signals. In contrast, the absorption band

-' T T T |_1 T
0.0 hs2 1701 cm
-0.14
8 T
0.0 48
E o %@f"/’
s g ¥ 1L 1708 cm™ ]
S 0.2 ]
8 -03]0° v(C1g=0)P ]
C S EE .
® B g
O 0.00 5% -
E % Lz 1724 cm™!
5 9%]c i v(€1=0), ]
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044 p ’ 1680 cm™1
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20 0 20 40 60 80 100
Delay time / ps

FIG. 3. Polarization resolved transients for parallel (||} and perpendicular ( 1) probe polarization, with respect to the pump
pulse polarization. Angles are calculated at a 0.5 ps delay time from the dichroic ratio DR. (a) Ring D ¢(C;4=0) stretch
vibration in PCB geometry a; (b) Ring D 1(C;4—0) stretch vibration in PCB geometry b; (c) Ring A 1(C;=0) stretch
vibration and Ring D ¢{C¢=0) stretch vibration of lumi-R; (d) Ring D 1{(Cg=0)* stretch vibration in the electronically
excited state. Reproduced with permission from Yang ef al., J. Am. Chem. Soc. 134, 1408-1411 (2012). Copyright 2012
American Chemical Society.
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FIG. 4. Decay associated spectrum at time zero and simulation for polarizations parallel (||} and perpendicular (L} to the
pump pulse polarization. The DAS at time zero is the sum of all DAS components. Negative peak at 1724 em ™", (C,=0)
stretching vibration; positive signals around 1715 cm™", 1(C,=0)# stretching vibration in the electronically excited state;
negative peak at 1708 em !, (Clo=0)’ stretching vibration; shoulder at 1701 em ™!, 1(C =00 stretching vibration; posi-
tive peak at 1680cm L 1(C=0)* stretching vibration.

of the ¥(C;=0)* vibration exhibits a very small signal and is located at 1715 em™! with a line

width of 8cm™' FWHM (Fig. $3).*! The »(C,=0)* vibration is only detectable by its dichroic
ratio, which 1s below one and results in a positive peak in the spectrum for perpendicular polar-
ization at around 1715cm™! (Fig. 4). The small contribution of the v(C;=0)* vibration to the
signal is attributed to weak anharmonic coupling, which is made possible by negligible struc-
tural change in ting A during photoisomerization.>”

Analysis of polarization resolved DAS spectra at time zero yields the angles between p
and the investigated vibrational tdms (Table I). Additionally, the angle (e, peio—o+) between
the Sy-S; tdm and the (C4g=0)* stretching vibrational tdm was analyzed by ExSeAn and an
angle of 30° (l¢ range of 18° to 42°) was determined. Error margins given in Table I were
derived by the covariance matrix method. All determined angles are compatible with the values
directly deduced from the kinetic traces, except the angle (pg, pei_o+), which is not observable
in the transients.

The polarization resolved decay of the 1(C,=0) vibration in both its electronically excited
state and its ground state is presented in Figs. 5(a) and 5(b) on a logarithmic scale. While the
two decaying polarization resolved transients of the r/(C|g—Ob) bleaching band in Fig. 5(a)
show identical slopes, the slopes of the two polarization resolved transients for the v(Co=0)*
stretching band in the electronically excited state are different (Fig. 5(b)). This was interpreted
as ring D orientational change in the electronic excited state to the transition state (90° twist)
with a time constant of 30 ps and a quantum yield of about 16%.°> The time dependent
dichroic ratio change (Fig. 5(c)) shows a negligible increase up to 3 ps, followed by a decrease
on the time scale of tens of picoseconds. The average angle increases steadily up to 30 ps, sup-
porting the argument that the fast time component of 4.7 ps is associated with C=C bond order
reduction, a prerequisite for ring D rotation, and relaxation processes that lead to the initial
ground state.””!

Thus, our data support an isomerization mechanism with a single isomerization around the
C1s—Cy double bond via a strongly twisted transition state.’ An isomerization mechanism
including an additional rotation around the Cy4-C;s single bond in the electronically excited
state would result in negligible dichroic ratio changes and is therefore less likely.'”'3" The
initial negligible increase of the dichroic signal (Fig. 5(c)) over time, followed by a delayed
dichroic signal decrease can be explained by two models: (I) Ring D rotates away from His290
to smaller twisting angles (clockwise rotation) for PCB® chromophore geometries with «-facial
dispo:v.iti(m,2 while the non-isomerizing PCB" chromophores with fi-facial disposition rattle
around their average orientation. The «-facial disposition is defined by ring D lying on the
a-face of the coplanar B- and C-rings.” This implies ring D to be located on the fS-facial side
after isomerization, in contrast to the Pfr structure reported by Song et al** on Cphl. (II) A
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FIG. 5. Polarization resolved transient signals and simulations of the ¢(C,=0) stretching vibration. (a) 1(Co=0)" vibra-
tion in the Pr ground state plotted on a logarithmic scale: Identical slopes for parallel (||} and perpendicular (1) polarization
indicate no change in dichroic behavior. (b) 1{C,o=0}* vibration in the Pr excited state plotted on a logarithmic scale:
Transient for parallel polarization (||) exhibits a steeper slope than that for perpendicular (L) polarization, demonstrating a
change to greater angles. (¢} DR calculated by the data (circles) and simulations (blue line) of the ¢(C g=0)* vibrational
data presented in (b). The simulation shows a negligible increase up to 3 ps, followed by a decrease on the time scale of
tens of picoseconds. Reproduced with permission from Yang ef al., J. Am. Chem. Soc. 134, 1408-1411 (2012}, Copyright
2012 American Chemical Society.

significant part of the PCB" chromophores with «-facial disposition show counter-clockwise
rotation of ring D, thereby slowly passing His290 resulting in a slow dichroic decrease.
Another part of PCB* chromophores with fi-facial disposition rotate clockwise to smaller twist-
ing angles on a faster time scale, but do not isomerize, thereby increasing the dichroic ratio
(Fig. 5(c)). Non-isomerizing PCB® chromophores rattle around their average orientation and
decay to the ground state. This implies ring D to be located on the a-facial side after isomeriza-
tion, in agreement with the Pfr structure presented by Song e al.>* on Cphl. This is the model
we favor.

Combining measured relative angles for the Pr ground state (see Table I) with calculated
angles, we are able to verify structural models of the chromophore in the protein binding
pocket. The calculated angles of the ZZZssa structural model shown in Fig. 6 are in complete
agreement with the experimentally determined ones (Table I)."! The chromophore structures
with orientation of ring D for PCB® and PCB® match very well with the Pr-IT and Pr-I geome-
tries reported by Song et al..>* respectively.

Lumi-R formation was estimated with a quantum yield of about 12% and an angle (p..
Rero—o) of =54°, matching the calculated angle of 61° for the ZZEssa geometry shown in Fig.
6(c) (see also Figs. S4, S6, and S7)." From one relative angle alone one cannot determine whether
lumi-R adopts a o-facial or fi-facial geometry of ring D. Circular dichroism (CD) experiments
showed opposite rotational strengths of Pr and Pfr in the longest wavelength band, suggesting a
reversal of chirality upon photoisomerization, and thus supporting model 115536 But heterogeneity
of Pr ground states complicate interpretation of CD spectra, since PCB® and PCB® geometries
show opposite rotational strengths with a twofold calculated intensity strength for PCB® (Fig. S5)."

Using transients and difference spectra, the individual quantum yields of PCB® and PCB®
geometries were determined.”’ The more planar PCB® geometry without hydrogen bonding
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FIG. 6. Calculated PCB chromophore geometries with Pr §,—S5, transition dipole moment pg (black arrow) and vibra-
tional tdms of 1(Cg=0)" and v(C,=0) (red arrows). py and pey = show negligible components in the z direction, in con-
trast 0 pero—o™ (a) PCB* geometry, (b) PCB" geometry, and (¢} lumi-R geometry (o-facial ring D position). Note, tdm
arrows can point in either direction.

exhibits a ninefold lesser quantum yield of 3%, and has a twofold population as compared to
the hydrogen bonded PCB" geometry with quantum yield of 29%. This indicates that
pre-twisting of ring D in the electronic ground state via a single hydrogen bond increases the
quantum yield for lumi-R formation significantly.

On the basis of the Cphl crystal structure,’ previously reported models,
our data, we propose a detailed model for counter-clockwise Pr phomisnmcrization.2
Photoexcitation of the chromophore to the electronically excited state S; shifts the positive
charge from ring B and ring C toward C,4= C;s methine bridge of ring D. Reduction of nega-
tive charge at ring D breaks the hydrogen bond between His290 and the ring D C;o—0O
gmup.lg‘ﬂl This enables His290 to move away and open the door for counter-clockwise rotation
of ring D. Additionally, the positive charge at Cy;=C;s methine bridge alters the hydrogen
bond of the water between ring B and ring C, and the hydrogen bond of amino acids Asp207
and Tyr263 in the vicinity of rings C and D. Changes in the hydrogen bond network can induce
displacement of Asp207 and Tyr263 reducing steric hindrance for counter-clockwise rotation of

12,2931,32
129, and
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PCB? ring D with a-facial disposition.'”* Tyr176 is not directly involved in a hydrogen bond
network in the Pr state, but is expected to induce steric hindrance for clockwise rotation of
PCB" ring D with f-facial disposition.’ In the electronically excited state, the double bond char-
acter of the C4=C,s methine bridge is reduced., and potential energy from the distorted chro-
mophore ring D is transformed to rotational energy. A part of the PCB* chromophores passes
His290, rotate counter-clockwise to the transition state, and isomerizes, while the remaining
PCB® chromophores rotate clockwise, do not overcome the potential barriers, and relax back to
the ground state.

Only about 3% of the chromophores with PCB” geometry overcome the potential barrier in
the electronic excited state and isomerize to lumi-R (Figs. 7(a) and 7(b), bluc lines), while 97%
relax back to the Pr ground state.

Whether the two Pr isoforms PCB® and PCB® undergo interconversion between the silent
and the active forms can be tested by temperature dependent measurements.

Rotation of ring D to a more planar geometry is suggested by a dichroic ratio increase in
the 1(C,9=0)* vibrational band within the first 3 ps (Fig. 5(c)) and a fluorescence red-shift on
the same timescale.”’ A more planar geometry between ring C and ring D reduces the strain in
the Cy4-Cy5—Cjs moiety and induces dramatic changes in the C;s-H hydrogen out of plane
mode due to increased steric interaction between ring C and ring D within the first picoseconds,
as also reported by femtosecond time resolved Raman experiments.m Intramolecular steric inter-
actions between the C;3 methyl of ring C and the N-H of ring D prevent planarity of the
C14-C15=C6 moiety, resulting in a barrier in the electronic excited state (Fig. 7).143132 I most
cases, the rotational encrgy of the chromophores is too low to pass the potential barrier scparat-
ing the two geometries. PCB* chromophores passing His290 experience a shallow excited state
potential surface allowing ring D rotation to higher distortion angles and the formation of a tran-
sition state in which ring D is twisted by 90°. The increase in distortion angle of ring D is
reflected by the decrease in dichroic ratio over time (Fig. 5(c)). After passing the His290,
changes in the C;5-H hydrogen out of plane mode due to steric interaction between ring C and
ring D are negligible.29 As a result of the shallow excited state potential energy surface ring D
rotation occurs on a time scale of tens of ps. From there, relaxation to the electronic ground state
Pr is observed with the same time constant as lumi-R formation (30 ps).lg‘“:’2

PCB" chromophores without a hydrogen bond to His290 exhibit a more planar geometry
and lower potential energy on the excited state surface as presented in Figure 7, resulting in a
lower probability for reaching the transition state and forming lumi-R. As depicted in Figure 7,

(N7 ty=___|

29% -
30 ps 47 ps 3%
T —
50 100

-

Energy

VA 7a

4 Lumi-R Pr
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200 -150 -100 50 O
(ring,, ring,)) angle / °
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FIG. 7. Schematic potential energy surface as a function of the angle between ring C and ring D plane for model I1.
Reaction pathways (black arrows) and quantum yields (black numbers) of PCB®. Time constants are given for both PCB
geometries. PCB® reaction pathways (blue arrows) and quantum vields (blue numbers). Excitation of PCB" (blue arrow)
show small excess energies too low to overcome the barriers efficiently. After PCB® excitation to the S, state (black arrow)
the hydrogen bond to His290 breaks and Iis290 moves away, resulting in a potential barrier reduction (red arrow). The
PCB" chromophores are able to rotate counter-clockwise to the twisted transition state with a —90° distortion angle. With a
quantum yield of 29% the forward reaction to lumi-R occurs. Only a small fraction (3%) of the chromophores with PCB®
geometry overcomes the barrier and photoisomerizes to a photoproduct.
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the stronger the pre-twisting the higher the potential energy and the higher the lumi-R quantum
yield. > Consequently, phytochromes with amino acids blocking the space needed for ring D
rotation, as shown for the Cphl-Y263F mutant,*® or in which ring D is fixed with additional
hydrogen bonds, would exhibit a reduced quantum yield for lumi-R formation. Such observa-
tions have been reported by other groups, thus corroborating our mode] #7-25:93:57.60

CONCLUSION

In Cphl phytochrome, Pr photoisomerization and rotation of ring D occurs in the electronic
excited state via a 90° twisted transition state with a time constant of 30 = 5 ps. A sixfold faster
relaxation time constant of 4.7 = 1.4 ps is also present. This would normally lead to a poor quan-
tum vield. However, heterogeneity, that is, two possible chromophore geometries PCB* and
PCR®, leads to two photoreactions with differing efficiencies. We identified PCB* and PCR® geo-
metries with distinct quantum yields of 29% and 3%, respectively. The PCB?* and PCB® geome-
tries match the Pr-II and Pr-I geometries determined by NMR studies, respectively.®’ PCB?
(Pr-IT) has a strongly pre-twisted ring D geometry induced by a hydrogen bond between ring D’s
carbonyl group and His290. The pre-twisting of PCB?® (Pr-IT) allows a higher potential energy in
the electronic excited state to be reached, permitting potential barriers induced by steric hin-
drance to be overcome. This chromophore geomefry exhibits a ninefold higher quanturmn yield
than PCB® (Pr-D), but a sixfold longer time constant of 30 + 5 ps. The high quantum yield in
combination with a long time constant is very unusual for photoreceptors.

This demonstrates an alternative evolutionary strategy to improve photoreactions. Pre-
twisting of the chromophore by strong steric interactions and hydrogen bonding in the ground
and electronic excited states enhance the photoreaction quantum yield by separating reaction
pathways for differing geometries in the electronic excited state. This mechanism optimizes
yields of slow photoreactions by large structural rearrangements and provides a scaffold for
photoreceptor engineering.

METHODS

Pump and probe pulses were generated using nonlinear optical methods. By difference fre-
quency mixing in various steps, we obtained mid-IR pulses of 200 fs (FWHM) or shorter at a
repetition rate of 1.088 kHz. Simultaneously, laser pulses of 200 fs duration at 660nm were
generated and used o0 photoexcite the sample in the absorption maximum of the Pr form, thus
initiating the photoreaction (Fig. 1). Photoselection experiments were performed using focal
pummp pulse diameters of 300 pm, sample thicknesses of 30 um, focal probe pulse diameters of
180 ym, and pump pulse energies of 30 nlJ. This results in excitation coefficients of below 3%
and in relative signal strengths in agreement with electronic extinction coefficient of PCB
(~82000 (Mem)™) and extinction coefficient of C=0 stretching vibrations (~-2000 (Mem)™h).
The transient absorption was simultaneously probed by two mid-IR pulses with polarizations
oriented parallel and perpendicular, with respect to the pump pulse polarization at various delay
times.” Probe pulses were dispersed with an imaging spectrograph and recorded with a 2 x 32
element MCT array detector. We prepared the Be/MAN labeled Cphl A2 phytochrome holopro-
tein (non-labelled PCB chromophore) in H,0 solution at an optical density of 0.4 optical den-
sity at 660nm, as described previously >#1#348:51.38.5% Backaround illumination at wavelengths
longer than 715nm ensures that the sample remains in the Pr form. The high repetition rate
requires that the sample be moved across the focused laser beams with a Lissajous sample cell
in order to avoid multiple excitation of a specific sample volume. For comparison, the vibra-
tional tdms were determined theoretically at the B3LYP/6-31G(d) level of theory. The struc-
tures of the different chromophores were obtained as described. ™
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Conformational heterogeneity of the
Pfr chromophore in plant and
cyanobacterial phytochromes

Francisco Velazquez Escobar™, David von Stetten''*, Mina Ginther-Liitkens ™,

Anke Keidel'!, Norbert Michael', Tilman Lamparter?, Lars-Oliver Essen®, Jon Hughes?,
Wolfgang Gartner®, Yang Yang® Karsten Heyne® Maria A. Mroginski' and

Peter Hifdebrandt'*

institut ftir Chemis, Technische Universitét Berlin, Berlin, Garmany, ° Botanisches Institut, Karlsmhar institut fir Technologis,
Karlsruhe, Germany, ° Fachbersich Chemie, Philipps-Universitat Marburg, Marburg, Germany, * Institut £ir
FPhianzenphysiologie, Justus Lishig University. Giefan, Garmany, & Masx-Plancik-institut fir Chermische Energiekonversion,
Miiheim, Germany, &institut fir Experimentalphysik, Freie Universitét Berlin, Berlin, Germany

Phytochromes are biclogical photoreceplors thal can be reversibly photoconverted
between a dark and photoactivated state. The underlying reaction sequences are
initiated by the photoisomerization of the tetrapyrrole cofactor, which in plant and
cyanobaclerial phytochromes are a phytochromobilin (P®B) and a phycocyanobilin
(PUCB), respectively. The transition between the two states represents an on/off-switch
of the output module activating or deactivating downstream physiological processes, In
addition, the photoactivated state, i.e., Pfr in canonical phylochromes, can be thermally
reverted to the dark state (Pr). The present study aimed to improve our understanding
of the specific reactivity of various P®B- and PCB-binding phytochromes in the Pfr state
by analysing the cofactor structure by vibrational spectroscopic techniques, Resonance
Raman (BR) spectroscopy revealed two Pfr conformers (Pfr-1 and Pfr-ll) forming a
temperature-dependent conformational equilibrium. The two sub-states—found in all
phytochromes studied, albeit with different relative contributions —differ in structural
details of the C-IJ and A-5 methine bridges. In the Pfr-l sub-state the torsion between
the rings C and D is larger by ca. 10° compared to Pfr-ll. This structural difference is
presurmnably related to different hydrogen bonding interactions of ring I as revealed by
time-resolved IR spectroscopic studies of the cyanobacterial phytochrome Cphi. The
transitions between the two sub-states are evidently oo fast {i.e., nanosecond time scale)
to be resolved by NMR speclroscopy which could not detect a structural heterogeneity
of the chromophore in Pir. The implications of the present findings for the dark reversion
of the Pfr slale are discussed.

Keywords: phytochrome, tetrapymrole, isomerization, structural heterogeneity, hydrogen bonding, resonance
Raman spectroscopy, time-resolved IR spectroscopy, quantum chemical calculations
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Introduction

Phytochromes are ubiquitous photoreceptor in plants that
utilize light as a source of information for controlling
photomorphogenic processes (Quail, 1998; Schifer and Nagy,
2006). Upon light excitation phytochromes are interconverted
between the red-absorbing (Pr) and far-red absorbing state
(Pfr), corresponding to a switch between physiologically inactive
and active states, respectively. The light-absorbing cofactor is a
linear methine-bridged tetrapyrrole, phytochromobilin (P®B),
that is covalently linked to a cysteine residue via a thioether
bridge formed with the vinyl substituent of ring A (Figure 1)
(Girtner and Braslavsky, 2004; Rockwell et al., 2006; Rockwell
and Lagarias, 2010). The primary photochemical step of the
Pr — Pfr conversion is a double-bond isomerization (Z/E)
of the C-D methine bridge (Rockwell et al., 2006; Rockwell
and Lagarias, 2010). Subsequent steps include protein motions
which eventually induce the functional relevant structural
changes leading to the physiological signal. Phytochrome can
therefore be regarded as a bimodal photoswitch which is
based on the photoinduced conversion between the ZZZssa
(Pr) and ZZEssa (Pfr) tetrapyrrole configuration. In addition
to photoconversion, a unidirectional thermal pathway allowing
dark reversion of Pfr to Pr is often apparent. Amongst the
prokaryotic bacteriophytochromes, the resting state of the small
“bathy”-type group is Pfr rather than Pr. Here dark reversion
from Pr to Pfr takes place, corresponding to a thermal E —
Z double bond isomerization that is initiated by a keto/enol
tautomerization (Velazquez Escobar et al., 2015). It might well
be that an analogous mechanism also holds for Pfr — Pr
dark reversion in canonical phytochromes as suggested earlier
(Lagarias and Rapoport, 1980).

Most of the knowledge in molecular phytochrome
research was obtained from cyanobacterial phytochromes
and bacteriophytochromes which employ phycocyanobilin
(PCB) and biliverdin (BV) as chromophores, respectively
(Rockwell and Lagarias, 2010). These phytochromes are more
tractable than plant phytochromes and thus, the first three-
dimensional (3D) structures at atomic resolution were obtained
from these representatives of the superfamily (Wagner et al.,
2005, 2007; Yang et al.,, 2007, 2008, 2009, 2011; Lssen et al.,
2008; Malliet et al., 2011; Bellini and Papiz, 2012; Anders
et al., 2013, 2014; Takala et al., 2014). Crystallographic studies
of a bacteriophytochrome also revealed the protein structural
changes implicated in regulating the output module (Takala et al.,
2014) that is typically a histidine kinase-like region. Only recently
3D structural data have been obtained for plant phytochromes
(Song et al,, 2012; Burgie et al.,, 2014). Otherwise, structural
investigations of plant phytochromes were largely restricted to
spectroscopic approaches, including nuclear magnetic resonance
(NMR), transient absorption, resonance Raman (RR), and

Abbreviations: BV, biliverdin; PCB, phycocyanobiling POB, phytochromobiling
Agpl, Cphl, Cph2, CphA, and phyA refer to the photosensor modules of the
various phytochromes studied in this work; Pr and Pfr denote the red- and far-
red-absorbing states, respectively, A-B, B-C, and C-D denote the methine bridges
between the respective pyrrole rings; CD, circular dichroism; RR, resonance
Raman; IR, infrared; HOOP, hydrogen out-of-plane; NH ip, N-H in-plane bending.
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FIGURE 1 | Structural formulae of the PCB and P&B chromophores in
the ZZEssa configuration of Pfr.

infrared (IR) spectroscopy (Fodor et al.,, 1988, 1990; Mizutani
et al., 1994; Matysik et al., 1995; Kneip et al., 1997, 1999; Andel
et al., 2000; Girtner and Braslavsky, 2004; Mroginski et al., 2004,
2011a,b; Murgida et al., 2007; Rohmer et al., 2008; Schwinté et al.,
2008; Dasgupta et al., 2009; Song et al., 2012, 2013). These results
together with spectroscopic data and molecular modeling studies
(Mroginski et al., 2011b) demonstrated extensive similarities in
the overall fold and the chromophore structure in the parent
states of plant, cyanobacterial, and bacteriophytochromes,
although the different chromophores (P®B vs. BV) attach to
different Cys residues (Lamparter et al., 2002; Rockwell et al.,
2006).

Although most spectroscopic studies on canonical
phytochromes have focused on the thermally stable Pr state
(Rockwell et al., 2006; Rockwell and Lagarias, 2010), important
structural insight has also been obtained for the Pfr state albeit
with partly conflicting conclusions. Based on NMR spectroscopy
on the canonical cyanobacterial phytochrome Cphl as well as
plant phytochrome A, Matysik and co-workers demonstrated
that the chromophore was held rigidly in the binding pocket of
Pfr, whereas in the Pr state the chromophore was much more
flexible—indeed showing two distinct substates (Song et al.,
2011, 2012, 2013), as implied by fluorescence spectroscopy
(Sineshchekov et al, 1998). However, time-resolved optical
spectroscopies of plant phytochrome A provided evidence
for a conformational heterogeneity in both the Pr and Pfr
states, corresponding to two parallel photo-induced reaction
pathways (Schmidt et al., 1998; Sineshchekov, 2004). Essentially,
the same conclusions were derived from transient absorption
spectroscopy of Cphl, covering a wide dynamic range (Kim et al.,
2013, 2014a,b). A heterogeneous chromophore structure has
also been demonstrated for the Pfr state of algal phytochromes
on the basis of circular dichroism (CD) spectroscopy (Rockwell
et al., 2014). Furthermore, a recent RR spectroscopic study on
BV-binding bacteriophytochromes revealed a homogeneous
chromophore structure in the Pfr state only for representatives
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of the bathy-phytochromes family, whereas a temperature-
dependent equilibrium between two Pfr conformers was also
observed for prototypical phytochromes (Salewski et al., 2013).
This structural heterogeneity was suggested to be associated with
the thermal double bond isomerization preceding the Pfr — Pr
dark reversion.

In this work, we have extended these studies to the Pfr
state of various phytochromes that bind P®B or PCB. We have
employed RR spectroscopy that selectively probes the vibrational
spectrum of the cofactor representing a characteristic fingerprint
of the structure of the tetrapyrrole and its interactions with
the protein environment (Mroginski et al,, 2011a). To support
the vibrational assignment and thus the structural analysis
of the chromophore, we have used phyA adducts including
different tetrapyrroles (P$B vs. PCB) and selectively 3C-
labeled isotopomers of PCB. These static RR experiments were
complemented by time-resolved IR spectroscopy to determine
conformational distributions specifically of ring D. The main goal
of this work is to explore possible structural heterogerneities of the
chromophore in the Pfr state that might provide insights into the
role of conformational dynamics in the thermal isomerization of
the tetrapyrrole.

Materials and Methods

Protein Expression, Purification, and
Reconstitution

PCB (and its isotopomers) and P®B were assembled in a 5:1
molar ratio with the recombinant His-tagged 65 kDa (residues 1-
595) N-terminal photosensory module of oat phyA3 apoprotein
as described previously (Mozley et al., 1997; Song et al.,, 2012).
The adduct showed absorption maxima at 650 and 715nm for
Pr and Pfr, respectively. The isotopic labeling affected neither the
absorption maxima, the photochemical behavior, nor the thermal
stability. Production, purification, and chromophore assembly
of Cphl, Cph2, CphA, and Agpl-V249C have been described
elsewhere (Landgraf et al., 2001; Essen et al., 2008; Borucki et al.,
2009; Schwinté et al., 2009; Anders et al., 2011). In each case, the
experiments were carried out with the photosensory module of
the proteins, i.e., N-terminal PAS, GAF, and PHY domains. For
the sake of simplicity, the deletion of the output module is not
specifically indicated here, e.g., the notation Cphl corresponds
to the commonly used abbreviation CphlA2. As long as no
turther modifications are specified such as Agp1-V249C, these
photosensor modules are referred to as wild-type (WT) variants.
RR experiments were carried out in 50 mM Tris, 300 mM NaCl,
5mM EDTA in H,O (D,0) at pH (pD) of 7.8. Protein samples
were concentrated by ultrafiltration to an optical density of ca. 50
at 280 nm. Typical protein concentrations for the RR experiments
were between 400 and 600 M.

Syntheses

B&(5)-PCB and BC(15)-PCB were synthesized according to
Makhynya et al. (2007). The synthesis followed the convergent
strategy by generating the right and the left half of PCB separately
(Figure 1), followed by condensation of both compounds at the
central C(10) position as described previously (Mroginski et al.,

2011b). Isotope content at the labeled position of the target PCB
was >95% as determined by mass spectrometry.

Resonance Raman Spectroscopy

RR spectra of the Pr state of phyA were obtained with 1064-nm
excitation (Nd-YAG cw laser, line width <1 cm™1) with a Bruker
RFS 100/S Fourier-transform Raman spectrometer (4cm!
spectral resolution). All spectra were measured at —140°C using
a liquid-nitrogen cooled cryostat (Linkam). The laser power was
ca. 0.4 W at the sample which does not cause any laser-induced
damage of the protein samples as checked by comparing the
spectra obtained before and after a series of measurements. Data
was accumulated for ca. 2h for each spectrum. In all RR spectra
shown in this work, the background as well as contributions
from the Pr state were subtracted. For the band fitting analysis
of selected spectral regions, the contribution of the apoprotein
was also subtracted (see also Salewski et al., 2013; Zienicke et al.,
2013).

Time-resolved VIS Pump IR Probe Spectroscopy
Pump and probe pulses were generated using non-linear optical
methods. By difference frequency mixing in various steps,
we obtained mid-IR pulses of 200fs (FWHM) or shorter at
a repetition rate of 1.088kHz Simultaneously, 200fs laser
pulses at 710nm were used to photoexcite the sample at
the absorption maximum of the Pfr state, thus initiating
the photoreaction. Photoselection experiments were performed
using focal pump pulse diameters of 300 pm, sample thickness
of 50 um, focal probe pulse diameters of 150 wm, pulse energies
of <100n]. This results in excitation efficiencies below 8%.
The transient absorptions for parallel A, and perpendicular A,
polarization were simultaneously probed by two mid-IR pulses
with polarizations oriented parallel and perpendicular to the
pump pulse polarization at various delay times. The isotropic
polarized absorption Ay, was calculated by Ajee = (Ap+ 2A,)/3
at each delay time. The time-resolved data presented show
isotropic polarized absorption. Probe pulses were dispersed with
an imaging spectrograph at a resolution of 1.5 cm ™! and recorded
with a 2 x 32 element MCT array detector, resulting in transient
spectra with high spectral resolution (Linke et al., 2013). The
high repetition rate requires that the sample be moved across the
focused laser beams with a Lissajous sample cell in order to avoid
multiple excitation of a specific sample volume. The *C/°N
labeled Cphl phytochrome apoprotein, to which non-labeled
PCB chromophore was added) was prepared in D;O solution
at an optical density of 0.15-0.2 OD at 710 nm, as described
previously (Hahn et al., 2008; Robben et al., 2010). Background
illumination at wavelengths of ~640 nm ensured that the sample
remained in the Pfr form.

Quantum Chemical Calculations

Vibrational spectra of tetrapyrroles in the ZZEssa configuration
were calculated by density functional theory (DFT) using the
B3LYP functional and the 6-31G"* basis set. All spectra refer
to protonated (cationic) tetrapyrroles with a chloride ion in the
vicinity of the pyrrole N-H groups serving as a counterion.
Further details of the computational methods are given elsewhere
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(Schwinté et al., 2008). Due to the lack of a complete atomic
model for a canonical phytochrome in the Pfr state, the
calculations in this case refer to the chromophore in vacuo,
thus ruling out structural interpretation (Mroginski et al., 2009).
However, as shown by comparison with previous theoretical
analyses of phytochromes with known 3D structures (Mroginski
et al., 2011b; Salewski et al., 2013), the calculations can be
used to determine the number of normal modes in specific
spectral regions and to assess the character of these modes
including the expected isotopic shifts. Calculated frequencies,
intensities, and normal mode compositions for P®B and the
different PCB isotopomers are given in the Supplementary
Material.

Results

The 1064 nm excitation line is ideally suited for selectively
probing the vibrational spectrum of the chromophore in the
Pfr state of phytochromes. Due to its red-shift compared to
the absorption maximum of the chromophore (ca. 700 nm),
interference of the Raman spectrum with the chromophore
fluorescence as well as unwanted photochemical reactions are
avoided, whereas the energy of the excitation line is still sufficient
for selective resonance enhancement of the Raman bands of the
chromophore (Mroginski et al., 2011a). The only contribution of
protein Raman bands refers to the Phe mode at ca. 1004 cm !
which, however, is only of very low intensity (Figure 2). Besides,
the RR spectra exclusively display the chromophore bands of the
Pfr state,

Figure 2 shows a collection of Pfr spectra obtained from
various PCB-binding canonical phytochromes, including those
in which PCB is the natural chromophore, i.e., Cphl, CphA,
and the WT and the Y47H variant of Cph2, as well as plant
phytochrome phyA which in planta binds PPB. Furthermore,
we have studied a variant of the bacterial phytochrome Agpl,
Agp1-V249C, in which the natural BV attachment site was by
one at position 249 to allow for binding of PCB (or P®B, vide
infra) (Borucki et al, 2009). In each case, the characteristic
overall band pattern of Pfr is clearly visible, including two
regions with prominent bands around 800 and 1600 cm™!
originating from modes that are dominated by hydrogen-
out-plane (HOOP) (orange rectangle) and C = C stretching
coordinates (blue rectangle) of the methine bridges, respectively.
The modes in these regions are largely localized in specific
parts of the tetrapyrrole and dominated by a single internal
coordinate (Mroginski et al., 2011b; Salewski et al., 2013). Thus,
spectral changes of these modes in the spectra of the various
phytochromes can be more easily related to specific structural
changes as compared to variations of the bands in other parts
of the spectra, such as between 1200 and 1400 cm ™! where the
individual modes contain comparable contributions of a large
number of coordinates. We therefore restrict a more detailed
analysis to the HOOP and C = C stretching regions.

Vibrational Analysis: Hoop Region
The Pfr states of all phytochromes display strong RR activity
around 800c¢m ! attributed to the HOOP mode of the C-D
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FIGURE 2 | Overview RR spectra of the Pfr states of various

PCB-binding phytochromes, The HOOP and C = C stretching regions are
colored in pale red and violst, respectively. The spectra were measured from
buffered HoO solutions (pH 7.8) with 1064 nm excitation at —140°C. Further

details are given in the text (Sections Resonance Raman Spectroscopy and
Results).

methine bridge (Fodor et al., 1988; Mroginski et al., 2011b;
Salewski et al., 2013). The high RR intensity was proposed to be
related to the torsion of ring D with respect to the remainder
of the tetrapyrrole (Fodor et al,, 1988). However, the present
spectra demonstrate two closely-spaced bands with different
relative intensities in the various phytochromes (Figure 3). The
intensity ratio of the high- to the low-frequency component
varies by more than a factor of three among the different
species, accompanied by frequency shifts between 5 and 10 cm ™.
In principle, these bands might originate from two modes of
the same chromophore conformer or of the same mode of
two conformers. To distinguish between these possibilities we
compare the RR spectra of phyA assembled with '*C-labeled
and non-labeled PCB (Figure 4), which shows the shift of the
804/814 cm~! band pair to 797/807 cm~! when the C(15) (C-
D methine bridge) position is labeled. Neither labeling at the
C(5) (A-B methine bridge) position nor DJH exchange at the
pyrrole nitrogens has a significant effect on the spectrum (data
not shown), ruling out the assignment of one of these bands to a
HOOP mode of the A-B methine bridge or a N-H out-of-plane
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FIGURE 3 | Expanded view of the HOOP (left) and C = C stretching
region (right) of the RR spectra of the Pfr states of various
phytochromes including the PCB chromophore (see Figure 2). The
spectra were measured from buffered H-O solutions (pH 7.8) with 1064 nm
excitation at —140°C. Further details are given in the text (Sections Resonance
Raman Spectroscopy and Results).

deformation mode. Thus, we conclude that both bands are due
to HOOP modes of the C-D methine bridge but originating from
two different conformers. This interpretation is supported by
quantum chemical calculations of the free PCB which predict
only one mode of strong RR intensity in this region (820 cm™1)
(Supplementary Material). This mode is dominated by the HOOP
mode of the C-D methine bridge which is predicted to show a
L3C/12C isotopic shift at position C(15) of —8 cm ™!, similar to
the experimentally determined shifls of =7 cm &

Vibrational Analysis: C = C Stretching Region

Also in the C = C stretching region we note remarkable changes
between the spectra of the various PCB-binding phytochromes
(Figure 3). However, the C = C stretching region is considerably
more complex than the HOOP region as shown exemplarily for
phyA (Figure 5). Band fitting analysis of the spectrum of the
phyA adduct with non-labeled PCB required a minimum number
of 7 bands in the region between 1540 and 1650 cm ™' (Figure 5B;
Table 1). In contrast, quantum chemical calculations predict
only five fundamentals in this region, which are dominated
by the C = C stretching coordinates of the A-B, B-C, and
C-D methine bridges, the C = C stretching of ring D, and
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FIGURE 4 | Expanded view of the HOOP region of the RR spectra of
the Pfr state of phyA including the non-labeled (natural abundance,
n.a.) PCB and the PCB chromophore 13C labeled at C(15). The spectra
were measured from buffered Ho O seolutions (pH 7.8) with 1064 nm excitation
at —140°C. Further details are given in the text (Sections Resonance Raman
Spectrescopy and Results).

the in-plane N-H bending coordinates of rings B and C (NH
ip) (Supplementary Material). Thus, we expect distinct isotopic
shifts upon comparing the RR spectra of non-labeled phyA-
PCB with the PCB-adducts including specific '*C-labeling at the
A-B and C-D methine bridges [P*C(5), 1*C(15), see Figure 1]
and deuteration at the pyrrole nitrogens (Figure 5). Accordingly,
the band at 1556 cm ™! is readily assigned to the NH ip mode
(Figure 5B) since it remains nearly unchanged upon *C-labeling
at C(5) and C(15) (Figures 5A,C) but disappears upon H/D
exchange of the N-H groups (Figures5D-F). In agreement
with previous experimental and theoretical studies (Mroginski
et al., 2011b; Salewski et al., 2013), the most intense RR band
at 1606cm~! (Figure 5B) of phyA-PCB is attributed to the
C = C stretching of the C-D methine bridge. This band is
accompanied by a somewhat weaker band on the high frequency
side originating from the C = C stretching of ring D. This mode
is insensitive to '*C-labeling at C(15) and C(5) whereas the
C-D stretching should display a ca. —25cm ™! shift upon P C-
labeling at C(15) as predicted by the calculations. Consequently,
the invariant band at 1620cm™! is attributed to the C = C
stretching of ring D whereas—in view of the ca. —20 cm ™! shifts
in phyA-PCB-132C(15)—both the 1606 and the 1611 cm ™! appear
to correspond to C-D stretching (Figures 5A,B). This assignment
implies that these two modes originate from two PCB conformers
that differ with respect to the structure of the C-D methine bridge,
in line with the conclusions drawn from the analysis of the HOOP
region (vide supra).

Above 1620 cm ™!, the band-fitting analysis of the spectrum of
non-labeled phyA-PCB (Figure 5B) reveals two further bands at
1640 cm ! and, with rather low intensity, at 1635cm ™", Both are
marginally affected by '?C-labeling at C (15) but shift down in the
PCB-*C(5) adduct (Figures 5A,C) such that they coincide with
the C = C stretching of ring D to give a band envelope centered
at1620cm L.
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FIGURE 5 | Expanded view of the C = C stretching region of the RR
spectra of the Pfr state of phyA(PCB), including the fitted band
components. The left {A-C} and right panel (D-F) refer to the spectra
measured from samples in HoO and Do O, respectively. The spectra were
obtained from phyA-PCB adducts including the non-labzled PCB (BE; n.a.,
natural abundance) and the PCB chromophores 13C-labeled at position
C(15) (A,D) and C(5) (C,F). The main character of the individual modes is

NH ip mf}a-c C-D D.A- . ‘ Mﬁmc apA-B,D. .
1550 1600 1650 1550 1600 1650
Av/cm’” Avicm™

indicated by colored Lorentzian functions and abbreviations, i.e., A-B
stretching (red); C-D and ring D C = C stretching (blug), B-C and ring B C =
C stretching (green); N-H ip bending of rings 8 and C (magenta). The spectra
were measured from buffered H» O or DoO solutions (pH 7.8 or pD 7.8) with
1084 nm excitation at —140°C., Further details are given in the text (Sections
Resonance Raman Spectroscopy and Results). For the quality of the fits, see
Supplementary Material Figure S1.

H/D exchange at the pyrrole nitrogens affects not only the
NH ip mode but also the methine bridge modes due to the
admixture of small contributions of the N-H ip coordinates
of the neighboring pyrrole rings. These shifts are expected
to be <10cm ™! for the C-D stretching but 10—15cm ™! for
the A-B and B-C stretching, as predicted by the present QM
calculations (Supplementary Material) and observed in previous
studies on the Pfr state of BV-binding phytochromes (Salewski
et al., 2013). Indeed, our experimental findings accord with
this (Figures 5D-F). Since the C = C stretching of ring D
is not affected by D/H exchange, this band overlaps with
those originating from the downshifted A-B stretchings in the
spectra of the deuterated sample (Figures 5D,E). The additional
downshift of the A-B stretchings upon '*C-labeling at C(5)
then leads to the overlap with the non-shifted C-D stretching
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(Figure 5F). A summary of the assignments of the C = C
stretching region is given in Table 1. Note that the correlation
between modes of the non-labeled and labeled chromophore
is an approximation. Each change of atomic masses (1*C/12C;
D/H) affects all solutions of the vibrational eigenvalue problem
and thus frequencies, intensities and character (i.e., the potential
energy distribution—PED) of all modes. Although the effects
are particularly strong for modes dominated by coordinates of
the label site, notable changes may also be observed for other
modes that cannot be predicted by intuition. One instructive
example refers to the B-C stretching which is known to be IR
active but exhibits only low Raman activity (Schwinté et al.,
2008) such that it can hardly be identified in the RR spectra.
Previous IR studies have assigned this mode to a band between
1580 and 1590 cm ! (Schwinté et al., 2008) and thus is attributed
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TABLE 1 | Band components in the C = C stretching region of the RR spectra of the Pfr state of phyA-PCB obtained by the fitting analysis®.

ModeP n.a. HyO 13¢(5) Ho0 13¢(15) HoO n.a. D0 13¢(5) DO 13¢(15) D0
viem=1 lrel wem=1 lret viem=1 | viem~1 Irel viem—1 lrel wiem—1 Irel
AB 1639.9 18 1638.4 21 163024 11
X 1626.54 8 X
1635.0 5] 1619.8° 40 1632.9 7 1618.1¢ 27
oe 1619.8 a3 1621.1 17 1612.5 35 1621.1 28
cD 1610.5 20 16109 33 1584.2 32 1605.0 11 1598.8 [{] 1568.8 28
1605.5 71 1605.1 62 1589.8 70 1588.4 84 1606.3 28 1587.7 48
15857 5 15811 5]
BC 1597.3 10 1579.1 32
1578.9 4 1571.9 5
N-Hip 1555.5 a3 1655.3 28 1554.0 41 - - - - - -

2[ata refer to the unlfabeled (n.a.) and 2C-labeled PCB bound to phyA in Ho0 and D0,

b The main coordinate of the mades fs indicated by AB, CD, BC, and D referring to the C = C streiching of the respective methane bridges and of ring D, and by NH ib, denoting the

MN-H in-plane bending of the rings B and C.
“Not resolved in terms of the two AB and the D band components.
9ot resolved in terms of the two AB band components.

to the weak band at 1585cm™! in the spectrum of phyA-PCB
(Figure 5B). In the spectrum of the deuterated PCB adduct 1*C-
labeled at position C(15) a distinct band at 1569 cm ™! is observed
(Figure 5D) for which the B-C stretching is the only plausible
assignment. Most likely, the intensity increase is due to an altered
PED, presumnably by a stronger contribution of the ring BC=C
stretching coordinate.

Altogether the analysis of the C = C stretching region
(Figure 5; Table 1) indicates a conformational heterogeneity of
the PCB chromophore associated with sub-states differing with
respect to the C-D and A-B methine bridges.

Correlated Spectral Changes

The band-fitting analyses of the RR spectra in the C =
C stretching region was extended to the Pfr states of
all phytochromes studied in this work reflecting different
distributions among the sub-states. Due to the strong overlap
with the ring D C = C stretching, the intensity determination
of the two conjugate C-D stretching modes is uncertain. Thus,
we will restrict the discussion to the A-B stretching modes
which are somewhat separated from the other modes in this
region. As already shown by the spectra in Figure3 (right
panel), the intensity ratio of the high- and low-frequency A-
B stretching component is different for the Pfr states of the
various phytochromes, in analogy to the changes in the HOOP
region (Figure 3, left panel). In fact, the intensity ratios R; of
the HOOP and A-B stretching mode components as implied
by band fitting are correlated (Figure 6), suggesting a coupling
of the conformational differences at the C-D methine bridge
(HOOP mode) and the A-B methine bridge (A-B stretching)
that characterize the two apparent sub-states. Interestingly, a
distinct coupling correlation is observed for the HOOP and C =
C mode for Cph2 and its Y47H mutant compared to the other
phytochromes. This is likely to be a result of the solvent exposure
of the A-B ring moiety of the PCB chromophore that is caused by
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FIGURE 6 | Plot of the reciprocal intensity ratios of the high- to
low-frequency components of the A-B stretching mode (Re—¢) and the
HOOP mode (C-D methine bridge; Ryoop), determined from the RR
spectra of the Pfr states of various phytochromes by band fitting
analyses. The solid line represents the fit of a parabolic function to the data
points.
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the lack of a shielding PAS domain present in the other studied
phytochromes (Anders et al., 2013).

To determine the energetic difference between the two sub-
states we analyzed the temperature-dependence of the sub-
state distribution on the basis of the HOOP mode components.
Indeed, temperature-dependent measurements in the range
between 293 and 233 K reveal small spectral changes, particularly
in the HOOP region. However, in many cases spectral analysis
was aggravated by the interference of temperature-dependent
contributions of the Pr state. Thus, we have restricted the
quantitative analysis to the spectra of Agpl-V249C which
included the lowest and largely temperature-independent Pr
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FIGURE 7 | van't Hoff plot of the intensity ratio of the high- to
low-frequency components of the HOOP mode (Rygop) of the Pir
state of Agp1-V¥249C determined from a band fitting of the spectra
measured as a function of the temperature. The solid line represents a
linear fit to the experimental data.

contributions because the quantum efficiency of the Pfr to
Pr photoconversion is extraordinarily low (Lamparter et al,
2002; Schumann et al., 2008). The intensity ratio of the HOOP
modes of Pfr (Ryoop, high- to low-frequency), proportional to
the equilibrium constant between the two sub-states, can be
described by the van’t Hoff equation (Figure 7) leading to an
enthalpy difference between the two sub-states of 3.6 kJ.M 1.

Time-resolved Vibrational Analysis: C = O
Stretching Region

Conformational heterogeneity of the PCB chromophore with
respect to the C-D and A-B methine bridges could be reflected by
carbonyl stretching absorptions of ring D and ring A. We used
temtosecond time-resolved IR spectroscopy to study the carbonyl
bleaching bands of the unlabeled PCB chromophore upon Pfr
photoexcitation within a C/"®N-labeled Cphl apoprotein.
Upon excitation at 710 nm ultrafast absorption dynamics are
displayed in the spectral range from 1660cm™! to 1750 cm™!
(Figure 8). Positive signals belong to excited state absorption,
while negative (bleaching) signals around 1708cm™!, and
1724cm™! are due to C(19) = O stretching vibrations, and
C(1) = O stretching vibrations, respectively (Figure 8, upper
panel) (Yang et al., 2012). The C(19) = O stretching vibration
bleaching signal around 1708 cm ™! consists of two contributions
at 1702cm™! and 1709cm™! simulated with band integrals
of —12, and —20, respectively (Figure 8, upper panel). The C(1)
= O stretching vibration bleaching signal exhibits a double peak
feature with maxima at 1724cm™!, and 1729 cm™ L However,
due to low signal strength this feature is simulated with a single
bleaching band at 1725 cm™. At 100 ps delay time the initial Pfr
photoreaction is finished and the remaining signals only consist
of the negative bleaching signals and the positive photoproduct
absorption signal of Lumi-F (Figure 8, lower panel). Since
ring A is not involved in the primary photochemical process,

Absorbance change/mQOD

10.1 mOD

1700 1720 1740

Aviem™

1660 1680

FIGURE 8 | Transient spectra of femtosecond time-resolved Vis pump
IR probe experiments of the Pfr form of Cph1 upon excitation at

710 nm. Upper panel: Decay associated spectrum calculated for delay time
zero (plack line), and simulated Lorentzian profiles {dotted lines); excited state
contributicn at 1697 cm™ (magenta), bleaching signals at 1702 em—! {green),
1709cm ! {blue), and 1725cm 1 {orange}. Lower panel: Absorbance
spectrum at 100 ps delay time, and simulated Lorentzian profiles (dotted lines);
Lumi-F contribution at 1724 cm 1 {red), bleaching signals at 1702 cm 1
{green), and 1709 cm—! {blus}.

no signals of the C(1) = O stretching vibration remain after
photoisomerization. The C(19) = O stretching vibration signals
around 1708 cm™! can be assigned to two contributions at
1702cm™! and at 1709cm ™' with simulated band integrals
of —1.8, and —3.1, respectively. The positive Lumi-F signal is at
1724cm™ 1,

The bleaching bands provide information on the ground state.
The transient spectra demonstrate two closely-spaced bleaching
bands of the C(19) = O stretching vibration at 1702cm ™" and
at 1709 cm™! with relative intensity ratio of I1702/T1709 = 0.6.
This assignment implies two modes originating from two PCB
conformers in the Pfr state that differ with respect to the structure
of the ring D carbonyl mode, in agreement with the conclusions
drawn from the analysis of the HOOP and C = C stretching
regions (vide supra).

Phytochromobilin-binding Phytochromes

All phytochromes studied in this work are able to attach P®B
at the same site as used for PCB. Previous comparative studies
of oat phyA3 already demonstrated that the different ring D
substituents (Figure 1) are associated with few spectral changes
(Kneip et al.,, 1997; Remberg et al., 1997). It was of interest to
determine whether the substituent affects the conformational
heterogeneity of the chromophore. Focusing on the P®B adducts
of phyA, Cphl, and Agp1-V249C (Figure 9), spectral differences
between the three phytochromes are noted in the entire spectral

Frontiers in Molecular Biosciences | www. frontiersin.org

July 2015 | Volume 2 | Article 37



Velazquez Escobar et al.

Conformation heterogeneity in phytochromes

819 1601

809 1600

1200 1400 1600

Aviem™

600 800 1000 1800

FIGURE 9 | Overview RR spectra of the Pfr states of phytochromes
studied here including the P#B chromophore. The spectra wera
measured from buffered Hp O solutions (pH 7.8) with 1064 nm excitation

at —140°C. Further detalls are given in the text (Seclions Hesonance Raman
Spectroscopy and Results).

range including the HOOP and the C = C stretching region, as
for PCB adducts.

The HOOP region displays two overlapping bands
with different relative intensities in the three spectra
(Figure 10). These intensity variations are accompanied

by shifts predominantly of the high-frequency component.
In phyA(P®B), the latter band clearly dominates, whereas
both components are of similar intensities in the spectra of
Cphl(P®B) and Agpl-V249C(P®B). As for PCB, quantum
chemical calculations predict only one Raman-active mode
in this region at 825cm™! that originates from the HOOP
coordinate of the C-D methine bridge (Supplementary Material).

In the high-frequency region (Figure 11), the calculations
predict again five modes between 1550 and 1650cm™! with
similar mode composition as for PCB, except for the C =
C stretching mode of ring D (Supplementary Material). For
P®B, this mode up-shifts to higher frequencies compared to
the C-D stretching mode due to the admixture of the C = C
stretching coordinate of the vinyl substituent. The assignment
of the individual bands in this region otherwise follows the
same scheme as that for the PCB adducts (Table 1). Accordingly,
the C-D stretching corresponds to the strongest band which is
found at essentially the same frequency in all three proteins (ca.
1600 cm™~!; Figure 11). The band at ca. 1555 cm™! is attributed
to the N-H ip as it disappears upon H/D exchange (Kneip et al.,
1999), whereas the weak band on the low frequency side of the C
D stretching is due to the B-C stretching, in line with previous IR
spectroscopic data (Schwinté et al., 2008). On the high-frequency

Frontiers in Molecular Biosciences | v frontiersin.org

819

phyA 802

t

Cph1

{51 0
Agp1
\V249C
760 780 800 820 840 860
Av/icm’™

FIGURE 10 | Expanded view of the HOOP region of the RR spectra of
the Pfr states of phytochromes studied here including the P#B
chromophore (see Figure 8). The specira were measured from buffered
Hx solutions (pH 7.8) with 1084 nm excitation at —140°C. Further details are
given in the text (Sections Resonance Raman Spectroscopy and Results).

side of the C-D stretching, the number of bands that are resolved
by band fitting differs for the three phytochromes. In phyA and
Cphl the two bands between 1634 and 1644 cm™! are assigned
to the A-B stretching in analogy to the spectra analysis of the
PCB adducts (Figure 5), pointing to two sub-states with slightly
different conformations of the A-B methine bridge. Thus, the
remaining bands at 1620 and 1626 cm™! in phyA and at 1605,
1609, and 1621 cm™! in Cph1 (Figure 11) can in principle only
be assigned to a second C-D stretching mode (in addition to the
band at ca. 1600 cm™!) and to one or two ring D modes, pointing
to conformational heterogeneity at the C-D bridge or ring D. In
contrast, the spectrum of Agpl-V249C(P®B) displays a different
picture inasmuch as the total number of bands identified by the
band-fitting analysis just agrees with the theoretically-predicted
number of modes. Thus, the evident structural heterogeneity
of the C-D methine bridge conformation as mirrored by the
HOOP modes (Figure 10) has only marginally affects the C =

C stretching region.

Discussion

The present study has demonstrated that the Pfr states of a
number of PCB- and P®B-binding phytochromes display a
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FIGURE 11 | Expanded view of the C = C stretching region (including
fitted band components) of the RR spectra of the Pfr state of
phytochromes studied here carrying the P&B chromophore. The main
character of the individual modes is indicated by colored Lorentzian functions
and abbreviations, i.e., A-8 stretching (red); C-D and ring D' C = C stretching
(blue); 8-C and ring B C = C stretching (green); N-H ip bending of rings B and
C (magenta). The spectra were measured from buffered Ho O solutions (pH

7 .8) with 1064 nm excitation at —140°C. Further details are given in the text
(Sections Resonance Raman Spectroscopy and Results). For the quality of the
fits, see Supplementary Material Figure 51.
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structural heterogeneity of the chromophore involving two main
sub-states, differing at the A-B and C-D methine bridges. The
sub-states are populated to different extents in the phytochromes
studied. The underlying structural differences are probably small
since they affect only a few marker bands whereas most of the
conjugate modes coincide.

Structural Differences between the Sub-states

The structural differences associated with the C-D methine
bridge are reflected by the HOOP, and the C = C stretching,
and the C = O stretching mode, Inspection of Figure 3 shows
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10

Conformation heterogeneity in phytochromes

that the intensity ratio of the high- to low-frequency HOOP
component decreases in the order Cph2-W'T < Cph2-Y47H <
phyA < Agpl-V249C < CphA < Cphl. Unfortunately, the
overlap of the C = C stretching mode of the ring D with those
of the C-D methine bridge hampers reliable determination of
the relative intensities of the latter modes even by band-fitting
analyses. 'This uncertainty is particularly large for the two
Cph2 variants in which the PAS domain is missing and the
chromophores are partially exposed to the solvent as well as for
Cphl. However, the remaining phytochromes display a tendency
that can even be seen in Figure 3 inasmuch as the high frequency
component of the C-D stretching increases in intensity according
to phyA < Agpl-V249C < CphA. For these phytochromes, the
low-frequency HOOP and the high-frequency C-D stretching
component can readily be ascribed to one conformer, Pfr-I,
whereas the high-frequency HOOP and the low-frequency
C-D stretching component are attributed to the second
conformer, Pfr-I1I. In view of the strong spectral similarities

between phyA(PCB) and phyA(P®B), this conclusion
also holds for plant phytochrome A carrying its natural
chromophore.

The coexistence of two conformers differing with respect
to the HOOP and methine bridge modes is reminiscent of
the results obtained for the Pfr states of BV-binding bacterial
phytochromes shown previously (Salewski et al., 2013). In
that case, quantum-mechanics/molecular-mechanics (QMMM)
hybrid methods could be employed for a more profound analysis
of spectra-structure relationships due to the availability of a
well-resolved 3D structure of the bathy phytochrome PaBphP
from Pseudomonas aeruginosa (Yang et al., 2008). The study
demonstrated an inverse correlation of the HOOP frequency
with the C(14)-C(15)-C(16)-N(D) dihedral angle, whereas the
C = C stretching frequency was directly correlated with the
N(C)-C(14)-C(15)-C(16) dihedral angle and inversely correlated
with the C(15)-C(D) bond length (Salewski et al., 2013). An
increase of both dihedral angles, as reflected by a downshift of
the HOOP and an upshift of the C = C stretching mode, thus
corresponds to an increased torsion of ring D with respect to ring
C. Adopting the approximately linear relationship between the
C = C stretching frequency and the dihedral angle with a slope
of 0.65 degree/cm™!, as previously determined for the Pr state
of phyA and Cphl (Mroginski et al., 2011b), the torsional angle
between rings C and D should be =10° larger in Pfr-I than in
Pfr-11 in the case of phyA.

An increased torsion of ring D with respect to ring C by about
10° permits formation of an additional hydrogen bond to ring
D. Structural investigations on Cphl demonstrated two possible
hydrogen bonds on ring D between C(19) = O and Tyr263,
and between N(D)-H and Asp207 (Song et al., 2013). Structural
flexibility of the chromophore and ring D makes formation of
one hydrogen bond more likely. Hydrogen bonds to carbonyl
groups induce a red-shift of the frequency, as well as formation
of hydrogen bonds to adjacent N-H groups. Thus, the conformer
Pfr-1 with a more twisted ring D is related with two hydrogen
bonds on ring D, and conformer Pfr-1I with one hydrogen bond
on ring D in Cphl. This is supported by the intensity ratio
Pfr-11 / Pfr-1 of 0.6 of the C(19) = O stretching vibrations at
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room temperature. It might be that the different twist angles
in Pfr-I and Pfr-11 predetermine the heterogeneous excited state
dynamics of the Pfr state which in turn leads to twe different
reaction channels to the Pr state (Kim et al., 2014a). The recent
CD spectroscopic analysis of algae phytochromes (Rockwell
et al, 2014) is interesting in this context. That study revealed
a structural heterogeneity of the Pfr chromophore, presumably
associated with the rings A and D. The authors pointed out that
similar CD signatures were also found in previous work on Cphl
(Borucki et al., 2003; Rockwell et al., 2009), implying similar
conformational differences.

The structural differences between the two conformers also
include the A-B methine bridge. For phyA, Agp1-V249C, and
CphA the low-frequency component of the A-B stretching can
be related to the low-frequency component of the HOOP mode
(Figure 6) and thus attributed to Pfr-I. For BV-binding proteins,
the frequency of the A-B stretching was found to be directly
correlated with the C{5)-C(6)-N(B) and N(B)-C(9)-C(10) bond
angles (Mroginski et al., 2011b) indicating that a decrease of these
bond angles accompanies the increased twist around the C-D
methine bridge.

For Cph2-WT, Cph2-Y47H, and Cphl carrying the PCB
chromophore as well as for the P& B adducts of Agp1-V249C and
Cphl, the correlation of the individual marker band components
and their assignment to Pfr-I and Pfi-II is not unambiguous.
Thus, it cannot be ruled out that in one conformer changes
of the two dihedral angles of the C-D methine bridge partially
compensate each other such that the net effect on the twist
between the rings C and D is small.

Transition between the Conformational
Sub-states and Chromophore Dynamics
Temperature-dependent measurements of Agpl-V249C have
revealed a reaction enthalpy of 3.6 kL.M~! for the transition
from Pfr-1 to Pfr-1I and thus nearly a factor of 2 smaller than
that determined for the same transition in the BV-binding Agpl-
WT (Salewski et al., 2013). Intuitively, the reduction of the C-D
methine bridge twist angle would likely be an exothermic process.
However, a putative enthalpy gain due to the slight relaxation
at this methine bridge may be overcompensated by concomitant
structural changes which, in the case of Agp1-V249C, include a
decrease of the bond angles between ring B and the neighboring
methine bridges as discussed above. In addition, it might be
that the decrease of the C-D methine bridge torsion additional
also involves a loss of a hydrogen bond of ring D as suggested
for Cph1(PCB) on the basis of time-resolved IR measurements
(vide supra). In fact, hydrogen bond changes in the chromophore
pocket might represent the energetically dominant process for
the transition between Pfr-1 and Ptr-11.

The present cryogenic studies do not provide any information
about the kinetics of the transition but one may define a lower
limit taking inte account previous NMR spectroscopic results
on Cphl(PCB) indicating a uniform and rigid chromophore
structure (Song et al, 2013). However, conformers that
interconvert faster than the magnetic relaxation times are not
distinguishable. Thus, we conclude that the conformational
heterogeneity detected in the static RR and time-resolved IR

experiments for the Pfr state reflects a fast conformational
dynamics of the tetrapyrrole which proceeds within nanoseconds
or faster. More generally, this interpretation is in line with the
conceptual view of correlating structural heterogeneities derived
from static experiments with structural dynamics (Ren et al,
2013). Furthermore, the present results accord with previous
evidence for chromophore heterogeneity (i.e., dynamics) from
time-resolved spectroscopic studies (e.g., Schruidt et al., 1998;
Sineshchekov et al, 1998; Sineshchekov, 2004; Kim et al.,
2014a,b). However, it contrasts with the heterogeneity of the Pr
state, that is slow enough to be resolved by NMR spectroscopy
and is probably caused by changes of the chromophore
and its environment on a larger scale than in Pfr, perhaps
by solvent redistribution within the chromophore binding
site.

Chromophore Structural Dynamics and Thermal
Back Conversion

Among BV-binding bacteriophytochromes, only those with
a resting Pr state show Pfr structural heterogeneity of the
chromophore, proposed to be related to the capability of the
chromophore to undergo a thermal isomerization and reversion
to Pr (Salewski et al., 2013). Tt was suggested many years ago that
thermal chromophore isomerization might require the transient
formation of an enol form in the case of Pfr — Pr reversion
in canonical phytochromes (Lagarias and Rapoport, 1980). In
fact, this has recently been proven for the Pr — Pir reversion in
bathy phytochromes (Velazquez Escobar et al., 2015). Howerver,
in view of the slow Pfr — Pr dark reversion of the phytochromes
studied in this work (with time constants in the order of hours), a
detectable contribution of an enolic tetrapyrrole to the RR spectra
is neither expected nor apparent.

Vierstra and coworkers have recently analyzed the effect of
mutations in plant phytochromes on the dark reversion (Zhang
et al., 2013). Although most of these experiments were based
on Arabidopsis phyB, the results are likely to be relevant also
for phyA and the phytochromes studied in this work since the
mutations referred to conserved amino acids. As an example,
the substitution of the positively-charged Arg352 (317 in oat
phyA3, 254 in Cphl) by Ala slows down Pfr — Prdark reversion,
corresponding to a stabilization of the Pfr state. In view of the
present results, this effect can be explained by the conformational
dynamics of the A-B and C-D methine bridges. The salt bridge
between Arg352 and the ring B propionate might fix that part
of the chromophore to allow D-ring interactions to twist the C-
D rmethine bridge, eventually leading to £ — Z isomerization
of the chromophore and the subsequent relaxation to the Pr
state. Removal of the salt bridge in the Arg352Ala mutant might
allow the A-B moiety to move, preventing the C-D torsion
and thereby lowering the probability of E — Z isomerization.
Similar explanations are possible for the effect of other
substitutions in the chromophore pocket on thermal Pfr — Pr
reversion.

In summary, we demonstrate that the chromophore in the
Pfr states of canonical (PCB- and P®B-binding) phytochromes
displays a conformational heterogeneity associated with
movements at the A-B and C-D methine bridges that may be
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tunctional for the thermal decay of the photoactivated state of
the photosensor.
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We combined femtosecond (fs) VIS pump-IR probe spectroscopy with fs VIS
pump-supercontinuum probe spectroscopy to characterize the photoreaction of the
hexacoordinated Al(tpfc-BrgH(py). in a comprehensive way. Upon fs excitation at
~400nm in the Soret band, the excitation energy relaxes with a time constant of
(250 + 80) fs to the S, and S electronic excited states. This is evident from the rise
time of the stimulated emission signal in the visible spectral range. On the same
time scale, narrowing of broad infrared signals in the C=C stretching region
around 1500cm ! is observed. Energy redistribution processes are visible in the
vibrational and electronic dynamics with time constants between ~2 ps and ~20
ps. Triplet formation is detected with a time constant of (95 & 3) ps. This is tracked
by the complete loss of stimulated emission. Electronic transition of the emerging
triplet absorption band overlaps considerably with the singlet excited state
absorption. In contrast, two well separated vibrational marker bands for triplet
formation were identified at 1477cm * and at 1508 cm !. These marker bands
allow a precise identification of triplet dynamics in corrole systems. © 2016
Author(s). All article content, except where otherwise noted, is licensed under a
Creative Commons Attribution (CC BY) license (http.:/lcreativecommons.org/
licenses/by/4.0/}. [http://dx.doi.org/10.1063/1.4949363]

I. INTRODUCTION

Corroles are developing class of photosensitizers with significant chemical and photophysi-
cal properties and relatively unexplored potential.l’2 The simple and efficient procedure of cor-
roles synthesis combined with readily tuned physical and chemical characteristics by varying
the peripheral substituents,3’6 central metal,s’7 and axial lig.smdsg’9 has revived substantial inter-
est in employing these contracted porphyrinoids in various fields. Examples for application of
the corroles include dye-sensitized solar cells,1¢ photodynamic therapy,ll"13 photodynamic
detection, ' photodynamic inactivation of mold fungi and green algae,15’16 regular and sophisti-
cated optical imaging,”’18 formation of singlet oxygen for ca‘calysis,lg’21 and corrole-based
electron and energy transfer systems.zz_24 In this context, the ability to control the corrole’s pa-
rameters such as fluorescence,®* phosphorescence,%“29 and singlet oxygen quantum yield,?’0
enelrgy,g’1 and lifetime of their photoexcited states?®*** {5 fundamental in optimizing the cor-
role based photocatalysts for their specific application.’® However, there are very few in-depth
reports on the physical and spectroscopic features of corroles. The most striking example is
vibrational spectroscopy (IR, RR, and more sophisticated methods), very well established for
p01*[t)hyri11336_39 but very limited for corroles.“*® What is more, there is only one prior publica-
tion that focused on the ultrafast vibrational processes involved therein.** A recent study on
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other corrole systems investigated electronic dynamics from femtoseconds to microseconds, but
a separation of singlet and triplet dynamics on the short time scale remained difficult.” An
improved insight into the fundamental properties of post-transition metallocorroles is hence
clearly required for learning how to utilize them in potentially practical applications.

Il. RESULTS AND DISCUSSION

In this study, we investigated hexacoordinated aluminum(IIl) 2,3,7.8,12,13,17,18-octab-
romo-5,10,15-tris(pentaflucrophenyl) corrole, Al(tpfc-Brg)(py),, upon excitation at the high
energy side of the Soret band at 400 nm. The absorption spectrum exhibits a Soret band maxi-
mum at 445nm, and two maxima in the Q band at 600nm and 637 nm, resulting from the Sy
— S, transition and Sg — S, transition,* Fluorescence maxima were observed at 643 nm and
704nm, as depicted in Fig. 1. Two pyridine ligands are located above and below the corrole
plane, directly interacting with the aluminum (see Fig. 1 inset).

The electronic dynamics were studied by femtosecond VIS pump-supercontinuum probe
spectroscopy on a time scale from femtoseconds to 280 ps. We investigated the dynamics in a
broad spectral range from 500nm to 975nm with a system response of ~100 fs. Figure 2(b)
presents the difference absorbance change upon photoexcitation in a 2D map. Bleaching and
stimulated emission signals (negative) are shown in blue, while increased absorption due to
excited state and product bands as triplet absorption are colored in red. As displayed in Fig.
2(b), the positive signal from 500 nm to 574 nm, the positive signal from 670nm to 975 nm, as
well as the negative signal from 574nm te 670 nm appear instantaneously upon excitation. We
assign the positive signal to singlet excited state absorption, and the negative signal to bleach-
ing absorption of the ground state. On a time scale of a few hundred femtoseconds, negative
signals rise at the position of the fluorescence at around 650nm and around 710nm (see also
Fig. 3). We assign these signals to stimulated emission. On a longer time scale of 100 ps, these
stimulated emission signals vanish completely, indicating the decay of the electronic excited
singlet state. On the same time scale, the bleaching signal from 570nm to 625nm increases,
due to the loss of the singlet excited state absorption in this spectral range. This is well visible
in Fig. 3 for long delay times. This demonstrates the triplet formation on a time scale of 100
ps. since the bleaching signal does not recover, while the stimulated emission signal, reflecting
singlet excited state population, vanishes completely.

In Fig. 3, we display the absorbance difference spectra as a function of wavelengths at dif-
ferent delay times. The complete loss of stimulated emission signals around 650nm and around
710nm is clearly visible, enabling a definite assignment of the triplet state. Around 600nm,

03—
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0.1+ py= pyridine

0
400 450 500 550 600 650 700 750 800
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FIG. 1. Absorptien spectrum (black) and emission spectrum (wine) of Al(tpfe-Brg)(py)s; excitation wavelength is indicated
by a blue bar at 403 nm; inset: Molecular structure of Al(tpfe-Brg)(py)a.
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FIG. 2. A. Upper panel: Infrared absorption spectrum of Al(tpfc-Brg)(py), in the investigated spectral region. Lower panel:
2D map of the vibrational absorbance change upon excitation at ~400nm as a function of wavenumber and delay time.
Negative signals (blue) indicate bleaching signals, while positive signals (red) are due to singlet excited state absorption
and triplet absorption. B. Upper panel: Visible absorption spectrum of Al(tpte-Brg)(py)s (black line) and fluorescence signal
(red line) in the investigated spectral region. Lower panel: 2I> map of the absorbance change as a function of wavelengths
and pump-probe delay time. Excitation at the same wavelength ~400nm. Positive signals (red) show excited state and tri-
plet absorption; negative signals (blue) indicate bleaching and stimulated emission signals. The transient changes of both
experiments can be compared directly.

a strong effect of the decaying singlet excited state absorption is displayed; while for wave-
lengths longer than ~670 nm and for short wavelength around 500 nm, a significant positive sig-
nal remains. We afttribute this remaining positive signal to triplet absorption. Triplet generation
in BrgAl(tpfc)(py), was previously observed by the time resolved EPR studies.” Importantly, the
spectral shape of singlet excited state absorption and triplet absorption are strongly overlapping,
and thus difficult to separate.

Transients at selected wavelengths are presented in Fig. 4. At short wavelengths around
500nm (red line, Fig. 4), the transient absorbance change is minor, because the loss of singlet
excited state signal around 100 ps is compensated by the newly generated triplet signal on the
same time scale. This indicates a reaction pathway from the singlet excited state to the triplet
state. Transients at 550nm (dark yellow line) and 590nm (green line) in Fig. 4 illustrate the
increase of the negative bleaching contribution on a time scale of ~100 ps, due to the loss of

Absorbance change [mOD]

500 600 700
Wavelength [nm]

FIG. 3. Absorbance changes of Al(tpfc-Brg)(py): as a function of wavelength at different pump-probe delay times. Positive
signals indicate increased absorption upon excitation at ~400 nm, while negative signals are due te reduced absorption.
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Absorbance change [mOD]

10
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FIG. 4. Transients of the visible dataset upon excitation of Al(tpfe-Brg)(py)z at ~400nm (thick solid lines). Simulations of
the transients are presented by thin lines.

singlet excited state absorption. In this spectral range, the triplet absorption is smaller than the
singlet excited state absorption and cannot compensate the loss of positive signal anymore. At
wavelengths of 640 nm (blue line), 650 nm (purple line), 660 nm (wine line), and 710nm (black
line}, the negative signal rises within a few hundred femtoseconds, stays nearly constant, and
decays on a time scale of ~100 ps. The transient at 770 nm (grey line) in Fig. 4 exhibits an in-
stantaneous rise to a positive signal due to the singlet excited state absorption that decays on a
time scale of ~100 ps to a smaller positive signal. The remaining positive signal is not vanish-
ing, reflecting triplet absorption.

Global simulation of the dataset with a multi exponential approach results in three relevant
time constants of 7; = (0.25 = 0.08) ps, 7, = (6 = 2) ps, 13— (95 = 3) ps, and a constant 7. The
decay associated spectra (DAS) for these time constants are shown in Fig. 5. Here, we can use
a true sequential model with a sequence of several steps. Upon excitation, the singlet excited
state in the Soret band is formed instantaneously, followed by transfer to the singlet excited
state of the Q band accompanied with the rise of stimulated emission with 250 fs. On the pico-
second time scale, energy relaxation processes occur in the singlet excited state, followed by a
complete singlet excited state decay into the triplet manifold with 95 ps. The constant compo-
nent in Figure 5 reflects the difference between ground state bleaching and triplet absorption.

40+ _

Absorbance change [mOD]

50 | _
—(0.25 £ 0.08) ps |
— (6+2)ps
40 -
0 — (95 £ 3) ps
— const
ST absorption
fluorescence
-80 i 1 i i 1 x
500 600 700 800

Wavelength [nm]

FIG. 5. Decay associated spectra (DAS) of the visible dataset upon excitation of Al{tpfe-Brg)(py)z at ~400nm. Absorption
(grey line) and fluorescence (pink line) are scaled and pletted for comparison.
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As a result of the sequential model, the presented decay associated spectra {(DAS) in Figure 5
show the decay and rise of intermediate states with the given time constants.

The DAS of 7; (DAS;) exhibits positive signals at the spectral positions of the fluorescence
maxima, and small negative signals around 600 nm. This demonstrates that the stimulated emis-
sion rises with a time constant t;, and probably small excited state absorption increases around
600nm. The DAS, exhibits a derivative like pattern with positive/negative contributions at
609nm (—)/643nm (+) and 674nm (—)/702nm (+) and a time constant of about 6 ps (blue
line Fig. 5). This can be interpreted as cooling of vibrational modes coupled to the singlet
excited state absorption, resulting in spectral shifts and namowing of the stimulated emission.
Extending the global fit to five exponentials results in splitting of DAS, in two contributions.
This is presented in Fig. S1 with two time constants of 2 ps and 18 ps for cooling.50 DAS; has
negative signals at spectral positions of the fluorescence, significant positive signals around
600nm, and small positive signals around 500 nm and 800nm. We assign time constant 73 to
the singlet excited state decay and triplet formation. Positive signals indicate decay of the sin-
glet electronic excited state signal that is not compensated by the triplet absorption, and nega-
tive signals indicate the decay of the stimulated emission signal. Note that the stimulated emis-
sion signal vanishes completely, best visible at around 700 nin.

Since the stimulated emission and the electronic absorption spectra of excited state, triplet
state, and ground state provide considerable spectral overlap, we decided to investigate the
vibrational marker band region around 1500 cm ™! after excitation at ~400 nm.*

The absorbance change upon excitation as a function of wavenumber and delay time is pre-
sented as a 2D map in Fig. 2(a) lower panel. Observed are pronounced bleaching signals at
1501cm™! and 1523 cm™?, matching the positions of the absorption bands in Fig. 2{a) upper
panel. These bleaching signals were assigned to C=C stretching vibrations {C=C); and
p{(C=C), at 1501 cm™" and 1523 e, respectively. The bleaching band around 1470 cm™! in
Fig. 2(a) is indicated by a small perturbed free induction decay signal* at delay times before
time zero in Fig. 2(a). This negative signal is masked by positive contributions for all detected
delay times up to 300 ps. Upon excitation, we observe strong positive signals red-shifted to the
bleaching bands at 1501 em ™" and 1523 cm™! due to the vibrations in the singlet electronic
excited state. We assign these vibrations to (C=C);* and 1(C=C),* vibrations in the §; elec-
tronic excited state. On a time scale of a few hundred femtoseconds, the positive bands show a
significant broadening to lower energy frequencies. We assign this feature to excitation of
higher low-frequency vibrational states in the Sy, i.e., a hot population of the observed vibra-
tions due to fast energy redistribution of the excess energy. A striking feature in Fig. 2(a) is the
decay of the 1 {C=C)* and 1{(C=C),* signals on a time scale of 100 ps, exactly the time scale
when stimulated emission signal vanishes in Fig. 2(b). Accompanied with this decay, new posi-
tive signals rise at 1480cm " and 1506cm™'. We assign the decay of the {C=Cx* and
v(C=C});* absorption to a decay of the singlet excited state, and the rise of the positive signals
at 1480 cm™" and 1506 cm ™" to triplet formation. Hence, the new emerging bands at 1480 cm™"
and 1506 cm ! represent the marker bands for a triplet state in Al{tpfc-Brg)(py)2.

In Fig. 6, the absorbance difference spectra at different delay times are presented. At early
delay times, no signatures indicative of the triplet marker bands are visible. The positive signal
around 1540 cm ' exhibits a decay within a few picoseconds. This signal could reflect some
population persisting longer in the electronic excited state of the Soret band, resulting in a
strongly altered C=C stretching frequency. The early delay times from a few ps to about 30 ps
are dominated by narrowing of the positive bands. The cooling effect is also visible by the
spectral shift of the zero-crossings on the low energy side of the bleaching signals at
1499cm ! and 1520cm *. These spectral shifts presented in Fig. $2 can be simulated with
time constants of (1.4 = 0.3) ps and (19 =+ 3) ps.50 This is corroborated by spectral shift of the
bleaching and stimulated emission band around 650 nm (see Fig. S2) with the time constants of
(1.2 =0.8) ps and (22 =2) ps.50 The difference spectrurn at 300 ps (red dots and line) in Fig. 6
mainly shows triplet absorption {(positive signals) and bleaching bands (negative signals).

Fig. 7 presents the transients at selected wavenumbers: At 1516cm™" (green triangles) and
1522em™! (yellow circles), a significant part of the dynamic changes in the sub picosecond
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FIG. 6. Vibrational absorbance difference spectra of Al(tpfc-Brg)(py). as a function of wavenumber at different delay
times. Positive signals are for increased absorption and negative signals for decreased absorption (bleaching bands).

time scale. On a time scale of about 20 ps positive/negative absorption pairs decay at
1495em™! (4)/1501em™" (=) and 1516ecm™" (4)/1522cm™" (). Positive absorption of the
transients at 1480cm™! (black dots) and 1506em™ (blue triangles) clearly increases around
100 ps, matching the triplet rise time of 95 ps in the visible data (Fig. 5).

In Fig. 8, we present DAS of the global fit of the vibrational data. We found at least five
components to simulate the data. The fast component with (200 + 100) fs decay time reflects
signal decay around 1460cm™" and shifting of bands around 1500cm™" and 1520cm™". Time
constants of (2.0=0.5) ps and (18 £3) ps show dispersive features around 1500cm™" and
1520 em™! reflecting cooling, narrowing, and spectral shifts of these bands. The spectral shifts
of the zero-crossings are presented in Fig. $2.°° Since vibrational dynamics are directly con-
nected to its electronic dynamics, commeon decay times describe the same dynamics. Thus, the
DAS with decay time of (80 * 8) ps displays the decay of the singlet excited state (positive sig-
nals) and the rise of the triplet absorption (negative signals). We obtain the same results upon
analyzing the lifetime map of the vibrational data (presented in Fig. $3).%°

In summary, we propose the following photoreaction scheme presented in [ig. 9. After
photoexcitation, the internal conversicn in the Soret band is ultrafast, and energy relaxation into

g — — 1458 cm’”
f#l —a— 1480 cm™”
4 —c— 1495 cm’
—=— 1501 cm™”
—— 1506 cm’
——1516 cm™
4——1522 cm™
—e—1538 cm’”

Absorbance change [mQD]

/

401234 10 100
Wavenumber [cm™]

FIG. 7. Vibrational transient data at selected wavenumbers as a function of delay time upon excitation of Al(tpfc-Brg)(py)2
at ~400 nm.
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S.

Absorbance change [mOD)]
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1460

FIG. 8. Decay associated spectra of the vibrational dynamics of Al{tpfe-Brg)(py)» upon excitation at ~400nm. Our true se-
quential model allows to interpret the spectra as spectra of intermediate states increasing/decaying with the given time
constant.

the Q band occurs with a time constant of 250 fs. In the Q band, energy relaxation processes
on the picosecond time scale take place (see Fig. 9). With a time constant of 95 ps all popula-
tion is transferred from the singlet excited state to the triplet state. We assume that this triplet
state is the Ty state, because we do not detect further relaxation processes on a time scale of
300 ps, but we cannot exclude that the populated triplet state is an excited triplet state. We con-
clude that 100% of the excited state population is transferred to the triplet state, since we do
not observe any bleaching recovery in the 95 ps time scale, and the stimulated emission signal
completely vanishes with this time constant.

Energy

’
Reaction coordinate

FIG. 9. Sketch of the proposed photoreaction pathways. Upon excitation, a fast relaxation to the Q band (S, S,) with a
time constant of 250 fs occurs, followed by energy redistribution processes with 2 ps and 20 ps. The complete excited popu-
lation is transferred to the triplet state with a time constant of 95 ps.
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lll. CONCLUSION

We present the first comprehensive analysis of the photoreaction dynamics of a brominated
corrole Al{tpfc-Brg)(py), by combining electronic and vibrational dynarmics for the first time.
We measured a very fast Soret to Q band transition with a time constant of 230 fs, which is
fast compared to non-brominated Al(tpfc)py with a time constant of 500 fs,** and other corrole
systems.323° The energy redistribution processes occur on a picosecond time scale, similar to
other corrole :systems.”"45

Nevertheless, electronic absorption bands overlap significantly and thus prevent a clear assign-
ment of triplet dynamics. We identified vibrational triplet marker bands at 1480 cm™ and
1506cm ™! as ideally suited for characterization of triplet formation and dynamics. In Al(tpfc-
Brg)(py), triplet generation takes place with a time constant of 95 ps, significantly faster than
intersystem crossing rates reported for free-base corroles and their germanium and phosphoras com-
plexes,32’45 and with an extraordinarily high yield of about 100%. This exceptional high triplet quan-
furn yield can be explained by the bromine atoms introducing a strong spin-orbit coupling. Hence,
Al{tpfe-Brg)(py), is a very promising candidate as a photosensitizer with an expected high singlet
oxygen yield. The identification of vibrational marker bands for separation of singlet and triplet
dynamic opens new strategies to investigate the triplet formation in corroles and related molecules.

IV. METHODS

Femtosecond laser pulses were generated starting from a fundamental ferntosecond laser
pulse delivered by a 1kHz Ti:Sa laser system {Coherent Legend USP, 80 fs pulses at 800 nm).
The fundamental beam was split into two parts for pump and probe pulse generation. The
pump pulses were generated by second harmonic generation in a BBO crystal with a pulse
energy of 0.25 ul.

Angle balanced femtosecond polarization resolved VIS pump-IR probe measurements were
applied as described elsewhere.*™" In short, the mid-IR probe beam is generated by a differ-
ence frequency mixing step from near-infrared signal and idler pulses generated by 800nm fs
pulses in a BBO crystal. Two reflections of the fs mid-IR pulse are taken as probe beams with
different polarizations used at the same time in the same sample volume to detect absorbance
changes. The system response was about 350 fs with pump focus of about 200 pm and probe
focus of about 150 pm. Absorbance changes with mid-IR polarizations parallel {A;,) and per-
pendicular {A,.) to the VIS pump beam polarization were detected. Isofropic absorbance
changes (A;,) were calculated by Ay, =(Ap,+2 Ap)/3. Here, we presented only isotropic
data. In the IR dataset, we observed a rising featureless background with a delay time. This
background is subtracted in the presented data. The background is probably induced by long-
lasting triplet generation.

For isofropic Vis pump—supercontinuum probe measurements, we used a sapphire white
light supercontinuurm with polarization angle between both beams set to the magic angle
(54.7°). Both beams were focused into the sample cell by a curved mirror. Behind the sample,
a filter (HR-800 mirror) was used to suppress the fundamental in the supercontinuum, and the
beam was focused into a prism-spectrometer (Stresing GmbH) equipped with a 512 pixel
InGaAs sensor. Every second pump beam was blocked by a chopper to record excited and not
excited sample volumes alternatively.*® The sample was moved perpendicular to the beam
direction to minimize reexcitation. The system response was better than 100 fs (typically ~80
fs). The Al(tpfc-Brg)(pyv), was synthesized as reported prf:*'\ficmsly.5’49 Al{tpfc-Brg){(py), samples
of about 0.008 mol/l were prepared with a maximal absorption of about 1 OD in the Q-band at
640nm in dg-toluene.
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Vibrational dynamics of the retinal all-zrans to 13-cis photoisomerization in
channelrhodopsin-1 from Chlamydomonas augustae {CaChR1} was investigated by
femtosecond visible pump mid-IR probe spectroscopy. After photoexcitation, the
transient infrared absorption of C-C stretching modes was detected. The formation
of the 13-cis photoproduct marker band at 1193 cm ' was observed within the time
resolution of 0.3 ps. We estimated the photoisomerization yield to (60 = 6) %. We
found additional time constants of (0.55 = 0.05)ps and (6 = 1)ps, assigned to
cooling, and cooling processes with a back-reaction pathway. An additional
bleaching band demonstrates the ground-state heterogeneity of retinal. © 2016
Author(s}. All article content, except where otherwise noted, is licensed under a
Creative Commons Attribution (CC BY} license (http./lcreativecommons.org!
licenses/by/4.0/ ). [http:/{dx.doi.org/10.1063/1.4948338]

I. INTRODUCTION

Light excitation of rhodopsins lead to various functionalities like sensing, ion pumping and
channeling across the biological membrane. Channelrhodopsins (ChR) are the only light-gated
ion channels in nature found so far. Originally, they are located in the eyespot of green algae to
mediate phototaxis. In these days, channelthodopsins are used in the vibrant field of optoge-
netics' where the protein is used to elicit action potentials in nerve cells by light. ChR have
been applied to unravel neuronal connectivity2 and to manipulate behavior in ChR-expressing
animals like worms and rodents.** Due to their application in living organisms, the detailed
understanding of the molecular mechanism after light excitation is of high interest.

Common to all rthodopsins, the initial step of photo-activation of channelrhodopsin involves
isomerization of the retinal chromophore. Most spectroscopic analysis has been performed on
channelrhodopsin-2 from Chlamydomonas reinhardtii (CrChR2).> Ultrafast pump-probe experi-
ments® provided evidence for retinal isomerization and formation of the first photoproduct to
take place with a time constant T of 400fs. Due to the fast deactivation of the excited state, the
impact of retinal isomerization on the protein surrounding was observed with a time constant of
0.5 ps by Vis-pump/mid-IR probe spec‘[roscopy.7

Much less is known about the photoreaction of the other light-activated cation channel of
C. reinhardtii, CrChR1, due to the difficulties in overexpression. However, channelrhodopsin-1
from related Chlamydomonas augustae (CaChR1) achieves high expression yields in the yeast
Pichia pastoris,8’9 Interestingly, CaChR1 comes with two distinct advantages for optogenetic
application. It has a slower inactivation under sustained illumination than CrChR1 and a
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red-shifted absorption maximum as compared to CrChR2. Thus, CaChR1 can be activated with
the light of longer wavelength, which is able to penetrate deeper into biological tissue.®

Like in CrChR2, the ground state of CaChRI1 exhibits a heterologous retinal isomer cormn-
position. Retinal extraction and analysis of the isomers by high performance liquid chromatog-
raphy reveals a 70:30 ratio of all-frans to 13-cis retinal. Resonance Raman experiments of the
C=C stretching modes of the retinal embedded in the functional protein confirmed that mainly
all-frans and to a minor amount 13-¢is retinal exists.” Recently, the heterogeneity of the ground
state was again verified by UV/Vis absorption experiments with femtosecond time resolution
which exhibit different photoreaction dynamics of CaChR1 on varying the excitation wave-
lcngth.10 These experiments revealed an ultrafast isomerization of the all-frans retinal to a hot
and spectrally broad P; photoproduct with a time constant of (100 = 50)fs, followed by the
photoproduct relaxation with time constants of (500 + 100} fs and (5 + 1) ps.'? UV/Vis absorp-
tion experiments with nanosecond time resolution showed that the appearance of a red-shified
intermediate P; absorbing at around 560nm arises, followed by the rise of a biphasic P;
intermediate matching the time for ion conduction of the channel.!! After the decay of the P,
intermediate, only faint traces of a red-shifted intermediate (Ps-like) and a Py intermediate have
been detected.'”

In this study, we focus on identification of the retinal all-frans photoreaction by vibrational
spectroscopy. Time-resolved vibrational spectroscopy proved to be a very reliable method for
characterization of photoisomerization dynamics.'®'® In particular, vibrational modes of retinal
chromophores in photoreceptors are well studied. Vibrational marker bands for the all-trans,
15-anti retinal around 1163 Cmfl, 1200 Cmfl, and ~1240cm ' were assigned to mixed C-C
stretching modes of the chromophore. The vibration at ~1240 cm ™! was assigned to a vibration
with significant C;»-C;5 stretching mode character, while the vibration at ~1200 cm ™! was
assigned to a mode with significant Cy4-Cys stretching character.!* Tn CaChR1, these modes
were observed in FTIR-difference spectra at 1163 cm™, 1205cm™!, and 1240cm™. Y Upon
photoisomerization, the expected photoproduct has a 13-cis, 15-anfi retinal conformation. A
specific vibrational marker band was reported at about 1195 cm !, assigned to a vibration with
a significant Cy4-Cys stretching c:omponent.16 This marker band for a 13-cis photoproduct was
also observed in CaChR1 by FTIR-difference spectroscopy and, very recently, by impulsive
vibrational spectroscopy,!” confirming all-trans to 13-¢is isomerization.'® ?ere, we focusetli on

the time-resolved observation of the all-rrans marker bands at 1200cm™ and 1240cm™ -, as

well as on the 13-cis, 15-gn#i marker band at ~1195 em L

Il. RESULTS AND DISCUSSION

In Fig. 1, the visible absorption spectrum of CaChR1 is plotted. We excited the sample at
~530nm, where the absorption spectrum is dominated by CaChRI1 with retinal all-trans
configuration.

For tracking the retinal photoisomerization from all-trans to 13-cis configuration around
the Cy3=Cj4 double bond, we applied angle-balanced polarization-resolved femtosecond visible
(VIS) pump-IR probe spectroscopy'® to determine the vibrational dynamics on CaChR1 in
H,0 in the vibrational fingerprint region from 1174 cm ™! to 1257 cm ™! with a high spectral re-
solution of 1.5¢m™". The spectral range around 1200 em ™" exhibits well-characterized vibra-
tional marker bands for retinal all-trans conformation, and retinal 13-cis conformation. These
vibrational modes are dominated by the C14-Cys stretching vibration of the retinal chromophore,
the position where photoisomerization is supposed to induce strongest alterations. Since elec-
tronic spectra of stimulated emission, electronic excited state, product, and ground-state absorp-
tion overlap considerably, the vibrational marker band at 1190cm ' is a very suitable tool for
13-cis photoproduct identification.

Upon photoexcitation at 530 nm, spectral changes in the fingerprint region are presented in
Fig. 2 for selected pump-probe delay times. An instantaneous strong negative signal is
observed at 1203 Cmfl, reflecting the ground-state bleaching of the Cy4-C;5 stretching vibration
of retinal in the all-frans conformation. A strong positive signal is visible at 1190cm™?,
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FIG. 1. Absorption spectrum of CaChR1. The green bar shows the excitation wavelength. Inset: Retinal all-trans, 15-anti
configuration with protonated Schift base. Green arrow indicates the photoisomerization.

representing the C;,4-C, 5 stretching vibration of the 13-c¢is conformation. At time zero, this posi-
tive signal is absent, but at a delay time of 0.35 ps the signal has reached its maximum. This
points to a very fast formation of the retinal 13-cis photoproduct, which is faster than 0.3 ps.
Upon excitation, strong mixing of the C=C double and C-C single bond vibrations takes place
in the electronic excited state. Thus, we observe no strong positive signal from retinal excited
state absorption in the investigated spectral region. Another significant negative signal is visible
at 1239cm™ ", displaying the bleaching band of C;,-C; stretching vibration in the retinal all-
trans conformation. This band is spectrally shifted in the 13-cis conformation, and has negligi-
ble spectral overlap with strong positive absorption bands. Hence, we can use the bleaching re-
covery of this band to estimate the forward quantum yield of the photoreaction. The high spec-
tral resolution of 1.5cm™" allows for identification of spectral substructures. A closer inspection
of the bleaching band around 1239cm ' shows that a negative shoulder in the bleaching band
at around 1230cm™" exists. Furthermore, we observe a broad positive feature from 1215cm™
to 1257cm™" at early delay times, which decays within a picosecond completely. In contrast, a
remaining positive band at 1220cm™" is observed in the FTIR-difference spectra at 80K.'
This could point to the trapping of a transient intermediate state at low temperatures which
relaxes back to the parent all-irans ground state on a picosecond time scale at room

. " .
Delay time / ps:
0 ——0.35 -

o
(V)

Absorbance change / mOD
=)

1180 1200 1220 1240
Wavenumber / cm’™

FIG. 2. Absorbance difference spectra of CaChR1 upon excitation at 530nm at specific pump-probe delay times. Negative
signals are bleaching signals; positive signals show vibrational absorption of hot ground-states, excited states, or product
bands.
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temperature. The transients at selected spectral positions plotted in Fig. 3 provide information
on the photoreaction dynamics. At negative delay times, i.e., when the probe pulse arrives at
the sample before the pump pulse, we observe signals from the perturbed free induction decay
(PFID).*" This results in an exponential increase at spectral positions of the strong bleaching
bands at 1239cm™" and 1203 cm™ (plotted as red and green lines in Fig. 3), reflecting the
dephasing of these vibrations. The exponential rise of the PFID signal at 1239cm™
corresponds to a line width (FWHM) of (10 = 2) em™120 matching the line width of the bleach-
ing signal at 45 ps in Fig. 2, after completion of cooling processes. This supports the absence of
a positive signal superimposed at 1239 cm™" for long delay times. At time zero, the pump pulse
arrives and populates excited states. Within the system response of 0.3 ps (grey line in Fig. 3)
the all-zrans bleaching signal at 1203cm™' (green line) appears and decays on a sub-
picosecond to picosecond time scale. This bleaching recovery can reflect either repopulation of
the ground state, or a blue-shift of the adjacent positive Cy4-C;5 stretching vibration of the 13-
cis conformation around 1190cm ™. The latter is supported by narrowing of the spectral width
of the Cy4-C;5 stretching vibration around 1180 em™?, and the blue-shift of the Zero-crossing
around 1197 cm™" for increasing delay times in Fig. 2.

The transient of the C;4-C;s stretching vibration of the 13-cis conformation ((Cyy-
C15)'%) at ~1190cm™! (black circles in Fig. 3) displays a positive signal, which rises within
the system response of 0.3 ps. Since the band at 1190 em™! is a marker band for 13-cis confor-
mation, we can conclude that photoproduct formation due to all-frans isomerization is finished
after 0.3 ps. This 1s in line with recent studies on electronic transitions.'® The transient stays
nearly constant in amplitude within the observed time window. All data are well-simulated by
the sum of three exponentials.

We found decay constants of t; = (0.55 = 0.05) ps, 7, = (6 £ 1) ps, and a decay constant 73
much longer than our observation time window. We assign 73 to the remaining and constant
signal in our time window of 200 ps. The simulated curves are presented in Fig. 3 as solid lines,
and at spectral positions of 1203cm™" and 1239cm™" simulations of the PFID are also dis-
played. The transient of the 1(Cy4-C;5)"™" bleaching band at 1203cm™" (green line, Fig. 3)
exhibits a significant decay with 0.55ps and 6 ps. In contrast, the transient of the v(C,,-C,3)"™™
bleaching band at 1239 cm™" shows only a small amplitude changes with a decay constant of
6 ps. The decay associated spectra (DAS) of the decay constants t; (DAS; ), 72 (DAS,,), and 73
(DAS.3) are plotted in Fig. 4.
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FIG. 3. Transients of CaChR1 upon excitation at 530 nm for selected wavenumbers. Positive delay times: Solid lines repre-
sent simulations with a sum of three exponentials; negative delay times: Solid lines represent PFID signals at 1203 cm !
(green line) with a time constant of (0.80 *+ 0.08) ps, and at 1239 em ™" (red line) with a time constant of (1 +(1.2)ps.
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FIG. 4. Decay associated spectra of CaChR1. The constant DAS 5 (black) represents the difference spectra on a time scale
of hundreds of ps. The fast DAS,, (brown) shows dispersive features of vibrational cooling. DAS_, (dark yellow) exhibits
dispersive features and features of the bleaching bands.

The fast component DAS., exhibits a broad positive signal from 1173 em™" to 1193em ™,
and a negative signal with similar strength from 1193cm™" to 1208 cm™'. The zero-crossing is
exactly at the maximum of the 1(C4-Cys5) 3¢ absorption, indicating vibrational cooling of the
13-cis product band. Moreover. a broad positive signal from 1208 cm™" to 1258 cm™" is visible,
with a negative peak around 1234cm™". This feature could be caused by cooling of a vibration
absorbing at higher wavenumbers than 1258 cm™'. We assign the 0.55ps component solely to
the cooling processes. The slower component DAS., has also a positive component below
1193cm ™", and negative contributions from 1193em™" up to 1220em™". In contrast to the fast
component DAS_;, the negative signal has more amplitude than the positive one. For pure
vibrational cooling processes, one would expect a stronger positive signal compared to the
negative signal of the same vibration, since the oscillator strength is typically increased by
vibrational excitation. This could point to the cooling processes, overlapped by ground-state re-
covery. This is supported by the positive/negative feature at 1228 em™" (++)/1239em™" () in
DAS,,. Again, a positive signal is observed at higher wavenumbers (around 1250 cm™").
Moreover, the DAS,, has negligible contributions at 1193cm™", but strong contributions at
1203em™" indicating no increase of the 13-cis photoproduct, but recovery of the all-trans
bleaching band with a decay time of 6ps. This supports the assignment of back-reaction pro-
cesses with a time constant of 6 ps. The constant signal DAS,; shows the clear positive/negative
signature at 1192 em™! (H)/1204em ™! (<) of all-trans to 13-cis photoisomerization with ampli-
tude ratio of 3:2, similar to those observed in light-induced FTIR-difference spectra of CaChR1
at cryogenic temperature"g

Since the 1(C14-C;5)™™ bleaching band at 1203cm™" is strongly masked by the (Ci4-
C;5) absorption, we analyzed the 1/(Cy5-C13)"™* bleaching band at 1239 cm™! to estimate
the quantum yield of the forward photoisomerization reaction. In Fig. 5, we present the differ-
ent absorption spectrum at delay time zero (black line) together with the constant component
DAS,; from the simulations. At 1239em™, we see negligible contributions of non-linear spec-
tral features, but a broad positive background at delay time zero. By subtracting the background
approximated by a straight line (grey line in Fig. 5), the bleaching signal strength is calculated
at time zero (green line in Fig. 5). The constant DAS in Fig. 5 (red line) shows the pure bleach-
ing signal at 1239 cm™" without overlapping the positive contributions. The bleaching signal
strength after the photoreaction is calculated and presented in Fig. 5 (blue line). The ratio of
the two bleaching signals reveals the proportion of CaChR1 not reacting back to the all-trans
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FIG. 5. Absorbance difference spectra at time zero (black line), and at long delay times represented by DAS 5 (red line). At
1239 ¢m ™" the amplitudes are taken at time zero and for long delay times, represented by the green and blue bars, respec-
tively. Grey line: Baseline for subtraction of the positive broad background at time zero.

ground state, but undergo a forward reaction. Thus, the forward reaction quantum yield can be
determined from our data to (0.60 £ 0.06).

Closer inspection of the spectral shape of the bleaching band at 1239cem ™! displays a
shoulder at 1230cm™". This shoulder is visible in all difference spectra (Fig. 2) indicating an
additional bleaching band. Whether this blecaching band reflects retinal ground state heterogene-
ity in all-trans, 15-anti conformation, i.e., due to different hydrogen bonding, or is caused by a
sub-population of 13-cis, 15-syn retinal'®*! of ground-state CaChR1 will be investigated in
future studies.

Ill. CONCLUSION

We present the first femtosecond time-resolved IR study of the photoisomerization of
channelrhodopsin-1 from Chlamydomonas augustae (CaChR1) in the vibrational fingerprint
region of the C-C stretching vibrations. The vibrational dynamics of the retinal chromophore
isomerization from all-trans to 13-cis was investigated by polarization-resolved VIS pump mid-
IR probe spectroscopy at a high time resolution (about 300 fs). After photoexcitation at 530 nm,
the transient infrared absorption was probed in a spectral region with dominant C-C stretching
mode absorption. The photoproduct C,4-Cs vibrational marker mode at 1190cm™" that is
indicative for a 13-cis, 15-anti configuration of the chromophore rises within the time resolu-
tion. Investigations in the visible spectral range reported photoisomerization time constants of
100fs."® This is in line with our observations that provide direct evidence for the isomerization
taking place faster than 0.3 ps, faster than in bactc:riorhodopsin13 or in channelrodopsin-2’ from
Chlamydomonas reinhardtii (CrChR2). Vibrational dynamics show additional time constants of
(0.55 = 0.05)ps and (6 = 1) ps, identical to those observed in ultrafast VIS pump supercontin-
uum probe experiments.'® We assigned the 0.55ps time constant predominantly to vibrational
cooling, while the longer time constant of 6 ps probably also consists of a back-reaction path-
way. We estimated the photoisomerization reaction yield by the bleaching signal of the C;,-Cy3
stretching band at 1239 cm™" to (60 * 6)%, very similar to other thodopsins. Our high spectral
resolution of 1.5cm™' allows for identification of an additional bleaching component at
1230cm™". This finding strongly supports ground state heterogeneity of the retinal chromo-
phore. Further studies should be performed to assign this bleaching band to either heterogeneity
of the all-trans, 15-anti retinal or to a 13-cis, 15-syn (dark-adapted) retinal conformation. Our
study clearly demonstrates various different photoreaction processes in retinal photoreceptors.
CaChR1shows a significantly faster isomerization dynamics as CrChR2 at a high yield. Further
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studies will be performed to identify the molecular origin of these differences, in order to traly
understand the optimization of photoreactions in photoreceptors.

IV. METHODS

CaChR1 was prepared as described previously.”> Briefly, the truncated CaChR1 gene
(1-352 aa) was fused with a 10xHis-tag {(GeneArt, Life Technologies) and was heterologously
expressed in Pichia pastoris yeast cells. The solubilized protein was purified on a Ni-NTA col-
umn (Macherey-Nagel, Germany) and concentrated to 46mg/ml in a buffer containing 20 mM
Hepes, 100mM NaCl, 0.05% dodecyl maltoside at pH 7.4. Two times 150 ul of the CaChR1
solution was placed between two CaF, windows. The spectral line-width of the ferntosecond
excitation pulses is sketched with the absorption spectrum of CaChR1 in Figure 1.

Femtosecond laser pulses were generated starting from a fundamental ferntosecond laser
pulse delivered by a 1kHz Ti:Sa laser systemn {Coherent Legend USP, 80fs pulses at 800 nin).
The fundamental bearn was split into two parts for pump and probe pulse generation. The
pumnp pulses were generated in a non-collinear optical parametric amplifier {NOPA). A sapphire
white light supercontinuum was used as seed, amplified in a fi-barium borate (BBO) crystal by
frequency doubled pulses at 400nm. We selected energies to excite the sample of about
0.4-0.5 pJ per pulse with a pump focus diameter of about 300 gm.

Angle balanced femtosecond polarization resolved VIS purmnp-IR probe measurements were
applied as described elsewhere.'® In short, the mid-IR probe beam is generated by a difference-
frequency mixing of near-infrared signal and idler pulses generated by 800nm fs pulses in a
BBO crystal. Two reflections of the fs mid-IR pulse are taken as probe beams with different
polarizations used at the same time in the same sample volume to detect absorbance changes.
The system response was about 300 fs (shown in Fig. 3, grey line). We measured the system
response in a thin Ge plate in identical sample holders, as were used for the experiments on
CaChRI1. Absorbance changes with mid-IR polatizations parallel (Ap,) and perpendicular (A}
to the VIS pump beam polarization were detected. Isotropic absorbance changes (Ajz.) were
calculated by Ao = (Apa +2 AL )3. Here, we presented only isotropic data.
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