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Kurzfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird die ultraschnelle Photoreaktion des Hemithio-
indigo vor dem Hintergrund biophysikalischer Anwendungen untersucht. Der experimen-
telle Zugang erfolgt durch den Einsatz zeit- und frequenzaufgeldster Anreg- Abtastspek-
troskopie im infraroten Spektralbereich. Das photochrome Hemithioindigo (HTI) zeigt
eine lichtinduzierte Z—E Isomerisierungsreaktion, die fiir eine definiert getriebene Stru-
kurdnderung in Peptiden eingesetzt werden kann.

Im ersten Teil der Arbeit wird der Einfluss verschiedener Substituenten am Stilbenteil
des Hemithioindigo auf die Isomerisierungsreaktion untersucht. Als Substituenten wer-
den Gruppen mit starken Elektronen-Donor- (OMe-HTI) und Elektronen-Akzeptor-Ei-
genschaften (CN-HTI) in para-Position am Stilbenteil des Hemithioindigo verwendet,
die das Elektronensystem des Photoschalters beeinflussen. Ferner wird das unsubstitu-
ierte HTT-Chromophor (H-HTI) untersucht. Die Auswirkungen effektiver Ladungsver-
schiebungen in der Struktur des Hemithioindigo-Molekiils durch die verschiedenen Sub-
stituenten konnen beobachtet werden. In der zeitaufgeldsten IR-Spektroskopie des pho-
toinduzierten Z—E-Isomerisierungsprozesses zeigt sich, dass die Kinetiken fiir die ver-
schiedenen Substitutionen stark unterschiedlich sind. Bei allen drei Stoffsystemen zeigen
sich Signaturen von Abkiihlvorgingen im Zeitbereich 1-10ps. Beim OMe-HTI ist die-
ser Abkiihlvorgang der Isomerisierung tiberlagert. Durch ein Vergleich der Amplituden
der Ausbleichbanden mit der cw-Absorption kann die Quantenausbeute der Isomerisie-
rungsreaktionen abgeschitzt werden. Die Energiebarriere, die die Geschwindigkeit der
Isomerisierungskinetik bestimmt, steigt von OMe- iiber H- bis zu CN-HTI an.

Der zweite Teil der Arbeit zeigt die Untersuchungen an zwei HTI-Chromopeptidsyste-
men. Parallel zu den Chromopeptiden werden die reinen Photoschalter untersucht. Nach
der elektronischen Anregung in den S;-Zustand relaxiert das HTI in einen Zustand mit
Ladungstrennungscharakter von dem aus die eigentliche Isomerisierung und somit die
Relaxation in den Grundzustand erfolgt. Aus den transienten IR-Daten ist abzulesen, dass
die elektronische Anregung des HTI die Aminoséduren der Peptidsysteme in unmittelba-
rer Ndhe des Schaltermolekiils instantan erreicht. Die Relaxation der Schaltermolekii-
le im angeregten S;-Zustand ist unabhéngig davon, ob sie mit einem Peptid verbunden
sind. Die Relaxationszeit 7, mit der das Molekiil isomerisiert verlangsamt sich hingegen
durch die anhdngenden Peptidsysteme. Die Isomerisierungsreaktion des linearen para-
Peptidsystems ist innerhalb des Beobachtungszeitraums abgeschlossen, wohingegen das
zyklische meta-Peptidsystem sehr viel langsamere Kinetiken zeigt.

Die photochrome Isomerisierung von HTI ermoglicht es also Strukturinderungen in Pep-
tiden auf der sub 100-ps-Zeitskala zu induzieren.
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Einleitung

Proteine verleihen der Zelle Struktur und fungieren als molekulare Maschinen, die Stof-
fe transportieren und speichern. Zum Beispiel dient Himoglobin als Triger des Sauer-
stoffs in den Erythrozyten. Eisen wird im Blut durch das Protein Transferrin transportiert
und in der Leber mit Ferritin gespeichert. Chemische Reaktionen werden in biologischen
Systemen durch spezifische Makromolekiile, sogenannten Enzymen katalysiert. Protei-
ne konnen Wechselwirkungen mit anderen Proteinen eingehen. Diese Eigenschaft ist von
besonderer Bedeutung bei der Immunabwehr. Proteine in Form von Antikérpern konnen
Viren und Bakterien erkennen und diese fiir die Zellzerstorung markieren [Str94]. Das
Verstdandnis der Funktionsweise und des Verhaltens von Proteinen bzw. Peptiden ist also
von fundamentaler Bedeutung fiir die Biologie.

Die eigentliche biologische Funktion eines Peptids wird von seiner nativen, dreidimensio-
nalen Struktur bestimmt. Daher ist es eine zentrale Frage der Biochemie, wie Proteine ih-
re native Form erreichen. Die Abfolge der Aminoséduren in der linearen Aminosédurekette
bewirkt spezifische Wechselwirkungen und bestimmt die spitere native Struktur. Fiir den
Faltungsprozess selbst werden verschiedene Modelle diskutiert. Die Bekanntesten sind
das Nucleation-Condensation-Modell (die Struktur wéichst um wenige kritische Faltungs-
kerne), das Framework-Modell (Sekundarstrukturelemente falten sich und ordnen sich
dann zur nativen Struktur) oder das Modell des hydrophoben Kollaps (Beginn der Fal-
tung durch Bildung erster Sekundirstrukturelemente und Ausrichtung hydrophober sowie
hydrophiler Seitenketten nach innen beziehungsweise nach aulen zur wissrigen Umge-
bung) [Gia03]. Die native Struktur ist bereits in der Aminosduresequenz codiert, dennoch
ist es bislang nicht moglich aus der Sequenz von Aminoséiuren eine Vorhersage iiber die
Funktion und Struktur des gefalteten nativen Proteins zu machen. Auch die Umgebung
des Proteins kann seine Struktur beeinflussen. In seiner natiirlichen Umgebung nimmt ein
Protein seine native Form ein und kann damit Funktionen im Organismus erfiillen. Andert
man diese Umgebung, zum Beispiel pH-Wert, Temperatur oder Druck, kann es zu einer
gednderten Struktur kommen. Eine Fehlfaltung kann dazu fiihren, dass das Protein seine
Funktion nicht mehr ausfiihren kann und es so z.B. zu Aggregationen kommt oder dass
es im Organismus sogar toxisch wirkt. Ware man andererseits in der Lage, die Faltung
gezielt zu steuern, zum Beispiel durch Photoschalter, konnte man Einfluss auf die Funk-
tion von Proteinen nehmen. So ist es beispielsweise denkbar sie iiber die Photoschalter
gezielt zu aktivieren oder auszuschalten und so neue medikamentdse Mechanismen zu
ermdglichen.
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Um Protein-Faltungsprozesse verstehen zu konnen, miissen alle Zustinde entlang der spe-
zifischen Reaktionskoordinate in Abhingigkeit der Zeit charakterisiert werden. NMR-
Spektroskopie und Rontgenstrukturanalyse liefern detaillierte Informationen zur Struktur
von Peptiden und Proteinen in nativer Umgebung. Die Zeitauflosung solcher Experimen-
te reicht aber nur in den us-Bereich und die Beobachtung beschrinkt sich auf langsame
Strukturdnderungen. Der Faltungsprozess kann in mehrere zeitliche Abschnitte unterteilt
werden, von der ersten Kontaktbildung zweier Aminosduren im random coil! auf der
Sub-Nanosekundenzeitskala [Fie07]) bis zur Bildung der Tertidrstruktur (Mikro- bis Mil-
lisekunden). Er variiert stark je nach Peptid oder Protein und kann bis in den Bereich von
Stunden reichen [McC87, Bie99, Kub04].

Die Beobachtung der initialen Peptid-Faltungsprozesse ist durch die Anwendung photo-
schaltbarer Aminosduren ermdéglicht worden. Optisch steuerbare Schaltermolekiile haben
sich als mechanische Trigger zur strukturellen Umordnung von Peptiden bewihrt. Fiir
Azobenzolderivate konnte erfolgreich demonstriert werden, dass diese geeignet sind, ge-
zielte Konformationsénderungen in Peptidstrukturen auszuldsen und auch die Funktiona-
litiit des Peptids zu steuern [Hop09]. Die im Peptid induzierten strukturellen Anderungen
konnen mit hoher Zeitauflosung (fiir Azobenzol im Bereich von nur wenigen Pikosekun-
den) zum Beispiel mittels Infrarot-Detektion der Amid-I-Bande sichtbar gemacht werden.
Fiir diese Experimente wird Azobenzol als Pseudoaminosiure in kleine Peptidstrukturen
bestehend aus etwa 10-20 Aminoséduren integriert. Untersuchungen mit Azobenzolderi-
vaten liefern bis zum jetzigen Zeitpunkt viele aussagekriftige Studien zum Thema der
initialen Faltungsdynamik [HamOOb, Sp502, BreO3a, Bre03b, Wac04, Sat04b, Sch07].
Die Toxizitdt und Oxidierbarkeit der Azobenzol-basierten photoschaltbaren Aminosduren
macht sie jedoch fiir Studien in vivo wenig geeignet. Die spektroskopischen Eigenschaften
dieser Azobenzol-Verbindungen weisen einen weiteren Nachteil auf. Die lichtinduzierte
Isomerisierung ist zwar sehr schnell (< 10ps), sie muss jedoch durch die n*-Anregung
iniziiert werden. Bei beiden isomeren Formen (E und Z) des Azobenzols zeigen die nz*-
Absorptionsbanden einen groBen spektralen Uberlapp, auBerdem besitzen sie sehr kleine
Absorptionsquerschnitte. Die selektive Anregung nur eines Isomers ist so nahezu ausge-
schlossen. Dies kann die Deutung der experimentellen Ergebnisse aus den zeitaufgelosten
Faltungsexperimenten erheblich erschweren.

Die vorliegende Arbeit behandelt den Einsatz photochromer Hemithioindigo-Verbindun-
gen (HTI) als lichtinduzierte Schalter in biologisch relevantem Bereich. HTI hat sich be-
reits in fritheren Experimenten als Schaltermolekiil bewihrt [Cor09] und ist in der Lage
einige der oben genannten Probleme zu 16sen. Das photochrome HTI isomerisiert wie

L Als random coil wird ein Protein oder ein Teilstiick davon bezeichnet, das keine erkennbare Sekundir-
struktur aufweist.
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Azobenzol auf der Pikosekunden-Zeitskala, weist aber fiir beide Isomere Z und E stirker
getrennte Absorptionsbanden mit grolen Extinktionskoeffizienten auf.

Die Untersuchungen am HTI wurden mit stationédrer Absorptionsspektroskopie, und zeit-
aufgeloster Spektroskopie im sichtbaren und infraroten Spektralbereich durchgefiihrt. Ka-
pitel 1 stellt die Grundlagen der verwendeten spektroskopischen Techniken sowie einiger
Proteine und Peptide vor.

Das Kapitel 2 beschiftigt sich mit den verwendeten experimentellen Verfahren. Hierbei
wird zunichst das Lasersystem als Ausgangspunkt der wesentlichen experimentellen Ar-
beiten vorgestellt. AnschlieBend wird auf die Erzeugung der Impulse zur Anregung der
Probe und zum zeitabhingigen Abtasten der sich daraus ergebenden Absorptionsidnderun-
gen eingegangen. Im zweiten Teil des Kapitels 2 wird die Vorbereitung und Charakteri-
sierung der Proben sowie die Justage des Femtosekunden-Infrarot-Spektrometers zur ei-
gentlichen Messung diskutiert. Am Ende des Kapitels wird detailliert auf die Verarbeitung
des im Experiment gewonnenen Messsignals und die damit verbundene Datenauswertung
eingegangen.

In den Kapiteln 3, 4 und 5 finden sich die Ergebnisse der Untersuchungen. Kapitel 3
stellt das HTI-Molekiil als ultraschnellen Photoschalter vor. Durch die Kombination ver-
schiedener zeitaufgeldster Experimente gelingt es hier ein belastbares Modell des Reak-
tionspfades der Z—E-Isomerisierung zu entwickeln. In Kapitel 5 werden Messungen zu
Schaltvorgidngen am Photoschalter selbst und in Verbindung mit zwei Peptiden in para-
und meta-Bindung vorgestellt und verglichen. Eine Diskussion der Ergebnisse schlief3t
das Kapitel ab. Kapitel 4 beschiftigt sich mit dem Einfluss polarer Substituenten auf die
spektroskopischen photochemischen Eigenschaften von HTI-Molekiilen. Alle diskutier-
ten Ergebnisse stiitzen sich auf verschiedene experimentelle Techniken. Wesentliche Aus-
sagen werden dabei mit Hilfe der experimentell anspruchsvollen zeitaufgelosten Infrarot-
Spektroskopie gewonnen.
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Kapitel 1
Grundlagen

Ziel der Arbeit ist die Beobachtung der Reaktionsdynamik von Photoschaltern, die zur
photoinduzierten Strukturdnderungen von Proteinen und Peptiden eingesetzt werden.
Das folgenden Kapitel erldutert die Grundlagen der in der vorliegenden Arbeit verwende-
ten Untersuchungsmethoden sowie der untersuchten Stoffsysteme.

1.1 Untersuchungsmethoden

Der folgende Abschnitt stellt die verwendeten Untersuchungsmethoden vor. Die statio-
nire Spektroskopie dient zur genauen Charakterisierung spektraler Eigenschaften der zu
untersuchenden Probe. Ferner erhilt man Informationen iiber geeignete Losungsmittel
und Probenkonzentrationen. Im sichtbaren und im UV Bereich werden die Spektren durch
elektronische Ubergiinge bestimmt. Infrarotspektren geben die Eigenschaften der Mole-
kiilschwingungsmoden wieder.

Der Mechanismus der lichtinduzierten Reaktion wird mit zeitaufgeldster Spektroskopie
untersucht. Es wird das allgemeine Prinzip der Femtosekunden-Spektroskopie vorgestellt
und auf die Messdatenverarbeitung eingegangen. In Kapitel 2.1 wird der Aufbau des
Femtosekunden-Infrarot-Spektrometers dargestellt.

1.1.1 Stationire Absorptionsspektroskopie

Bei der stationdren Absorptionsspektroskopie im sichtbaren sowie im infraroten Spektral-
bereich wird die durch eine Probe transmittierte elektromagnetische Strahlungsleistung in
Abhingigkeit der Wellenldnge A gemessen. Dazu wird die molekiilspezifische Abschwi-
chung von Licht beim Durchgang durch die zu untersuchende Probe ermittelt. Die Ab-
sorption ist definiert als negativer dekadischer Logarithmus der Transmission 7. Dabei
ergibt sich die Transmission 7" aus dem Verhiltnis der transmittierten Intensitét / zur ein-
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gestrahlten Intensitét /y gemal

I(1)
Ih(A)

Das Lambert-Beer-Gesetz zeigt die Abhingigkeit der Absorption A(A) der Probe vom
dekadischen Extinktionskoeffizient £(A) in [1-mol~!-cm™!], der Konzentration cyy der
Probe in [mol -17!] und der Schichtdicke in [cm]. Die Absorption wird in der Einheit
der optischen Dichte (OD) angegeben. Dabei bedeutet A = 10D eine Absorption von
90 % der eingestrahlten Photonen. Ein Photon kann mit einem Molekiil wechselwirken,
wenn seine Energie der Energiedifferenz AE zweier energetischer Zustinde im Molekiil
entspricht:

A(A) = —log(T(A)) = —10g< ) —e(M)emd (1.1)

AE=E|—E,=hv . (1.2)
A
S,
— S, Abbildung 1.1: Schematische Dar-
stellung moglicher Energieniveaus in
. einem Molekill. Der elektronische
™ | Sy Grundzustand ist mit Sy bezeichnet. S
_ﬁ Bl S, und S, stehen fiir den ersten bezie-
w hungsweise zweiten elektronisch an-
geregten Zustand. Die mit * markier-
ten Niveaus sind vibronisch angeregte
=== Zustinde. Die farbigen Pfeile markie-
1 SO ren die moglichen Absorptionen fiir die
uv VIS IR ° verschiedenen Wellenlidngen.
> A

Abbildung 1.1 zeigt schematisch mogliche elektronische und vibronische Zustinde eines
Molekiils. Die Energie der Strahlung im ultravioletten (UV) bis sichtbaren (Vis, engl.:
visible) Spektralbereich ist ausreichend um mit den dulleren Elektronen eines Molekiils
in Wechselwirkung zu treten. Das bedeutet ein Molekiil im Grundzustand kann Licht
im UV und sichtbaren Spektralbereich absorbieren und befindet sich danach in einem
elektronisch angeregten Zustand.

Abbildung 1.2 zeigt ein typisches Absorptionsspektrum von HTI in Methanol. Es sind
deutlich zwei getrennte Absorptionsbanden zu erkennen. Im sichtbaren Spektralbereich
(400 bis 450nm) ist die Absorption des Grundzustands Sy in den ersten elektronisch an-
geregten Zustand S zu erkennen. Eine weitere stirker ausgepréagte Bande ist im ultravio-
letten Spektralbereich bei 300 bis 340nm zu finden. Hier zeigt sich die Absorption in den
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Abbildung 1.2: Absorptionsspektrum
von HTT in Methanol. Die Bande bei
400 bis 450nm zeigt die Absorption
So — S1 im sichtbaren Spektralbereich.
Getrennt davon ist die So — S (UV)
Absorptionsbande zwischen 300 und

0,0 1 1 1 1 1
200 250 300 350 400 450 500 550 350nm zu erkennen.
Wavenlength / nm

Absorba_rgce / OD
o

o
[$)]
T

S» Zustand vom Grundzustand Sy aus. Noch tiefer im ultravioletten Bereich (ab 220nm)
zeichnet sich die nichste Absorptionsbande ab.

Photonen im infraroten Spektralbereich konnen im Allgemeinen keine elektronischen An-
regungen auslosen. Eine schwingende oder rotierende Atomgruppe kann jedoch mit der
Bewegung einer elektrischen Ladung verbunden sein. Dies gilt, wenn die Ladungsvertei-
lung in einem Molekiil nicht symmetrisch oder die Verteilung durch die Schwingungs-
bewegung der Atome unsymmetrisch ist (sieche Abbildung 1.3). Infrarotes Licht geeig-
neter Frequenz kann von einem Molekiil absorbiert werden, wenn mit der anzuregenden
Schwingung eine Dipolmomentéinderung in der betreffenden Atomgruppe einher geht.
Ein elektrischer Dipol j(¢) definiert sich iiber den Abstand 7(z) zwischen einer positiven
und negativen Ladung

p=qr . (1.3)

mit p(¢) in [Asm], Ladung ¢ in [As] und 7(¢) in [m]. Das elektrische Feld E(¢) der elek-
tromagnetischen Welle koppelt mit dem Dipolmoment j(r) des Molekiils. Als einfaches
klassisches Modell kann man sich die zwei Partialladungen +d8¢ und —dq verbunden
durch eine Feder vorstellen. Der Potentialverlauf eines zweiatomigen Molekiils entspricht
einem anharmonischen Oszillator. Als Naherung wird héaufig das Morse-Potential ver-
wendet. Die Potentialkurve ist unsymmetrisch beziiglich des Gleichgewichtsabstands R,
(siehe Abbildung 1.4). Fiir Abstéinde kleiner R. (R < R.) wird das Potential stark repulsiv.
Eine Vergroerung des Abstandes bewirkt eine Lockerung der Bindung bis zur Dissozia-
tion. Das Morse-Potential (1.4) ist fiir zweiatomige Molekiile eine gute Ndherung.

Epot = Egiss (1 — e 4R7Re))2 (1.4)

Die Dissoziationsenergie ist mit Eg;ss bezeichnet. Die Gro3e a ist eine molekiilspezifische
GroBe. Sie enthilt die reduzierte Masse und die Schwingungsfrequenz des harmonischen
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a) b)
H cl 0 /c\ 0

—

o0 OO O
: . —/
+
B -+
Abbildung 1.3: Dipolmomentéinderung bei Molekiilschwingungen. Abbildung a) zeigt Chlorwas-
serstoff. Ein Molekiil bestehend aus Atomen mit unterschiedlichen Partialladungen #ndert bei
Schwingung sein Dipolmoment. Abbildung b) stellt Kohlendioxid dar, es ist in der Gleichge-

wichtslage dipolfrei. Eine asymmetrische Schwingung der Ladungsschwerpunkte der negativ ge-
ladenen O-Atome verursacht ein Dipolmoment.

+Q]

A

Energy / cm™

diss

R, R/A

Abbildung 1.4: Morse-Potential. Dargestellt ist die Energie in Abhéngigkeit des mittleren Kern-
abstand. R, ist der Gleichgewichtsabstand; Egiss die Dissoziationsenergie.

Oszillators und besitzt die Einheit [cm™!].

a = (m,/2Eqgiss) " . (1.5)

Die Losung der Schrodingergleichung fiir das Morsepotential ist fiir Auslenkungen R >
R, in geschlossener Form mdoglich. Man erhilt fiir die Energieterme des anharmonischen
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Oszillators in guter Ndherung

1 1
Ev:ha)e(v+§)[1—xe(v+§)]. (1.6)

Dabei ist v =10, 1,2, .. die Schwingungsquantenzahl. Strahlungsiibergénge sind in Schrit-
ten von Av = £1,4+2 43, ... moglich. In dieser Gleichung beschreibt x, = @, /4Egiss
die Anharmonizititskonstante, diese ist typischerweise in der GroBenordnung 10~2. Die
Schwingungsfrequenz ist durch @, = 27V, gegeben. Vergleicht man den Ausdruck 1.6
mit den Energietermen des harmonischen Oszillators E, = hiw(v + %)), findet sich fiir die
Schwingungsfrequenz der Zusammenhang:

1
a)v:a)e[l—xe(v+§)] (1.7)

Beim anharmonischen Oszillator nimmt die Schwingungsfrequenz @, mit zunehmender
Quantenzahl v ab. Das hochste diskrete noch bindende Niveau gibt die Dissoziationsener-
gie Egiss an. Oberhalb dieses Niveaus gibt es ein Kontinuum nicht gebundener Zustéinde.
Die Lage der Schwingungsbanden gibt Auskunft iiber die Kraftkonstante der Bindung und
gibt Hinweise auf funktionelle Gruppen. Einige Schwingungssysteme sind in Molekiilver-
bidnden voneinander weitgehend unabhéngig und sind im IR-Spektrum stets bei dhnlichen
Wellenzahlen zu detektieren. Es ist also moglich charakteristische Schwingungsbanden
zu identifizieren und somit Strukturaufkldrung zu betreiben. Ein bekanntes Beispiel zeigt
Abbildung 1.5. Dargestellt sind die Normalschwingungen von N-Methylacetamid. Der
linke Teil zeigt die Amid-I Mode mit Schwingungen zwischen 1600 und 1700cm™!. Den
Hauptbeitrag liefert die Streckschwingung! der Kohlenstoff-Sauerstoff-Doppelbindung.
Die Amid-IT Mode bei etwa 1550cm ™! enthilt die Kohlenstoff-Stickstoff-Streckschwing-
ung und einen groBeren Anteil an Stickstoff-Wasserstoff- Deformationsschwingungen?.
Die Amid-I Bande zeigt eine starke IR-Absorption (vgl. Abbildung 1.5). Durch die Wech-
selwirkung der C—O-Doppelbindung mit den benachbarten Molekiilgruppen weist ihre
Schwingungsfrequenz eine starke Abhéngigkeit von der relativen Orientierung auf. Da-
her hat sich die Amid-I Bande als guter Strukturindikator erwiesen. Amid-I Banden be-
sitzen im allgemeinen eine grof3e Breite, so dass die Banden verschiedener Strukturele-
mente stark liberlappen. In typischen Absorptionsspektren sieht man deshalb relativ brei-
te Amid-Banden mit mehr oder weniger ausgeprigter Unterstruktur. Die Trennung der
einzelnen Banden ist schwierig. Um festzustellen, welche Molekiilgruppen bei einer Re-
aktion beteiligt sind, kann man Differenzspektren aus den Absorptionsspektren vor und
nach der beobachteten Reaktion bilden. Abbildung 1.6 zeigt ein Infrarotabsorptionsspek-
trum von Hemithioindigo gelost in deuteriertem Methanol und aufgenommen mit einem

'Bewegung der Atome in Bindungsrichtung
2Bewegung der Atome bei denen sich Bindungswinkel zwischen den Atomen #ndern
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c Amidel h Amide I
Lo (Co

Abbildung 1.5: Normalschwingungen von N-Methylacetamid, nach [Kri86] Die Amid-I Bande
wird im Wesentlichen durch die CO-Streckschwingung bestimmt. Die CN-Streckschwingung und
ein groBerer Anteil an NH-Deformationsschwingungen bestimmen die Amid-II Bande.

FTIR-Spektrometer®. Die schwarze Kurve in Abbildung 1.6 a) zeigt die Absorption der
Probe in Z-isomerer Form. Wird das Probenvolumen mit Licht der Wellenldnge 400 nm
beleuchtet reagiert es mit einer Photoisomerisation, man findet nun auch E-Isomere des
HTTI in der Probe vor. Die blaue Kurve in Abbildung 1.6 a) zeigt die Absorption nach der
Photoreaktion im photostationidren Gleichgewicht. In Abbildung 1.6 b) ist die Differenz
der oben beschriebenen Spektren dargestellt. Durch eine Bandenanalyse kann man die
Molekiilgruppen die an der Photoreaktion teilnehmen zuordnen.

I I
0-03Fa) Z isomer
a PSS400
)
o 0.02F p— .
0
C
@
£
o 0.01F .
)
Q
<
0.00 f f
_ b) ' ' Abbildung 1.6: Absorptions- und Dif-
8 0.011 © 0 T ferenzspektrum: a) In schwarz ist
9 Jl\ das Absorptionsspektrum von HTI (Z-
S 0.00 A A . Isomer) dargestellt. In blau ist das
'g \//\[ Spektrum nach Beleuchtung der Pro-
(%] . . .
2 be mit 400nm im photostationiren
< -0.01F T Gleichgewicht gezeigt. b) Im unteren
1 1 Teilbild ist das Differenzspektrum dar-

1500 1600 1700
Wavenumber [cm™]

gestellt.

Die stationdre Absorptionsspektroskopie ist ein wichtiges Werkzeug zur Charakterisie-

3Fourier-Transfom-Infrarot-Spektralphotometer
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rung unbekannter Molekiile. Man erhilt Information iiber notwendige Probenkonzentra-
tionen und Loslichkeit, kann Reaktionsquantenausbeuten abschitzen und spektral inter-
essante Bereiche festlegen. Da jedoch Reaktionspfade photochemischer Prozesse teilwei-
se komplexen kinetischen Schemata folgen, sind die eben beschriebene Standardtechni-
ken nicht ausreichend, um alle Details einer Reaktion zu erfassen. Eine Methode, die
es ermoglicht die Reaktionskinetiken im Detail zu erfassen ist die zeitaufgeloste IR—
Spektroskopie.

1.1.2 Zeitaufgelostes Messen: Anreg-Abtastspektroskopie

Die zeitaufgeloste Anreg-Abtast-Spektroskopie ist ein wirkungsvolles Werkzeug, um mo-
lekulare Dynamiken zu beobachten. Wie im voran gegangenen Kapitel beschrieben, gibt
der infrarote Spektralbereich Auskunft iiber Schwingungszustiinde und somit strukturelle
Informationen iiber die untersuchten Molekiile. Mit lichtschaltbaren Molekiilen besteht
die Moglichkeit, Reaktionen definiert durch einen ultrakurzen Lichtimpuls zu starten und

a) probe-pulse b)
probe-pulse =
$5 A
§5
- O
o
fs-Laser e
800nm / 90 fs g 2
o
» c [72]
o 2 3
<
& O I
pump-pulse = >
mechanical  pump-pulse detector Delay

delay-stage

Abbildung 1.7: Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie. a) Ein Lasersystem liefert kurze Lich-
timpulse, diese werden mittels nichtlinearer Prozesse in die gewiinschten Wellenldngen und Spek-
tralbereiche konvertiert. In einem optischen Zweig wird ein intensiver Anreg-Impuls (“pump”,
blau dargestellt) erzeugt, der in der zu untersuchenden Probe (“sample”) eine Reaktion auslost.
Ein zweiter Zweig dient zur Erzeugung eines schwachen Abtast-Impulses (“probe”, rot darge-
stellt). Dieser durchlduft das angeregte Probenvolumen und wird anschlieend detektiert (“detec-
tor”). b) Eine Verzogerungsstrecke (‘“mechanical delay-stage”) im Anregzweig ermoglicht es die
Verzogerungszeit zwischen Anreg- und Abtast-Impuls einzustellen und so die Absorptionsidnde-
rung, welche der Anreg-Impuls auslost, zeitlich zu verfolgen.
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mit Hilfe eines Abtastlichtimpulses die induzierten strukturellen Anderungen zeitaufge-
16st zu detektieren.

Das Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie ist schematisch in Abbildung 1.7 a) dar-
gestellt. Ein Lasersystem liefert kurze Lichtimpulse, welche iiber zwei unterschiedliche
Lichtwege mit einer einstellbaren Zeitdifferenz auf der zu untersuchenden Probe auftref-
fen. Einer der beiden Lichtimpulse dient zur Anregung der Probe (Anreg-Impuls, blau
dargestellt), das bedeutet er 10st einen photochemischen oder photophysikalischen Pro-
zess aus. Der zweite Lichtimpuls (Abtast-Impuls, rot dargestellt) durchlduft die Probe
nach dem Anreg-Impuls und wird detektiert. Gemessen wird die Intensitit des Abtast-
Impulses mit und ohne vorherige Anregung. Daraus ldsst sich die durch den Anregungs-
Lichtimpuls verursachte Absorptionsidnderung in der Probe bestimmen. Die zeitliche Ent-
wicklung dieser Absorptionsdnderung erhélt man, indem Anreg- und Abtastimpuls ge-
geneinander verzogert und das Experiment wiederholt wird, siehe Abbildung 1.7 b). Eine
notwendige Voraussetzung fiir das Messprinzip ist, dass die Probe bei jedem Einzelexpe-
riment in der Ausgangsform vorliegt. Dies kann dadurch erreicht werden, dass das Pro-
benvolumen (z.B. durch eine Pumpe) zwischen zwei Experimenten ausgetauscht wird
oder wenn das untersuchte Molekiilsystem sehr schnell in seinen Ausgangszustand zu-
riickkehrt. So findet die Reaktion stets unter gleichen Bedingungen statt, und die Kineti-
ken in der Probe laufen stets gleich ab. Um die verschiedenen Verzégerungen einzustel-
len, wird der Anreg-Impuls iiber eine optische Verzogerungsstrecke gefiihrt. Realisiert
wird die Verzogerung durch einen mechanischen Verschiebetisch. Uber eine Spiegelan-
ordnung auf diesem fahrbaren Tisch wird die optische Weglinge des Anregungsimpul-
ses bis zur Probe im Vergleich zum Abfrageimpuls variiert. Die reversible Positionierge-
nauigkeit von einem Mikrometer ermoglicht eine Zeitauflosung von etwa drei Femtose-
kunden. Die eigentliche Begrenzung der Zeitauflosung wird jedoch durch die Dauer der
verwendeten Lichtimpulse bestimmt, die erheblich lidnger ist. Die maximale Lénge des
Fahrweges legt die mogliche Zeitspanne fest, in der der Reaktionsverlauf verfolgt wer-
den kann. Der zeitliche Verlauf der Transmissionsidnderung, den dieses Anreg-Abtast-
Experiment aufzeichnet, ermoglicht es beispielsweise Riickschliisse iiber strukturelle An-
derungen oder intermediére elektronische Zustinde des untersuchten Systems zu ziehen.
Fiir die Ultrakurzzeit-Spektroskopie eignen sich Festkorper-Lasersysteme, die intensive
Lichtimpulse im Femtosekunden-Bereich zur Verfiigung stellen. Die hohen Intensitéiten
ermoglichen es mit Hilfe der nichtlinearen Optik spektral abstimmbare Lichtimpulse zu
erzeugen und so die Wellenldngen auf die zu untersuchenden Molekiile anzupassen. Eine
detaillierte Beschreibung des Femtosekunden-Infrarot-Experiments ist in Kapitel 2.1 zu
finden.
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1.2 Proteine und Peptide

Proteine sind Makromolekiile, die in allen tierischen und pflanzlichen Zellen zu finden
sind. Sie erfiillen eine Vielzahl lebenswichtiger Funktionen und Aufgaben. So dient Hi-
moglobin zum Beispiel als Trager des Sauerstoffs in den Erythrozyten.

Aminosiuren sind die elementaren Bausteine der Proteine. Man findet 20 Arten von Ami-
nosiuren, die sich in GroBe, Gestalt, Ladung, Wasserstoftbindefihigkeit und chemischer
Reaktivitit ihrer Seitenketten R unterscheiden. Dieser Satz aus 20 L-Aminosduren bil-
det das fundamentale Alphabet der Proteine. Sie werden mit einem 1-Buchstaben-Code
oder einem 3-Buchstabencode abgekiirzt (sieche Tabelle A.1). Aminosduren werden durch
Peptidbindungen (auch Amidbindungen) zu Polypeptidketten verbunden. Abbildung 1.8
zeigt die Bildung eines Dipeptids unter Abspaltung von Wasser. Das Gleichgewicht dieser
Reaktion liegt auf der Seite der Hydrolyse. Zur Biosynthese von Peptidverbindungen ist
daher ein betridchtlicher Energieaufwand notwendig.

o 0 SR,
H3N+w)ko' + H3N+\Hko' - Hs’“%u)ﬁ( O L Ho
R, R, R, 0

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung einer Peptidbindung, auch Amidbindung genannt, un-
ter Abspaltung von Wasser. Das Dipeptid hat an einem Ende eine o.-Aminogruppe und am anderen
eine o-Carboxylgruppe. Dies ergibt eine definierte Richtung der Peptidketten. Ry und R stehen
fiir die unterschiedlichen Seitenketten die kovalent an das Cy-Atom gebunden sind.

Ein kleines Protein wird als Peptid bezeichnet. Ab einer Anzahl von etwa 100 verkniipften
Aminosduren spricht man von einem Protein, darunter von einem Peptid.

Einen etwas detaillierteren Einblick in die Struktur von Proteinen bietet Abbildung 1.8.
Rontgenkristallographische Untersuchungen zeigen, dass die Peptideinheit (in Abbildung
1.8 griin hinterlegt) starr und planar ist - daher auch die Bezeichnung Peptidpléttchen
[Str94, Cor53]. Die Bindungen beiderseits der starren Peptideinheit haben die Moglich-
keit zur Rotation. Die Rotationswinkel y und ¢ sind in Abbildung 1.9 dargestellt.
Polypeptidketten haben eine bestimmte Richtung, da ihre Bausteine unterschiedliche En-
den besitzen. Das Aminoende gilt vereinbarungsgemal als Anfang einer Peptidkette. Die
Abfolge der Aminosduren wird als Primérstruktur des Proteins bezeichnet. Die Konfor-
mation der Hauptkette ist durch die Definition der beiden Winkel y und ¢ fiir jeden
Rest der Kette vollstindig festgelegt. Bestimmte Kombinationen der Winkel sind we-
gen sterischer Behinderung nicht moglich. Die erlaubten Bereiche kann man in einem
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Abbildung 1.9: Definition der Rotationswinkel. y beschreibt die Rotation um die C-C, Ein-
fachbindung, ¢ die Rotation um die CC,—N Einfachbindung. Ist die Polypeptidkette vollstindig
gestreckt, betragen die Winkel y und ¢ 180°.

Ramachandran-Plot (vgl. Abbildung 1.10) darstellen und somit die Sekundirstruktur vor-
hersagen.

Die Sekundirstruktur gibt die rdumliche Anordnung der Polypeptidkette an. Beispiele
fiir Sekundirstrukturelemente sind die a-Helix, und das -Faltblatt. Die o-Helix ist eine
wendeltreppenartige gewundene stabformige Struktur einer Polypeptidkette. Die a-Helix
wird durch Wasserstoffbriicken zwischen den CO- und NH-Gruppen der selben Polypep-
tidketten stabilisiert. Zwei oder mehrere solcher a-Helices konnen wie bei einem Seil

Abbildung 1.10: Ramachandran-Plot
der Winkel y und ¢ von hochaufgel-
sten Proteinstrukturen (Auflosung bes-

ser als 0.1nm) aus der Proteindaten-
bank PDB. Die Farben kodieren die be-
kannten Sekundéirstrukturelemente o-
Helix (rot), B-Faltblatt (blau) und Keh-
ren und andere Strukturen (griin). Win-

kel die sterisch und damit energetisch
sehr ungiinstig sind treten nicht auf und
liegen in den weilen Bereichen. Abbil-

dung entnommen aus [Sim05].
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verdrillt sein. Die Polypeptidketten im [-Faltblatt liegen dagegen in nahezu gestreck-
ter Form vor und bilden plattenférmige Strukturen. Dabei wird die f-Faltblatt-Struktur
durch Wasserstoftbriicken zwischen CO- und NH-Gruppen verschiedener Polypeptid-
stringe stabilisiert. Benachbarte Stringe konnen in einem (-Faltblatt dieselbe Richtung
besitzen (parallele B-Faltblatt-Struktur) oder entgegengesetzt verlaufen (antiparallele -
Faltblatt-Struktur) (vgl. Abbildung 1.11). Die Seitenketten gegeniiberliegender Amino-
sduren zeigen in die gleiche Richtung und konnen so in Wechselwirkung miteinander
treten.

Abbildung 1.11: Schematische Darstellung eines antiparallelen Faltblatts. Die benachbarten
Striange sind in entgegengesetzten Richtungen orientiert. Zwischen den NH- und CO-Gruppen
der beiden Stringe bilden sich Wasserstoffbriicken (gestrichelte Linien) und stabilisieren diese
Struktur. Die Seitenketten sind mit R angegeben und ragen zu beiden Seiten aus der Faltblattebene
heraus.

Die Tertidrstruktur beschreibt die rdumliche Anordnung der Sekundirstrukturelemente
zueinander oder auch die rdumliche Beziehung zwischen weit entfernten Aminoséurere-
sten innerhalb einer linearen Sequenz. Proteine die aus mehreren Polypeptidketten beste-
hen, zeigen eine sogenannte Quartidrstruktur. Diese beschreibt die riumliche Anordnung
der Untereinheiten und die Art ihrer Kontakte. Die Beriihrungsstellen der Untereinheiten
sind fiir die Proteinfunktionalitéit von besonderer Bedeutung.

Beispiel fiir eine Proteinfunktionalitit: PDZ-Domiine

Im folgenden Abschnitt wird eine Proteindomine vorgestellt, die zu den Proteininter-
aktionsdoménen (PID) zdhlt. Sie enthélt Strukturen, die auch die Grundlage eines der
untersuchten Peptidsysteme (vgl. 5.2) bilden. Diese vermitteln eine Vielzahl von Protein-
Protein Wechselwirkungen [Don97]. Die hier betrachtete PDZ-Doméne wurde erstmals
1991 im post synaptics density Protein (PSD95/SAP90), im septate junction protein Discs-
large aus Drosophila melanogaster und im tight junction protein Zonula occlidentes-1
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identifiziert. Die Anfangsbuchstaben dieser Systeme bilden das Akronym PDZ. Poly-
peptide, die solche PDZ-Dominen besitzen, spielen zum Beispiel eine wichtige Rolle
bei Signaltransduktionswegen in Zellen. Die meisten bekannten mittels PDZ-Doménen
vermittelten Proteininteraktionen funktionieren iiber das Erkennen kurzer C-terminaler
Peptidmotive [Kim95]. Alternativ dazu werden auch interne Motive, unabhéngig vom C-
terminalen Rest, erkannt. Eine der am Besten untersuchten internen Erkennungsmotive
liegt im PDZ-PDZ Heterodimer der PDZ-Doméne der neuronalen NO-Synthase (nNOS)
mit PSD-95 in Neuronen oder mit Syntrophin in Muskelzellen vor (Abbildung 1.12). Die
Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) in Sdugetiermuskelzellen wird durch die neuronale
NO-Synthase katalysiert. Die Assoziation von Syntrophin mit nNOS koppelt die NO-
Produktion mit der Muskelkontraktion und sorgt so fiir eine gesteigerte Durchblutung bei
erhohter Stoffwechselbelastung. Diese PDZ-PDZ Interaktion unterscheidet sich von der

ligand face
_ (B-finger) f receptor

Abbildung 1.12: Darstellung des Heterodimers zwischen Syntrophin (lila) und nNOS (orange).
Die nNOS-Domiine hat eine Rezeptorfliche (Peptidbindungstasche) und einen Rezeptorligand (8-
Finger). Der nNOS B-Finger bindet an die Bindungstasche der Syntrophin PDZ-Doméne. Abbil-
dung leicht gedndert entnommen aus ([Hil99]).

kanonischen PDZ-Peptid Interaktion, welche sich des C-terminalen Rests bedient. Da-
mit diese hier vorgestellte Interaktion erfolgt, muss der B-Finger (Reste 101-127) der
PDZ-Domine von nNOS in die Bindungstasche des Syntrophin andocken. Dieser wegen
seiner Form als Hairpin bezeichnete Teil aus ca. 30 Aminosduren, bindet an die gleiche
Stelle wie ein Ligand mit C-terminalem Erkennungsmotiv. Nur wenn der -Finger sei-
ne kompakte Struktur und beide PDZ Partner ihre native Tertidrstruktur besitzen, kann
es zur Bindung kommen. Untersuchungen von [HarO1] zeigen, dass sowohl die Konsen-
sussequenz des nNOS Pseudopeptids (HLETTFTG) wie auch der Turn (T-112 bis T-116)
entscheidend fiir die Bildung der Bindung sind. Das bedeutet, dass nicht nur die Reste
eine wichtige Rolle spielen, sondern auch die exakte raumliche Struktur des B-Fingers.

In der Arbeit von Wang et al. [Wan00] ist die Sekundirstruktur des B-Finger Peptids
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vorgestellt worden. Ausfiihrliche NMR-Untersuchungen zeigen direkte NOEs* zwischen
Protonen im Peptidriickgrat. Dies weist darauf hin, dass die beiden 3-Stringe einen an-
tiparallelen B-Finger bilden. Diese Sequenz (siche Abbildung 1.13) dient als Vorlage zu
dem in dieser Arbeit eingehend untersuchten System, welches in Kapitel 4 diskutiert wird.

H H H o H H e} H H o H H 0 H
1 F103 || U || | | Il
E— G—N C c N T105 c N '—10 C NJ109.C c NFLC C
101 102 \ 7 \ / \ / Lo / Ne” N NErodc” \C/ \N/m}ﬁ/ Ne” \N T
1 ! I !
H o} 0
Q
=
& O P | R gl 7
Q124 K118 T116
c N C Y 1 2N C 129 N & c& N C
G— L—¢ PN \IC/ \“ T12}N/ ¢ \" 12>N/ IC "/T11?N/ IC \" P17 N/ \<|3 O %\\‘3
127 126§ H 0 H H 0 H H 0 H H 0 H

Abbildung 1.13: 3-Finger Peptidsequenz von nNOS mit dem fiir die interne Erkennung wichtigen
Strang (griiner Rahmen) und mit den direkten NOEs zwischen den Protonen (schwarze Pfeile).
Abbildung leicht modifiziert entnommen aus [Wan00].

1.3 Stoffsysteme

Diese Arbeit zeigt die biophysikalische Anwendbarkeit einer neuen Molekiilklasse als
ultraschnelle Photoschalter in Chromopeptiden. An dieser Stelle folgt ein Uberblick der
untersuchten Molekiil- und Chromopeptidsysteme.

Die chemische Struktur der untersuchten Verbindungsklasse setzt sich aus den zwei Mo-
lekiilteilen Stilben und Thioindigo zusammen (Abbildung 1.14).Cy In der vorliegenden
Arbeit werden verschiedene Derivate der Hemistilben-Hemithioindigo-Mischverbindung
(hemi = halb, Hemithioindigo: HTI) untersucht.

Kapitel 3 zeigt die Grundlagen der photoinduzierten Z/E-Isomerisierung von Hemithio-
indigo am Beispiel der in Abbildung 1.15 dargestellten HTI-basierten w-Aminosdure.

In Kapitel 4 wird der Einfluss verschiedener Substitutionen an der para-Position des Stil-
benteils behandelt. Es werden drei Substanzen mit unterschiedlichen Substitutionen (R
= H, CN, OMe) untersucht. Die Substituenten sind in para-Position des Stilbenteils an-
gebracht. An der 5-Position des Thioindigo befindet sich im Unterschied zu der HTI-
basierten w-Aminosdure eine Methylgruppe (vgl. Abbildung 1.16).

4 Nuclear Overhauser effect “[Ane65] : Transfer von Spinpolarisation von einer Population auf eine
andere nach Relaxation in einem NMR Experiment. NOEs werden durch den Raum vermittelt. Man erhilt
Abstandsinformationen, aus denen die dreidimensionale Struktur rekonstruiert werden kann.
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E-Thioindigo Z-Hemithioindigo E-Stilbene

Abbildung 1.14: Schematische Darstellung der molekularen Strukturen von E-Thioindigo, Z-
Hemithioindigo und E-Stilben. Gezeigt sind die thermodynamisch stabileren Isomere. Farbig mar-

kiert sind die molekularen Bestandteile von Hemithioindigo. Diese Kennzeichnung hat keinen
Bezug zur Synthese der Verbindung.

In Kapitel 5 werden zwei verschiedene HTI-basierte w-Aminoséduren in Kombination mit
zwei verschiedenen Peptidsystemen untersucht. Abbildung 1.17 a) zeigt das Z-Isomer des
para-HTI Photoschalters. Die para-Position des Stilbenteils ist griin markiert. Einer CH;-
Gruppe folgt die Schutzgruppe NHBoc. Der meta HTI-Photoschalter ist in Abbildung
1.17 c) dargestellt. Die meta-Position ist blau markiert und einer CH,-Gruppe folgt der
Rest Ro=NH; + Cl. Abbildung 1.17 b) und d) zeigt die para- und meta HTI-basierten
®-Aminosduren mit den jeweiligen Peptidsystemen. Die para Position ist griin markiert.
Das para Modellpeptidsystem ist ein lineares System. Das meta Peptidsystem ist zyklisch

400 nm

E
490 nm
400 nm

E
490 nm

Abbildung 1.15: Chemische Strukturen des Z- und E-Isomers der HTI-basierten w-Aminoséure.
a: Der Indigoteil (hellgrau) und der Stilbenteil (dunkelgrau) sind farblich hinterlegt. b: Darstellung
der mit quantenmechanischen Methoden (Gaussian 98, DFT [Fri98]) optimierten Grundzustands-
strukturen.
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Z-isomer

Abbildung 1.16: Schematische Darstellung des substituierten Z- und E-Isomers. Die Substituen-
ten (R = H, CN, OMe) sind in para-Position im Stilbenteil des HTI angebracht.

aufgebaut und ist der in Kapitel 1.2 vorgestellten PDZ-Domine nachempfunden. Die fiir
die interne Erkennung biologisch relevante Peptidsequenz ist gelb hinterlegt.
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c) mHTI
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Abbildung 1.17: Schematische Darstellung der Strukturen des para und meta-Systems. a: Para-
HTI (pHTI) Schalter mit der Schutzgruppe (NHBoc). b: Lineares Peptidsystem. Die Aminoséuren
sind in para Position (griin markiert) des Phenylrings im Stilbenteil angebracht. c: Meta-HTI (mH-
TI) Schalter mit (NH; 4 CI) Gruppe. d: Zyklisches Peptidsystem. Die Aminosiuren sind in meta
Position (blau markiert) des Phenylrings im Stilbenteil angebracht. Dieses System ist der in Kapi-
tel 1.2 vorgestellten PDZ-Domine nachempfunden. Die biologisch relevante Aminoséduresequenz

ist gelb hinterlegt.



Kapitel 2
Experimentelle Verfahren

Dieses Kapitel stellt die verwendeten Instrumente und Verfahren zur experimentellen Un-
tersuchung der Proben vor. Das wichtigste der eingesetzten Werkzeuge ist ein Femtose-
kunden-Infrarot-Spektrometer. Ausgehend vom Laseroszillator iiber die Verstdarkung der
Laserimpulse in einem regenerativen Verstirker bis zur parametrischen Erzeugung der
Anregungs- und Abtastimpulse wird auf die Funktionsweise und die Parameter dieses
Messinstruments eingegangen. Weiterhin wird die Erfassung der mit dem Femtosekun-
den-Infrarot-Spektrometer gewonnenen Daten diskutiert.

Die Préparation der untersuchten Proben ist ausschlaggebend fiir die Qualitédt und die Re-
produzierbarkeit der Messergebnisse. Die Vorbereitung der Proben, sowie ihre Charakte-
risierung vor der eigentlichen zeitaufgelosten Messung wird in Abschnitt 2.2 beschrieben.
Hier findet sich auch die Vorgehensweise zur Justage der IR-Messapparatur und die Er-
mittlung der Apparatefunktion. Sie ist fiir die Gewinnung des eigentlichen Messsignals
und die Auswertung der Daten wichtig, die im abschlieBenden Abschnitt dieses Kapitels
diskutiert werden.

2.1 Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer

Den Aufbau des Femtosekunden-Infrarot-Spektrometers zeigt Abbildung 2.1. Das in die-
ser Arbeit verwendete Spektrometer ldsst sich schematisch in vier Blocke unterteilen.
Das zentrale Lasersystem (Abbildung 2.1 I) ist eine kommerzielle Komplettlosung der
Firma Spectra Physics bestehend aus einem Oszillator und einem regenerativen Verstir-
ker. Es liefert kurze Lichtimpulse (~ 70fs) bei einer Zentralwellenldnge von 800nm. Die
mittlere Ausgangsleistung betrdgt 3.5W bei einer Wiederholrate von 1kHz. Das Laser-
system versorgt zwei unabhingige Experimente. Ein Anreg-Abtast-Experiment im UV
und sichtbaren Spektralbereich und das Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer. Fiir das
Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer werden 800 mW verwendet. Ein Teil der Leistung
wird fiir eine mehrstufige Frequenzkonversion zur Erzeugung abstimmbarer Abfrage-
Impulse im mittleren infraroten Spektralbereich (Abbildung 2.1 II) verwendet. Diese be-
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Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau des Femtosekunden-Infrarot-Spektrometers. (I)
Femtosekunden-Lasersystem der Firma Spectra Physics. (II) Mehrstufige Frequenzkonversion
zur Erzeugung der Abtast-Impulse. (III) Erzeugung der 2. Harmonischen der Laserfundamentalen
zur Nutzung als Anreg-Impuls; Delay: Variable Verzogerungsstrecke. (IV) Riaumliche Uberla-
gerung von Anreg- und Abtast-Impuls in der Probe und anschlieBende rdaumliche Aufteilung
zur frequenzaufgeldsten Detektion; Konversion der Signale der Vielkanal-Detektoren in einem
Analog-Digital-Wandler. Bild nach [Sch08]

steht aus einer Weillicht-Erzeugung (continuum generation, ,,CG*) und einer Frequenz-
verdopplung gefolgt von zwei optisch parametrischen Verstarkerstufen (optical parame-
tric amplifier, OPA) und einer Differenz-Frequenz-Erzeugung (difference frequency mi-
xing, DFM). Ein weiterer Anteil dient zur Erzeugung von Lichtimpulsen der gewiinschten
Anregungswellenlidnge von 400 nm durch Frequenzverdopplung (SHG). Die Anregimpul-
se werden iiber eine variable Verzogerungsstrecke (Delay) gefiihrt. Anreg- und Abtastim-
pulse werden im Probenvolumen rdumlich iiberlagert. Eine Vielkanal-Detektion ermog-
licht ein spektral breitbandiges Erfassen der Abtast-Lichtimpulse. Im folgenden Abschnitt
werden die einzelnen Komponenten kurz beschrieben.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des kommerziellen Ti:Saphir-Lasersystems der Firma
Spectra Physics bestehend aus vier Komponenten. (I) Oszillator mit dem cw (Dauerstrich) Pump-
laser. (II) Regenerativer Verstirker bestehend aus einem zeitlichen Pulsstrecker (Expander), dem
eigentlichen regenerativen Verstirker und einem Pulskompressor (Compressor). Elemente zur Ein-
und Auskopplung der Impulse in den Oszillator sind nicht dargestellt. Im unteren Teil ist die
Intensititsverteilung der Impulse vom Oszillator bis zum Ausgang des Verstirkers schematisch
dargestellt. Bild nach [Sch08].

2.1.1 Femtosekunden Lasersystem

Bei der Erforschung ultraschneller Phinomene haben sich Ti:Saphir-Laser [Spe91] als
leistungsfihiges und stabiles Werkzeug durchgesetzt. Sie ermoglichen es, Messungen mit
einer Zeitauflosung bis in den fs-Bereich durchzufiihren. Der wichtigste Vorteil von mit
Ti’-Ionen dotiertem Saphir (Al,O3) ist seine auBerordentlich hohe Fluoreszenzband-
breite [Mou86].!

Die Absorptionsbande von Ti:Saphir liegt im Bereich von 400nm bis 600nm [Agg88].
Daher lassen sich Ti:Saphir-Laser sehr gut mittels frequenzverdoppelter Neodymla