Spektroskopische Untersuchungen
lichtinduzierter, ultraschneller
Konformationsdynamiken von

Modellpeptiden

Michael Stephan Rampp

Miinchen 2016






Spektroskopische Untersuchungen
lichtinduzierter, ultraschneller
Konformationsdynamiken von

Modellpeptiden

Michael Stephan Rampp

Dissertation

an der Fakultat fiir Physik
der Ludwig-Maximilians-Universitat
Miunchen

vorgelegt von
Michael Stephan Rampp
aus Coburg.

Minchen, den 18. Juli 2016



Erstgutachter: Prof. Dr. Wolfgang Zinth
Zweitgutachter: PD Dr. Bert Nickel
Tag der miindlichen Priifung: 5. Juli 2016



Kurzfassung

Proteine benotigen fiir ihre korrekte Funktion eine wohldefinierte, rdumliche An-
ordnung, die man den nativen Zustand nennt. Den Prozess, der zum Erreichen
dieses nativen Zustandes fithrt, bezeichnet man als Proteinfaltung. Haufig ist mit
der Aktivitat eines Proteins eine rdumliche Umstrukturierung verbunden. Metallo-
proteine konnen Ladungen transferieren, worauf die direkte Proteinumgebung der
komplexierten Metallionen Geometrieinderungen zeigt.

Teil I dieser Arbeit geht der Frage nach, wie die Faltung von kleinen Proteinen (Pep-
tiden) ablauft. Als Modellsystem fiir ein S-Haarnadelmotiv wurde ein lichtschaltbares
Peptid (AzoTrpZip2, kurz ATZ) untersucht, bei dem mithilfe eines Azoschalters
(AMPP) die Struktur kontrolliert wird. Im cis-Konformer des AMPP bildet das
ATZ eine -Haarnadel aus, wohingegen es im trans-Konformer ein Ensemble mit nur
wenig definierten Strukturelementen aufweist. In dieser Arbeit wurde ein Aufbau
zur zeitaufgelosten Messung der Tryptophan(Trp)-Fluoreszenz realisiert, um die
Dynamiken der Trp-Seitenketten sichtbar zu machen. Dabei stellte sich heraus, dass
der Zeitverlauf der Trp-Fluoreszenz sehr ahnlich zu dem der von Deeg et. al. durchge-
fiihrten Infrarotmessung ist. Es kommt im 100 ns Bereich zu einem Prozess geringer
Amplitude. AnschlieBend erfolgt die Hauptdynamik, die einen monoexponentiell
beschreibbaren Anstieg mit einer Zeitkonstanten von 19 s zeigt. Diese groBe Ahn-
lichkeit wird als Indiz dafiir gewertet, dass der ratenlimitierende Schritt der Faltung
die Ausbildung des hydrophoben Kerns unter Beteiligung der Trp-Seitenketten ist.
Die Untersuchungen der Entfaltung (cis — trans) mit zeitaufgeloster Infrarotspek-
troskopie zeigen, dass es sich hier um einen Mehrzustandsprozess handeln muss, bei
dem zuerst die Interstrang-Wasserstoftbriicken vom AMPP zu den Termini hin auf
Zeitskalen von 600 ps bis 2 s aufbrechen. Erst mit 17 s 16st sich der hydrophobe
Kern der Trp-Paare auf und das ATZ liegt vollstandig entfaltet vor. Die Messungen
legen nahe, dass die Dynamik der Wasserstoffbriicken schneller ist, als die des hydro-
phoben Kerns und zeigen, dass Faltung und Entfaltung des ATZ zwei grundlegend
verschiedenen Reaktionswegen folgen.

Teil IT adressiert den lichtinduzierten Ladungstransfers an Modellsystemen fiir blaue
Kupferproteine. Kupfer-Guanidinchinolin (Cu-GuaQu)-Komplexe werden spektrosko-
pisch charakterisiert und der Ladungstransfer vom Kupfer auf das Ligandensystem
wird mit ultraschnellen Anreg-Abtast-Methoden untersucht. Die Interpretation der
transienten Spektren ermoglicht das Aufstellen eines Reaktionsmodells. Nach der
Photoanregung in einen hochliegenden, angeregten Zustand erfolgt eine ultraschnelle
(<1ps) Anpassung der Ligandengeometrie an den elektronischen Cu(II)-Zustand
(X1). AnschlieBend findet man eine Verzweigung in einen heifien Grundzustand und
in einen Zustand mit Triplettcharakter (3MLCT). Die beobachtete groe Ahnlichkeit
der Spektren des X;- und des *MLCT-Zustandes deutet darauf hin, dass es bei
diesem Ubergang nur zu geringen strukturellen Dynamiken kommt, was eine fiir
derartige Systeme grofie intersystem crossing-Rate erlaubt (1/4ps).
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1. Proteine - Biomolekiile mit erstaunlichen
Eigenschaften

Leben — ganz egal, ob tierisch oder pflanzlich — ist ein erstaunlicher Prozess. Es
entsteht im Wesentlichen aus einer Zelle, die sich nach der Befruchtung zu teilen
beginnt. Ab einer bestimmten Groéfle differenzieren sich aus diesem Zellklumpen
verschiedene Areale heraus, aus denen spéter z.B. Gliedmafien und Organe werden.
Dieser Spezialisierungsmechanismus ist hochkomplex, mittlerweile aber dennoch so
gut verstanden, dass es gelingt, Gewebearten aus sogenannten induzierten, pluripo-
tenten Stammzellen (fir deren Entdeckung 2012 der Nobelpreis in Medizin vergeben
wurde, induced pluripotent stem cells, kurz: iPSC') nachzubilden [LV93].

Hierbei versetzt man die kultivierten iPSC mit einer Mischung verschiedener kor-
pereigener Faktoren, wobei neben deren Konzentrationsverhéltnissen auch die In-
kubationszeit und die Reihenfolge der Substanzen entscheidend fiir den Erfolg sind.
Dieses Vorgehen ist genau demjenigen nachempfunden, welches die Natur fiir unser
Leben erfunden hat: die Interaktion von Proteinen und der Desoxyribonukleinsiure
(DNS). Auf der DNS sind alle Informationen, die unser Kérper braucht, in Form von
Basenanordnungen codiert. Die Konzentrationen verschiedener vorliegender Proteine
entscheiden, welche Information wann abgelesen wird. Eine Informationseinheit auf
der DNS nennt man Gen. Jedes Gen steht dabei fiir ein bestimmtes Protein. So
werden bei der Zelldifferenzierung durch Protein-DNS-Interaktion diejenigen Gene
angeschaltet, die beispielsweise eine Leberzelle braucht.

Proteine dienen jedoch nicht nur als biochemische Signaltransmitter. Einige davon
haben erstaunliche Fahigkeiten. So fungiert das Protein Prestin als Verstérker, der im
Ohr Spannungsénderungen iiber der Zellmembran in mechanische Bewegung umsetzt
und somit einfallende Schallsignale verstarkt [HD11].

In unseren Nervenzellen iibernehmen Motorproteine den Transport entlang der lan-
gen Axone. So bindet beispielsweise das Kinesin an Mikrotubuli, kann sich durch
Hydrolyse von ATP mit Kraftschlagen vorwérts bewegen und so in Vesikeln verpackte
Molekiile transportieren [MMMO5].

Bei der Photosynthese werden Proteine benétigt, die Elektronentransfer ermdogli-
chen. Ein Beispiel hierfiir ist das in Pflanzen und Cyanobakterien vorkommende
Plastocyanin . Im aktiven Zentrum wird ein Kupferion komplexiert, das je nach
Oxidationsstufe ein Elektron aufnehmen (Cu** 4+ ¢ — Cu™ ) oder abgeben

(Cut — Cu®*"+ e) kann. Aufgrund dieser Tatsache bezeichnet man Kupferproteine
als Redoxkatalysatoren.

So unterschiedlich die Funktionen und Eigenschaften von Proteinen auch sein mégen,
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eines haben sie alle gemein: sie funktionieren nur, wenn sie in einer ganz bestimmten,
rdumlichen Anordnung vorliegen, die man nativer Zustand nennt.

Wie ein Protein nun diesen nativen Zustand erreicht, ist bis dato nicht vollstindig
geklart. Naiv konnte man meinen, die Zelle beséfle Organelle, die das Protein in diese
Struktur bréachten. Demnach miisste allerdings ein Protein in blofler Pufferlosung,
wenn es seine native Struktur einmal verloren hat, seine Fahigkeiten dauerhaft ver-
lieren. Diesen Versuch unternahm 1954 der Biochemiker Christian Anfinsen [Anf54].
Er stellte fest, dass ein Enzym, das durch Erhitzen denaturiert wurde, selbststandig
in seinen nativen Zustand zurtickfindet, wenn man es wieder abkiihlen lasst. Damit
zeigte er, dass einem Protein die Eigenschaft, seinen nativen Zustand zu erreichen,
innewohnt und durch dessen chemische Zusammensetzung determiniert ist.

Wie die Beispiele Prestin und Kinesin zeigen, ist jedoch die Faltung von Proteinen
nicht der einzige Fall, in dem es zu strukturellen Umlagerungen in Proteinen kommt.
Auch bei den blauen Kupferproteinen, zu denen man das oben vorgestellte Plastocya-
nin zahlt, hingt die Geometrie der Liganden des Kupfers von dessen Oxidationsstufe
ab.

Die vorliegende Arbeit ist in zwei grofle Teile gegliedert.

Teil I erlautert den Ansatz, mit Photoschaltern strukturelle Dynamiken bei Peptiden
auszulosen. Dazu benétigte Modellsysteme und experimentelle Aufbauten werden
dargestellt. Prominente Theorien zur Proteinfaltung werden erklart, um die gezeigten
Ergebnisse und Interpretationen der Messungen einzuordnen. Die hier erlauterten
zeitaufgelosten Infrarotspektroskopie-Messungen erlauben die Betrachtung eines kom-
pletten Faltungs- und Entfaltungszyklus des S-Haarnadelpeptids ATZ. Zur Messung
der zeitaufgelosten Tryptophanfluoreszenz nach Photoinitiation des Faltungsprozesses
wurde ein Messaufbau realisiert. Die erhaltenen Ergebnisse erlauben Einblicke in
die Seitenkettendynamiken des ATZ. AbschlieSfend wird der hier vorgestellte Ansatz
der Induktion struktureller Dynamiken mittles eines Photoschalters anhand der
gewonnen Erkenntnisse zur Faltung und Entfaltung des ATZ evaluiert.

In Teil IT wird gezeigt, welche Erkenntnisse man durch Kombination von sichtbarer
und infraroter, ultraschneller Anreg-Abtast-Spektroskopie iiber den lichtinduzier-
ten Ladungstransfer und die damit verbundenen strukturellen Umlagerungen bei
Kupfer-Guanidinquinolin-Modellkomplexen gewinnen kann. Das aus den Messungen
abgeleitete Reaktionsmodell wird mit anderen Kupferkomplexen aus der Literatur
verglichen. Es wird herausgearbeitet, welchen Beitrag Infrarotspektroskopie zum
Verstéandnis des Reaktionsschemas von lichtinduziertem Ladungstransfer bei Kupfer-
Komplexen leisten kann.



Teil 1.

Faltung und Entfaltung des
lichtschaltbaren

B-Haarnadel-Modellpeptids ATZ






2. Aufbau und Struktur von Proteinen

Dieses Kapitel gibt zunichst einen Uberblick iiber den Aufbau und die Struktur-
ebenen von Proteinen (s. Abschnitt 2.1). Man bezeichnet sie als Primdr-, Sekunddr-,
Tertidar- und Quartdrstrukturen. Besonderes Augenmerk wird dabei auf die ersten
beiden Ebenen gelegt, da sie fiir die in dieser Arbeit untersuchten Modellsysteme
von wesentlicher Bedeutung sind. Die Tertiar- und Quartarstrukturen werden der
Vollsténdigkeit halber kurz angerissen.

Abschnitt 2.2 erlautert die Grundziige der Sdure-Base-Gleichgewichte der Amino-
sduren und Puffersysteme in Wasser und gibt einen Ausblick auf das Verhalten von
Sauren und Basen im Losungsmittel Methanol.

Anschlieend werden in Kapitel 3 die Prozesse beleuchtet, die zum Erreichen dieser
Proteinstrukturen fithren. Diesen Vorgang nennt man Proteinfaltung. Dafiir werden
zunachst globale Theorien fiir die Faltung grofler Proteine vorgestellt. Im Fokus steht
jedoch die Faltung kleiner Proteine (Peptide), wie sie Gegenstand dieser Arbeit sind.

2.1. Hierarchische Strukturebenen von Proteinen

Proteine sind Biopolymere, die aus verschiedenen Einzelbausteinen zusammengesetzt
sind — den Aminosduren. Abbildung 2.1 zeigt den schematischen Aufbau einer
Aminosaure als Zwitterion, wie sie bei pH =7 in wéssriger Losung vorliegt. Jede
dieser Aminoséuren hat eine Aminogruppe (blau) und eine Carboxygruppe (rot) und
kann damit sowohl als Saure als auch als Base reagieren. Der in griin dargestellte Rest
R bestimmt die spezifischen Eigenschaften von Aminosduren in Proteinen, worauf
spater noch im Detail eingegangen wird.

R

*H,N —C,— C

Abbildung 2.1.: Aufbau einer Aminosaure:
Am zentralen Kohlenstoffatom (C,) befinden sich neben einem Wasserstoffproton eine Aminogruppe
(blau), eine Carboxygruppe (rot), und ein Rest, der von Aminosiure zu Aminoséure variiert (griin).

Da vier verschiedene Residuen am zentralen Kohlenstoffatom (C,) gebunden sind,
ist jede Aminosédure chiral. Damit gibt es jeweils die beiden enantiomeren L- und
D-Aminosduren, von denen nur die L-Form proteinogen ist, d.h. zur Biosynthese
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von Proteinen verwendet wird. Insgesamt sind bisher 23 proteinogene Aminosauren
bekannt [MAO8], von denen im menschlichen Genom nur 20 codiert sind, weshalb
man sie kanonische Aminosduren nennt.

Sie sind in Tabelle 2.1 in alphabetischer Ordnung aufgelistet. Die Carboxygrup-
pe einer Aminosdure kann mit der Aminogruppe einer zweiten Aminosaure unter
Wasserabspaltung eine Peptidbindung bilden, wie es Abbildung 2.2 zeigt.

Ry R, R, 0 R,

0 0 0
*HsN —Co— c/ + *H:N —C,—C =  "H,N —cal—ﬂ — T_C“Z_ c{ -+ H,0
H o H o H H H
R, O R, R, O Ry
HsN —C, ! N c| c/0 HN —C l N—cC C i
sN — Ly LU— N—Cp— - 3 of = N0y
N, I
H H H H H H

Abbildung 2.2.: Kondensation zweier Aminosiuren zu einem mesomeriestabilisierten Dipeptid nach
Berl13.

An beiden Seiten der Kette konnen nun wiederum Aminosauren gebunden wer-
den. Die Kohlenstoff- Stickstoffkette nennt man englisch backbone ,Riickgrat‘, die
Reste der Aminosauren Seitenketten. Die Abfolge der Aminosduren eines Proteins
bezeichnet man als Primarstruktur. Dasjenige Ende einer Aminosdurenkette, das
die Caroxygruppe enthélt, nennt man C-Terminus, das anderen Ende mit der Ami-
nogruppe N-Terminus. Damit ist die chemische Zusammensetzung eines Proteins
festgelegt. Aufgrund der Mesomeriestabilisierung hat die neu gebildete Peptidbindung
teilweise m-Charakter und ist somit planar. Es gibt jedoch cis-trans-Isomerie, wobei
das trans-Isomer (wie es in Abbildung 2.2 gezeigt ist) das mit Abstand haufigere ist.
Im cis-Isomer liegen das Wasserstoffproton und das Sauerstoffatom auf derselben
Seite des Riickgrats. Die verbleibenden Freiheitsgrade, die im Wesentlichen tiber die
rdumliche Anordnung eines Dipeptids entscheiden, sind die Winkel des Riickgrats am
Cq4. Man bezeichnet sie als Dihedralwinkel und benennt sie geméfi Abbildung 2.3 ¢
und . Aufgrund von Wechselwirkungen im Riickgrat (sterisch, Wasserstoftbriicken
zwischen den Sauerstoffatomen eines Stranges mit Wasserstoffprotonen eines ande-
ren Stranges) und Eigenschaften der Seitenketten (hydrophobe Wechselwirkungen,
polare Wechselwirkungen, Disulfidbriicken) kénnen diese Winkel keine beliebigen
Werte annehmen. Als energetisch stabil haben sich vor allem zwei Strukturmotive
herausgestellt: das -Faltblatt und die a-Helix. Abbildung 2.4 illustriert diese beiden
Sekundarstrukturmotive. Sie erstrecken sich iiber lokal begrenzte Domanen eines
Proteins und haben als einzige Strukturmotive zwei besondere Eigenschaften, die fiir
die Faltung von Proteinen von entscheidender Bedeutung sind [Ros06]: Sie kénnen
sich (i) ohne sterische Behinderung rdumlich unbegrenzt ausdehnen und (ii) alle
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Aminosaure Abk. | Code | Eigenschaft %IIZ i; “;:lil'l‘z:zls Struktur
Alanin Ala A 67 Hﬁﬁw
Arginin Arg | R basisch 13,2 | 148 HN NHu«quLOH
Asparagin Asn | N polar 96 °mO%H
Asparaginsédure | Asp | D sauer 3,65 |91 %OHA&OH
Cystein Cys | C polar 8,33 | 86 Aﬁi
Glutamin Gln Q polar 114 uo
Glutaminsédure | Glu B sauer 4,25 | 109 » N: on
Glycin Gly G 48 N{%H
Histidin His | H fnﬂir’ Aol 597 | 118 L
Isoleucin Ile I 124 “CVC\N{L
Leucin Leu L 124 ”3°CYDN{LOH
Lysin Lys | K E:;?;h 10,28 | 135 W%
Methionin Met | M 124 Hac/svﬁm
Phenylalanin Phe F aromatisch 135 ©/\NH}>H
Prolin Pro | P heterocycl. 90 EHO on
Serin Ser S polar 73 HOANH:%H
Threonin Thr | T polar 93 chji'&o“
Tryptophan Trp W aromatisch 163 MO
Tyrosin Tyr Y Fnoiﬁr’ ares 10,07 | 141 . miw
Valin Val |V 105 o

Tabelle 2.1.: Ubersicht der 20 kanonischen Aminosauren nach Taylor [Tay86], Zahlenwerte von Wik16.

Die pKg-Werte beziehen sich auf die Seitengruppen. Bei basischen Aminoséauren ist es derjenige der
protonierten Seitengruppe.

7
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R, [0 R, {00 R, o

|l BRI
"HsN —Co—$€— N3}C-C,;HC— N:—C—C

| o | vl | N

H H H & H! H

Abbildung 2.3.: Dihedralwinkel am C,:
Die planaren Peptidplattchen (grau hinterlegt) sind beziiglich des C, um zwei Rotationsfreiheitsgrade
drehbar, die man die Dihedralwinkel ¢ und ) nennt.

Wasserstoftbriicken, die sich zwischen den Atomen des Riickgrates ausbilden koén-
nen, sind auch vorhanden [RS68]. Man unterscheidet zwischen antiparallelen und
parallelen g-Faltblattern. Bei den parallelen Faltblattern liegen sich die Riickgrate
in derselben Orientierung von Carboxy-(C')-Terminus und Amino-(N)-Terminus
gegeniiber, bei den antiparallelen liegen sich jeweils C- und N-Terminus der Strénge
gegeniiber. Diese Faltblédtter findet man vor allem bei kleinen Seitenketten, da sich
die Peptidstrange sehr nahe kommen miissen. Bei grofieren Seitenketten findet man
vornehmlich das Motiv der a-Helix. Beim Ramachandran-Plot tragt man die Dihe-
dralwinkel fiir jede Aminoséure in einem zweidimensionalen Graphen auf. Man findet
fiir bestimmte Strukturmotive charakteristische Winkelbereiche (s. Abbildung 2.5).
Fir poly-L-Alanin-Proteine ergeben sich die cyanfarbenen Bereiche. Alanin ist eine
Aminosaure, deren Methylrest keine spezifischen Bindungseigenschaften aufweist,
sondern lediglich sterisch mogliche Dihedralwinkelwerte einnimmt. Es weist eine grofie
Neigung auf, a-Helices auszubilden. Es gibt weitere Aminosauren, die man bevorzugt
in Sekundéarstrukturmotiven findet. Sie sind in Abbildung 2.6 gezeigt. Lagern sich
diese Sekundérstrukturmotive nun raumlich zu einer tibergeordneten Struktur an,
so spricht man von der Tertiarstruktur. Eine in der Biologie sehr wichtige Tertiar-
struktur ist das [-Fass. Das ist eine tonnenartige Anordnung von S-Faltblattern,
die einen Zylindermantel bilden. Beim griin fluoreszierenden Protein (kurz: GFP)
ist diese Struktur von immenser Bedeutung fiir die Emissionseigenschaften und die
Stabilitat der chromophoren Gruppe. Die Fass-Struktur schiitzt vor Kontakt mit dem
Losungsmittel, was Photoschdden vermindert und die Rate der Fluoreszenzloschung
niedrig halt [YMP96, YB96].

Die Aminosaure Glycin erweitert die stabilen Bereiche der Dihedralwinkel, da Glycin
statt der Methylgruppe des Alanins nur ein Wasserstoffproton als Rest hat und somit
die sterische Behinderung deutlich vermindert wird. Im Ramachandran-Plot kommen
die ocker hinterlegten Bereiche dazu, es sind also mehr Werte fiir Dihedralwinkel
energetisch stabil.

Aufler dem Glycin haben noch andere Aminosduren sehr starken Einfluss auf die
rdaumliche Struktur eines Proteins.

Das Prolin hat zwei besondere Eigenschaften. Zum einen hat es durch die zyklische
Form kein Wasserstoffproton mehr an der Peptidbindung, es kann also nicht als
Wasserstoftbriickendonor wirken und stért dadurch die Ausbildung von Sekundér-
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c c
1 | H c
H—N\ c=o0 H \ g
C=0 - ~H—N \N\C/C/N—(\:\
/ I
C C c/ \\0 (l)
\ _ Sl !
7—1-1——0—0 ¢ \ H
c
o=c¢ N—H - \C—I\{
v \ ) \ ~
Vi & H C
_ — H \ /
H I\{ =0 \ IEY:
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Abbildung 2.4.: Sekunddrstrukturmotive von Proteinen nach [Biol5]:
Es werden schematisch die beiden Sekiindérstrukturmotive des S-Faltblatts (links, griin hinterlegt) und
der a-Helix (rechts, gelb hinterlegt) gezeigt. Die H-Briicken sind gestrichelt eingezeichnet.

strukturen [MT91]. Deshalb findet man es meistens in Schleifensequenzen (engl.
loops), ungeordneten Bereichen oder an Ubergangsstellen von einer Sekundérstruktur
zur anderen. Zum anderen weist Prolin eine wesentlich hohere Wahrscheinlichkeit
fir eine cis-Peptidbindung auf als alle anderen Aminoséuren (sie liegt im Bereich
von 0,1 bis 0,3, je nach angrenzenden Residuen [BHB75]). Auch deshalb findet man
es haufig in Schleifen wieder. Somit spielen sowohl Glycin als auch Prolin eine wich-
tige Rolle bei der Bildung von Schleifen [KMKO05] und bei Ubergingen von einem
Sekundérstrukturelement zu einem anderen.

Eine weitere Sonderstellung nimmt das Cystein ein. Die Thiolgruppen zweier Cystei-
ne konnen durch Oxidation dimerisieren, es bildet sich eine sogenannte Disulfidbriicke.
Dadurch entstehen kovalente Bindungen zwischen zwei Aminoséurestrangen, wodurch
die native Struktur des Proteins stabilisiert wird. Diese Reaktion ist in Abbildung 2.7
veranschaulicht. Diese Disulfidbriicken sind beispielsweise beim Stoffwechselprotein
Insulin von grofier Bedeutung [Cha03].

Seine Vorstufe, das Proinsulin, besteht aus einer sog. a-Kette, einer g-Kette und dem
C-Peptid (,,C* steht fir engl. connecting verbindend‘). Bei der Insulinausschiittung
wird das C-Peptid abgespalten und die beiden Ketten werden nur noch durch die
Disulfidbriicken zusammengehalten.

Dartiber hinaus bietet Cystein durch die Thiolgruppe die Moglichkeit, funktionale
Gruppen oder Molekiile — beispielsweise iiber Maleimid-Thiol-Kopplung — an ein
Protein zu binden. Diese Eigenschaft macht man sich beispielsweise in der Fluores-
zenzspektroskopie zunutze [Maj07]. Hier wird eine Aminosdurenposition, die man
im Protein gezielt markieren will, durch Cystein mutiert und im Folgenden ein an
Maleimid gebundener Fluoreszenzfarbstoff iber die Thiolgruppe angebunden.
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Abbildung 2.5.: Ramachandran-Plot nach Berg et al. [Berl3]:

Die cyanfarbenen Bereiche sind fiir ein poly-L-Alanin-Protein méglich. Wird zusatzlich Glycin ins Protein
integriert, so kommen aufgrund verminderter, sterischer AbstoBungen zusatzlich die ockerfarbenen
Bereiche hinzu. Die linksgangige a-Helix oy (cyan schraffiert) findet man vornehmlich bei Kollagenen.

o 0 o] o
How" HiC H HsC oH
a-Helix - Ntz o
Glu Ala Leu
P,=1,53 P,=1,45 P.,=1,34

-Faltblatt NH, NH,
Val Ile
P=1,65 P;=1,60

Abbildung 2.6.: Neigung verschiedener Aminosauren zur Ausbildung von a-Helices (oben) und
B-Faltblattern (unten):

Es sind je die drei Aminosiduren mit starker Neigung zur jeweiligen Struktur gezeigt. Je groBer der
P-Wert fir eine Animosdure und ein bestimmtes Sekundarstrukturmotiv ist, desto groBer ist die
Wahrscheinlichkeit, die Aminoséure in diesem Sekundarstrukturmotiv zu finden [CF74]. Prolin bricht
beide dieser Strukturen auf.

Schliellich gibt es noch die Gruppe der aromatischen Aminosauren. Hierunter fallen
das Phenylalanin aufgrund des Benzylrests, das Tyrosin aufgrund des Phenylrests,
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2.1. Hierarchische Strukturebenen von Proteinen

+320, —» | + Hp0

Abbildung 2.7.: Bildung einer Disulfidbriicke zwischen zwei Proteinstrangen mit gegeniiberliegenden
Cysteinen

das Tryptophan wegen seines Indols und das Histidin, weil es einen Imidazolring
aufweist. Aufgrund der planaren Geometrie und des groffen Van-der-Waals-Volumens
(vor allem bei Trp und Tyr) sind die aromatischen Aminoséduren mafigeblich an hydro-
phoben Wechselwirkungen beteiligt. So konnen beispielsweise die Ringsysteme zweier
aromatischer Aminosauren direkt iibereinander gestapelt (engl. stacking) oder in
T-Form vorliegen, wobei hier die Kante des einen Ringsystems zur Fléche des anderen
zeigt. Die T-Form findet man haufig, wenn noch Wasserstoffbriicken zwischen den
aromatischen Systemen ausgebildet werden konnen [Che02]. Die Tatsache, dass die
hydrophoben Wechselwirkungen bei den aromatischen Resten wesentlich grofier sind
als bei den aliphatischen, liegt in der Ladungsverteilung der ausgedehnten 7-Systeme.
Das Gertist der o-Bindungen besitzt eine positive Partialladung, da ein Teil der zur
Neutralisation der positiven Kernladung benétigten Elektronendichte aulerhalb der
Bindungsebene in den m-Systemen liegt, welche wiederum eine negative Teilladung
aufweisen. Dadurch kommt es beim Stapeln dieser Systeme zu elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen den o-Gertisten des einen Molekiils mit den 7-Systemen
des anderen [HS90]. Abbildung 2.8 veranschaulicht diesen Sachverhalt.

Die hydrophoben Wechselwirkungen dieser aromatischen Aminosauren spielen eine

Abbildung 2.8.: Schematische Darstellung der m-m-Wechselwirkung bei aromatischen Aminosauren
grofie Rolle fiir die Faltung und die Stabilitdt von Proteinen [BP85], worauf spéter

noch genauer eingegangen wird. Die Fluoreszenzeigenschaften der aromatischen Ami-
nosduren macht man sich in der Untersuchung von Proteinkonformationen zunutze,

11



2. Aufbau und Struktur von Proteinen

was in Abschnitt 3.1 noch genauer erklart wird.

Die hochste Strukturebene von Proteinen ist die Quartarstruktur. Davon spricht
man, wenn sich mehrere Proteine zusammenlagern und beispielsweise ein globuléres
Protein bilden, wie es beim Hamoglobin der Fall ist. Perutz et al. [PKW65] haben
1965 durch Rontgenkristallographie dessen Struktur aufgeklart. Es besteht aus ins-
gesamt vier Proteinen, die zum Grofiteil aus a-Helices bestehen und sich zu einem
Heterotetramer zusammenlagern.

Somit lassen sich die vier Strukturebenen von Proteinen zusammenfassend folgender-
maflen charakterisieren:

1. Primirstruktur: chemische Zusammensetzung des Proteins: Abfolge der Ami-
nosauren

2. Sekundarstruktur: lokale, regelméaflige Strukturelemente: S-Faltblatter und
a-Helices

3. Tertiarstruktur: iibergeordneter, rdumlicher Aufbau einer Aminosaurekette:
Anordnung der Sekundarstrukturelemente zueinander

4. Quartdrstruktur: definierte Anordnung mehrerer Proteine: Faserproteine, glo-
bulére Proteine, Proteinkomplexe

2.2. Saure-Base-Chemie der Aminosauren

Da einige Aminosduren Seitenketten mit Sadure-Base-Eigenschaften haben, die we-
sentlichen Einfluss auf die Loslichkeit von Aminosduren haben, liefert dieses Kapitel
einen Abriss tiber die chemischen Grundlagen von Sauren, Basen und Puffersystemen.

2.2.1. Sdure-Base-Chemie in Wasser, pH-Berechnungen
Als Saure bezeichnet man nach Brgnsted eine Verbindung, die ein Wasserstoffproton
abgeben kann:

HA + H,O0 — A~ + H;0* (2.1)

Man bezeichnet A~ als korrespondierende Base der Saure HA.
Analog dazu ist eine Base als ein Stoff definiert, der ein Proton aufnehmen kann:

B+ H,O — BHT + OH". (2.2)

Hier nennt man HB™ die korrespondierende Siure zur Base B. In wéssriger Umgebung
liegen nie isolierte Protonen vor, sondern sie werden vom Wasser aufgenommen oder
abgegeben.

Wasser kann sowohl als Sdure als auch als Base reagieren (s. Gleichung 2.3). Solche

12



2.2. Saure-Base-Chemie der Aminosauren

Stoffe nennt man Ampholyte. Bei der Autoprotolyse des Wassers entstehen das positiv
geladene Oxoniumion und das negativ geladene Hydroxidion.

HQO + HQO = H30+ + OH™ (23)

Diese Reaktion ist ein Gleichgewicht. Das bedeutet, sie passiert in Wasser standig.
Im stationaren Fall sind Hin- und Riickreaktion gleich schnell, die Konzentrationen
der Ionen sind konstant. Im Falle des Wassers sind die Konzentrationen der Ionen
bei 25°C jeweils 1,004 - 10*7%"1. Damit betragt das lonenprodukt des Wassers

K, =1,008-10" %212 Daraus folgt fiir die Gleichgewichtskonstante:
(¢(H307T) - ¢(OH™)

K = 07 N (2.4)

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass die Konzentrationen im Gleichgewichts-
zustand einzusetzen sind. Da die Konzentration von Wasser in Wasser mit 55,6 mTOl
im Vergleich zu allen anderen Konzentrationen sehr grof} ist, gilt in guter Naherung:

¢(Hy0) ~ const. (2.5)

Dadurch kann man davon ausgehen, dass die starkste Base, die in Wasser vorliegt, das
Hydroxidion und die stérkste Saure in Wasser das Oxoniumion ist, da immer gentigend
Wassermolekiile vorliegen, die protoniert bzw. deprotoniert werden kénnen. Damit
lasst sich ¢(H50) in die Gleichgewichtskonstante multiplizieren und Gleichung 2.4
folgendermaflen schreiben:

14 mol?
12

Nun soll die Konzentration von Oxomiumionen im Gleichgewicht ausgerechnet

werden, wenn man eine bestimmte Menge an Sadure in Wasser 16st. Dazu stellt

man das Massenwirkungsgesetz fiir Gleichung 2.1 in Wasser auf und beriicksichtigt
Gleichung 2.5:

Kw = ¢(H;0") - ¢(OH™) = 1,008 - 10~

(2.6)

c(HgO%)-c(A7) _ c(Hz0")’
c(HA) co(HA) — ¢(H301)"

KS =K- C(HQO) = (27)
Beim letzten Schritt geht man davon aus, dass zu Beginn der Sdurezugabe keine
weiteren Ionen im Wasser vorliegen und deshalb die Zahl der korrespondierenden
Basenionen gleich der Zahl der Oxoniumionen ist. Da das Ionenprodukt in reinem
Wasser sehr gering ist, stimmt das in guter Naherung. co(HA) ist die Konzentration
an Saure, die man zu Beginn in Wasser gelost hat. Da Der Zahlenwert von Kg
iiber viele Groflenordnungen variiert, definiert man den pks-Wert als negativen,
dekadischen Logarithmus der Dissoziationskonstante:

pKs = —log Ks. (2.8)
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2. Aufbau und Struktur von Proteinen

Ebenso kann man mit der Basenkonstante Kp fiir das Gleichgewicht einer Base
verfahren. Ist ein pKg/p-Wert also klein, ist die Saure/Base stark, ist er grof, ist die
Séure/Base dementsprechend schwach. Fiir ein Saure/korrespondierende Base-Paar
besteht eine Beziehung zwischen den pKg- und pKg-Werten. Um sie zu berech-
nen, stellt man zunéchst fiir die Dissoziation der Sdure und die Protonierung der
korrespondierenden Base jeweils das Massenwirkungsgesetz auf:

c(A7) - c(H307) c(HA) - C(OH*).

Kg = o(TTA) und Kg = (A7) (2.9)
Durch Multiplikation von Kg und Kg erhalt man
Ks - Kp = ¢(H30™") - ¢(OH™) = Kw (2.10)
und durch Logarithmieren entsprechend
pKs + pKg = —log Ky = 14. (2.11)

Den pH-Wert bzw. pOH-Wert definiert man als negativen, dekadischen Logarithmus
der Oxoniumionenkonzentration bzw. der Hydroxidionenkonzentration:

pH/pOH = —log ¢(H30™)/c(OH™). (2.12)

Wendet man diese Definitionen auf Gleichung 2.6 an, so findet man folgenden
Zusammenhang zwischen pH- und pOH-Wert.

pH + pOH = 14 (2.13)

Daraus folgt, dass der Neutralpunkt in Wasser, d.h. der Punkt, an dem die Kon-
zentration der Oxoniumionen gleich derjenigen der Hydroxidionen ist, bei pH="7
vorliegt, da ¢(H30T) = ¢(OH™) = 1,004 - 10~".

Will man nun den pH-Wert einer Saure HA in Losung berechnen, 16st man die sich
aus Gleichung 2.7 ergebende quadratische Gleichung und man erhélt

K2 + 4Kgco(HA
pH = —log c(H;0") = —log \/ > 5 s ol ) (2.14)

Diese Gleichung gilt fiir den Fall, dass die durch die eingebrachte Sdure entstehende
Oxoniumionenkonzentration wesentlich groBer als die des Ionenproduktes des Wassers
ist, was fiir die Bereiche dieser Arbeit immer der Fall ist. Sie ist zwar prinzipiell
leicht 16sbar, allerdings gentigen fiir bestimmte Konzentrations- und pKg-Bereiche
einfachere, sehr gute Naherungen.

1. Sehr starke Sduren, (pKg < 1):
Fiir starke Sduren nimmt man eine vollstandige Dissoziation an, das heifit jedes
Sauremolekiil gibt sein Proton an das Wasser ab. Deshalb ist die Konzentration
der Oxoniumionen in Losung gleich der Konzentration der anfangs gelosten

Saure und es gilt:
pH = log co(HA). (2.15)
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2.2. Saure-Base-Chemie der Aminosauren

2. Schwache Sauren, (pKg > 4,5):
Bei schwachen Séduren nimmt man eine sehr geringe Dissoziation an, d.h. Kg
ist sehr klein. Man kann dann in Gleichung 2.14 alle Terme vernachlassigen,
die nicht linear in Kg sind und erhalt

1
pH = 3 <pKS — log CO(HA)). (2.16)
Dieses Ergebnis entspricht der Naherung, dass die Konzentration der Saure zu
Beginn numerisch der Konzentration der Sédure im Gleichgewicht entspricht:
Co(HA) = CGg(HA).

3. Mittelstarke Sauren (1 < pKg < 4,5):
In diesem Bereich sind beide vorher erwéhnten Naherungen unzureichend und
fithren vor allem bei kleinen Saurekonzentrationen zu Abweichungen. In diesem
Fall muss man zur Berechnung des pH-Wertes Gleichung 2.14 direkt l6sen.

Innerhalb der angegebenen Bereiche sind die Fehler, die man mit den Néaherungslosun-
gen macht, bis zu Konzentrationen von 20 “HIIOI maximal im Bereich von ApH ~ 0.3,
was flir die meisten Anwendungen genau genug ist. Um diese Werte zu ermitteln,
wurde ein Programm in Mathematica geschrieben, das die Abweichungen der Néhe-
rungen von der exakten Losung in Abhéngigkeit der Konzentration und Séurestérke
berechnet.

Will man den pH-Wert einer Base in Losung wissen, berechnet man zunachst iiber
obige Formeln den pOH-Wert, indem man statt der Sdurekonzentration die Basen-

konzentration einsetzt und anschlieBend mit Gleichung 2.13 den pH-Wert bestimmt.

2.2.2. Puffersysteme

Fir die Struktur und somit auch die Funktionsfiéhigkeit von Enzymen ist der pH-Wert
entscheidend, da von ihm die Ladungszustinde von Seitenketten mit Sdure-Base-
Eigenschaften und somit die Struktur von Proteinen abhangen. Daher benotigen
Lebewesen Systeme, die den pH-Wert konstant halten kénnen. Im Folgenden werden
diese Puffersysteme naher beleuchtet.
Die prinzipielle Idee ist es, eine Mischung einer schwachen Sdure und ihrer korrespon-
dierenden Base in Losung herzustellen, sodass Protonen, die in die Losung eingetragen
werden, erst die korrespondierende Base protonieren wodurch die Konzentration
der Oxoniumionen konstant bleibt. Als Beispiel ist der Essigsdure/Acetat-Puffer
angefithrt. Essigsdure hat einen pKg-Wert von 4,75. Die Reaktionsgleichung der
Dissoziation lautet:

HAc + HQO = Ac™ + H30+. (217)

Abbildung 2.9 illustriert dieses Verhalten anhand des Verlaufes einer Titrationskurve
einer 1-molaren Acetatlosung. Nach Gleichung 2.16 hat die Acetatlosung zu Beginn der
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2. Aufbau und Struktur von Proteinen

Titration einen pH-Wert von 9. Zu Beginn sinkt bei Zugabe von H3O"-Ionen der pH-
Wert rasch, bis der Pufferbereich erreicht wird. Solange die Losung Puffereigenschaften
besitzt, werden tiberwiegend Acetat-Molekiile zu Essigsdure umgesetzt, der pH-Wert
bleibt nahezu konstant. Erst wenn viele Acetatmolekiile verbraucht wurden, sinkt
der pH-Wert weiter.

PH A

10 +

Pufferbereich

n(H30™)

Abbildung 2.9.: Schematische Titrationskurve eines Acetatpuffers, c:lmTOI

Um die Eigenschaften dieses Systems naher zu betrachten, stellt man zunéchst wieder
das Massenwirkungsgesetz auf:

~ c(Ac)- C(H30+)‘

Kg = 2.18
i c(HA) (2.18)

Ist die Konzentration von Acetat und Essigsdure gleich grof}, so folgt direkt:
pH = pKs. (2.19)

Das bedeutet, dass man sich das Puffersystem so aussucht, dass sein pKg-Wert genau
dem pH-Wert entspricht, um den man puffern moéchte. Ebenfalls kann man mit
Gleichung 2.18 den pH-Wert einer Pufferlosung in Abhéngigkeit des Verhéaltnisses
von Saure und korrespondierender Base berechnen:

(A7)

H=pKg +1 .
p pis + Ogc(HA)

(2.20)

Diese Gleichung ist auch als Henderson-Hasselbalch-Gleichung bekannt. An dieser
Stelle sei nochmals betont, dass in der Gleichung nicht die Konzentrationen stehen,

16



2.2. Saure-Base-Chemie der Aminosauren

die man zu Beginn in die Losung gebracht hat, sondern diejenigen nach Erreichen des
Gleichgewichtes. Typischerweise wird ein Puffer deshalb so hergestellt, dass man die
Pufferpaare im etwa passenden Verhaltnis und in der Konzentration einwiegt, dass
der Puffer eine ausreichende Kapazitiat hat. Anschliefend stellt man den pH-Wert
exakt mit pH-Meter und verdiinnten NaOH- bzw. HCI-Losungen ein.

Als Daumenregel gilt, dass eine Losung etwa so lange puffert, wie die Konzentrati-
onsverhaltnisse von Sdure und korrespondierender Base maximal 1/10 sind. Damit
folgt aus der Henderson-Hasselbalch-Gleichung 2.20, dass der Pufferbereich

ApHPuﬁ‘er = sz +1 (221)

umfasst. Im menschlichen Organismus findet man neben anderen Systemen im Blut
auch den Phosphat-Puffer, der um pH =7 Pufferwirkung zeigt. Deshalb werden
biologische Proben (wie z.B. DNS) meist auch in diesem Puffer gemessen [Bucl4].
Diese Uberlegungen zur Siure-Base-Chemie haben Folgen fiir das Verhalten von
Aminosduren, Peptiden und Proteinen. Bei neutralem pH-Wert liegen Aminoséu-
ren meist als Zwitterionen vor, das heifit die Carboxygruppe hat die Aminogruppe
protoniert und beide Gruppen tragen entgegengesetzte Ladungen. Dadurch ist das
Zwitterion in Summe ungeladen und 16st sich schlecht in Wasser, wenn die Reste grof3
und hydrophob sind. Drastisch verbessern lasst sich die Loslichkeit, indem man den
pH-Wert entweder stark nach oben oder unten schiebt, was eine Nettoladung der Ami-
nosaure bewirkt. Da diese Gruppen aber bei Proteinen ohnehin in der Peptidbindung
verbriickt sind, fallt dieser Effekt dort kaum ins Gewicht. Entscheidender sind hier die
Seitenketten der Aminosauren mit Sdure-Base-Eigenschaften. Sind in einem Protein
iiberwiegend Saurereste, so werden sie bei pH =7 entsprechend ihrer pKg-Werte
deprotoniert vorliegen und somit eine negative Ladung des Proteins erzeugen, was
wiederum die Loslichkeit in Wasser oder anderen polaren Losungsmitteln erhoht.
Darauf wird auch spéter noch genauer eingegangen. Da als Losungsmittel fiir die
Peptide in dieser Arbeit vornehmlich Methanol verwendet wurde, soll anschliefend
die Sdure-Base-Chemie in Methanol angerissen werden.

2.2.3. Saure-Base-Verhalten in Methanol

Da Methanol, wie Wasser, ein Ampholyt ist, zeigt es analog zu Wasser ein Autopro-
tolysegleichgewicht:

MeOH + MeOH = MeO~ + MeOH, *. (2.22)
Fiir das Ionengleichgewicht des Methanols gilt [RW11]:

12
Kauto = ¢(MeOH ™) - ¢(MeOH, ) = 6,31 - 1078 % (2.23)

17



2. Aufbau und Struktur von Proteinen

Damit ist die Autoprotolysekonstante pK,uio = — log Kauto = 17,2 und der Neutral-
punkt in Methanol liegt bei einem pH-Wert von 8,6. Ebenso gilt fiir die Dissoziati-
onsreaktion einer Saure HA in Methanol

HA + MeOH = A~ + MeOH,* (2.24)

das Massenwirkungsgesetz

K — c¢(MeOHy™) - ¢(A7)
~ ¢(MeOH) - ¢(HA) ~

(2.25)

Die Konzentration von Methanol in Methanol betrégt 24,7 mTOl Damit definiert man
wiederum eine neue Konstante Kgy := K-¢(MeOH). Ebenso fithrt man zur Diskussion
der Saurestéirke in Methanol den pKgy-Wert als negativen, dekadischen Logarithmus
der MeOH,; T-Tonenkonzentration ein. Diese pKgy-Werte unterscheiden sich allerdings
von den in Wasser gemessenen pKg-Werten — sie miissen in jedem Losungsmittel
neu bestimmt werden. So betragt der pKgy-Wert der Glutaminsaureseitenkette in
Methanol 9,71 und fiir die basischen Lysinreste ist pKpy = 4,92 [GH34]. Sind die
Lysinreste eines Peptids protoniert, wenn man es ins Methanol bringt, benotigt man
zunéchst die Beziehung pKgy + pKpy = 17,2 (s. Gleichung 2.11). Damit betragt der
pKgsy-Wert des protonierten Lysins 17,2 — 4,92 = 12,28. Die Glutaminsaure ist somit
zwar eine schwache Sédure in Methanol, aber sie ist stéarker als protoniertes Lysin. Stellt
man nun eine Losung mit ¢ =4mM eines glutaminsdurehaltigen Peptides in Methanol
her, kann man aufgrund der schwachen Saure den pH-Wert in Methanol mithilfe von
Gleichung 2.16 berechnen: pH = £ (pKsy — log ¢o(HA)) = 1(9,71 — log 0,004) = 6.
Stellt man nun die Henderson-Hasselbalch-Gleichung nach dem Verhéltnis von depro-
tonierter und protonierter Séure um, so erhilt man zgg;; = 10PHPKs) ~ L Somit
ist nur jedes 5000ste Molekiil deprotoniert. In Wasser findet man ein Verhéltnis von

A7) o 1
c(HA) ~ 10"

Diese Uberlegungen werden an spiterer Stelle wichtig, wenn es darum geht, den Proto-
nierungszustand von Peptiden in verschiedenen Losungsmitteln und bei verschiedenen
Vorbehandlungen zu bestimmen.

18
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Dieses Kapitel gibt zunichst einen Uberblick iiber die Methoden, mit denen Protein-
faltung untersucht werden kann und welche Parameter man damit jeweils charakteri-
sieren kann. Im Anschluss werden allgemeine Theorien der Faltung von Proteinen
erlautert und im Speziellen die Faltung von [-Haarnadelpeptiden auseinanderge-
setzt. Diese Strukturmotive sind aus einer Schleifensequenz (engl.: loop) und einem
[-Faltblattanteil zusammengesetzt.

3.1. Methoden zur Untersuchung von Proteinfaltung

An dieser Stelle werden Methoden der aktuellen Forschung zur Proteinfaltung vor-
gestellt, bzw. einige der Methoden detaillierter erklart. Es wird zuerst anhand von
stationdren Gleichgewichtsexperimenten gezeigt, wie verschiedene Parameter mit
geeigneten Spektroskopiearten beleuchtet werden konnen und welche Moglichkeiten
genutzt werden, um den Faltungsgrad von Proteinen zu kontrollieren. Zuletzt wird
gezeigt, wie zeitabhéangige Messungen durchgefithrt werden kénnen.

CD-Spektroskopie

Eine verbreitete Methode zur schnellen Abschéatzung der Sekundéarstruktur von
Proteinen ist die CD (circular dichroism)-Spektroskopie. Jedes Sekundérstruktur-
motiv hat aufgrund der Symmetrie fiir rechts- und linkszirkular polarisiertes Licht
unterschiedliche, von der Wellenlénge abhangige Extinktionskoeffizienten und weist
damit ein charakteristisches CD-Spektrum auf. Eine detailliertere Beschreibung der
Methode geben u.a. Kelly et al. [KJP05]. Abbildung 3.1 zeigt CD-Spektren fiir die
verschiedenen Sekundérstrukturmotive. Gibt es zuséatzlich 7-m-Wechselwirkungen
durch das Stapeln von aromatischen Aminosduren (s. Abschnitt 2.1), so erscheint
noch eine weitere, positive Bande um 230 nm, die durch die exzitonische Kopplung
der m-Systeme entsteht [GW94]. Damit kann abgeschétzt werden, welche Sekun-
dérstrukturmotive zu welchem Anteil in einem Protein vorkommen [PG81]. Die
CD-Spektroskopie hat sich als eine der Standardmethoden der Biochemie auf dem
Gebiet der Proteinfaltung etabliert.
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Abbildung 3.1.: CD-Spektren verschiedener Sekundarstrukturen eines Polylysin-Proteins nach Chel5a

Trp-Fluoreszenz

Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin zeigen aufgrund ihres groflen konjugierten
m-Systems Fluoreszenz im nahen UV-Bereich. Die Fluoreszenzquantenausbeuten (in
Wasser, bei einer Anregungswellenlédnge von 253 nm) von Tryptophan und Tyrosin
betragen jeweils etwa 20 %, diejenige des Phenylalanins betragt nur 4 % [TW57]. Eine
ausfiihrlichere Diskussion der Tryptophanfluoreszenz wird in Kapitel 5 angefiihrt.
Da Tyrosin nach der UV-Anregung seine Energie strahlungslos auf das Tryptophan
iibertragen kann, sieht man im Wesentlichen die Fluoreszenz des Tryptophans, falls
beide Aminosduren in Proteinen vertreten sind [KBO05]. Sowohl die Intensitéit als auch
die spektrale Position der Fluoreszenz hdngen von der Umgebung des fluoreszierenden
Restes ab: Wenn es im Inneren eines Proteins liegt, kann das angeregte Tryptophan
von zahlreichen Aminoséduren gequencht werden, was die Fluoreszenzintensitat ver-
ringert [CB98, VCO1]. Dies ermoglicht es, Aussagen iiber die Packungsdichte und
den hydrophoben Kern eines Proteins zu treffen.

Infrarotspektroskopie

Die Infrarotspektroskopie gewédhrt Einblicke verschiedener Art in die Konformation
von Proteinen. Hauptsachlich stiitzt man sich hierbei auf zwei charakteristische
Banden: Die Amid-I Bande (grétenteils Streckschwingung der CO-Doppelbindung
im Peptidriickgrat) bei etwa 1650 cm™" und die Amid-IT Bande(grofitenteils NH-
Biegeschwingung und CN-Streckschwingung) bei etwa 1550 cm™! [Bar07].

Aufgrund der hohen Absorption von Wasser muss deuteriertes Wasser als Losungsmit-
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tel verwendet werden, wenn man Analysen beztiglich der Amid-I Bande durchfiithren
will. Das fithrt aufgrund des Protolysegleichgewichtes zu einem HD-Austausch am
Stickstoff der Peptidbindung, wodurch wiederum die Amid-II Bande in den Bereich
von 1450 cm~! verschoben wird. Man bezeichnet sie dann als Amid-II" Bande.

Die genaue Lage der Amid-I Bande héngt von der Sekundérstruktur eines Proteins

Motiv mittlere Position [cm™!] | extremaler Bereich [ cm™!]
a-Helix 1652 1642-1660

p-Faltblatt | 1630, 1679 1615-1638, 1672-1694
Schleifen 1671 1653-1691

Ungeordnet | 1645 1639-1654

Tabelle 3.1.: Bandenpositionen fiir Sekundéarstrukturmotive in HoO nach Bar07

ab. Tabelle 3.1 zeigt Werte fiir die bekannten Sekundarstrukturmotive. Im Fall der
B-Faltblatter tritt eine Aufspaltung der Bande auf, die sich auf die Kopplung der
Ubergangsdipolmomente zuriickfiihren ldsst [Miy60]. Theoretische Studien haben
gezeigt, dass diese Aufspaltung nur dann reproduzierbar ist, wenn man die Kopplung
fiir jeden Oszillator mit den vier Oszillatoren im S-Faltblatt beriicksichtigt, die jeweils
um eine Position entlang des Stranges und um einen Strang nach vorn oder hinten
verschoben sind [MK75]. Abbildung 3.2 veranschaulicht diese Kopplung fiir einen
Ostzillator.

Dartiiber hinaus lassen sich mithilfe von IR-Spektroskopie Aussagen iiber das Wasser-
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Abbildung 3.2.: Kopplungsterm bei /-Faltblattern:

Die Aufspaltung der S-Faltblattbande im Infraroten tritt nur bei Beriicksichtigung der Kopplung eines
Oszillators (rot) mit den vier Oszillatoren, die jeweils eine Position entlang des Stranges und einen Strang
vorwarts und riickwarts sitzen, auf.

stoffbriickenmuster in Proteinen treffen. Da die CO-Doppelbindungen der Peptidbin-
dung ein Wasserstoftbriickenakzeptor ist, verschiebt sich deren Infrarotabsorption bei
Veranderung der Wasserstoffbriicken. In einem denaturierten Protein sind vermehrt
schwéchere Wasserstoffbriickenbindungen zum Losungsmittel vorhanden, wohingegen
im nativen Zustand stéirkere Verbriickungen zwischen den Peptidstrdngen zu finden
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Abbildung 3.3.: Schematische Darstellung des Bandenschiebens bei Anderung der Wasserstoff-
briickenkonfiguration bei IR-Spektroskopie:

In der linken Spalte sind die Bandenpositionen gezeichnet, rechts die molekulare Situation. Fir Was-
serstoffbriicken zum Lésungsmittel (oben) liegt die Amid-I-Bande im blauen Bereich, schiebt aber
fur Interstrang-Wasserstoffbriicken ins Rote (Mitte). Das Differenzspektrum ist unten links in violett
gezeichnet.

sind (vgl. Abschnitt 3.2). Deshalb ist die Amid-I Bande des nativen Zustand gegen-
iiber derjenigen des denaturierten Zustandes rotverschoben. Da die auftretenden
Verschiebungen nur eine sehr geringe Amplitude haben, werden zur genauen Analyse
des Bandenschiebens oft Differenzspektren gebildet. Abbildung 3.3 veranschaulicht
dieses Vorgehen. Die Vibrationsspektroskopie ist eine sehr geeignete Methode, um
Sekundarstrukturmotive und Wasserstoftbriickenkonfiguration eines Proteins zu be-
trachten. Eine detaillierte Betrachtung von Infrarotspektroskopie an Proteinen liefert
Barth [Bar(7].

Mehrdimensionale Infrarotspektroskopie kann dariiber hinaus direkte Informationen

zu Kopplungstermen liefern. Eine tibersichtliche Darstellung dazu liefern Hamm und
Zanni [HZ11].
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Abbildung 3.4.: Schematische Darstellung der Messung von Proteinstabilitdt mithilfe von TTET Neul3.

NMR-Spektroskopie

Vor allem bei kleinen Peptiden und in Kombination mit theoretischen Modellen
kann die Struktur mithilfe von mehrdimensionaler NMR-Spektroskopie aufgeklért
werden. Hierbei 16st man vor allem raumliche Kopplungen zwischen Protonen auf
und kann so auf die Konformation von Peptiden und wechselwirkende Gruppen
schliefen. Detaillierte Beschreibungen dieser Methode findet sich in der Literatur
[Fri99].

Energietransfer: FRET und TTET

Die neueren Methoden der Fluoreszenzspektroskopie des Forster-Resonanz-Energie-
Transfers (FRET) und des Triplett-Triplett-Energie-Transfers (TTET) finden im
Bereich der Proteinfaltung immer haufiger Anwendungen. Sie beruhen im Prinzip dar-
auf, dass man einen Fluoreszenzfarbstoff (Donor) anregt, der Licht eines bestimmten
Spektrums emittiert. Befindet sich in rdumlicher Néhe ein zweiter Fluoreszenzfarb-
stoff, dessen Absorptionsspektrum mit dem Emissionsspektrum des Donors iiberlappt
(Akzeptor), kommt es zu einem strahlungslosen Energietransfer auf den Akzeptor,
der dann wiederum zum Spektrum des Donors rotverschoben emittiert. Fiir ein
bestimmtes Donor-Akzeptor-Paar ist damit die Energietransfereffizienz ein Maf fir
die rdumliche Nahe von Donor und Akzeptor. Diese Methode wurde beispielswei-
se benutzt, um die Stabilitat einer a-Helix zu vermessen [Neul3]. Abbildung 3.4
veranschaulicht das Prinzip: Akzeptor und Donor sind so an die Seitenketten eines
a-helikalen Proteins angebracht, dass sie im gefalteten Zustand keinen Kontakt
haben. Bei Anregung des Donors misst man vornehmlich dessen Emissionsspektrum.
Entfaltet sich die Helix, so kann es durch Diffusion der ungefalteten Polypeptidket-
te zum Kontakt von Donor und Akzeptor kommen, man misst dementsprechend
iiberwiegend das Emissionsspektrum des Akzeptors. Durch zeitaufgeloste Messungen
kann so die Entfaltungsrate k, ermittelt werden.
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3. Proteinfaltung

Auslosemethoden fiir strukturelle Dynamiken

Neben diesen verschiedenen Abtastmoglichkeiten sollen nun Moglichkeiten genannt
werden, mithilfe derer man die Entfaltung oder Faltung eines Proteins auslosen, bzw.
den Faltungsgrad kontrollieren kann. Ublicherweise findet man in der Literatur:

1. Denaturanzzugabe: Man fligt der Proteinlésung einen Stoff in hoher Konzen-
tration bei, der an das Protein bindet und den entfalteten Zustand energetisch
begiinstigt. Beispiele hierfiir sind Urea und Guanidiniumhydrochlorid (GdmCl).

2. Temperatur: Durch Temperaturerh6hung wird der Zustand mit hoherer Entro-
pie, also der entfaltete Zustand, populiert.

3. Mutationen: Durch gezieltes Austauschen von Aminosauren wird die Stabilitét
eines Proteins verdndert. Mit der sogenannten ®-Wert-Analyse [FS04] kann
man Riickschliisse darauf ziehen, ob die Mutation die Stabilitiat des gefalteten
Proteins oder des Ubergangszustandes éndert.

Die ersten beiden Methoden kénnen auch verwendet werden, um zeitabhangige
Messungen der Faltungsdynamik durchzufiihren. Generell benotigt man hierbei jeweils
einen Prozess, der strukturelle Anderungen ausldst (Anregung) und eine Messmethode
(Abtastung). Man spricht deshalb auch von der Anreg-Abtast-Spektroskopie. Nicht alle
der oben aufgefithrten Abtastarten eignen sich fiir zeitaufgeloste Betrachtungen von
Proteinfaltung, da manche von ihnen keine ausreichende Zeitauflosung gewéahrleisten.

Schnelle Mischungsexperimente

Bei diesen Methoden 16st man die Faltung von Proteinen aus, indem man der Prote-
inlosung mit hoher Denaturanzkonzentration eine Pufferlésung in grofiem Uberschuss
beimischt, wodurch Faltungsbedingungen entstehen. Als Detektionsmoglichkeiten
werden in der Literatur zahlreiche der oben erwahnten — wenngleich am héufigsten
Fluoreszenzmethoden — verwendet [RMCO06]. Schnelle Mischungsexperimente haben
dadurch zum einen den Vorteil, dass sie viele, verschiedene Parameter sichtbar machen
konnen, indem man ein breites Spektrum an Detektionsmethoden anwendet. Dar-
iiber hinaus kann man auch Proteininteraktionen sehr nah an in-vivo-Bedingungen
nachvollziehen. Die Zeitauflosung dieser Methode ist jedoch beschréankt: mit einer
Auflésung von 2 ps bis 4 ps bei modernen Aufbauten [Her(O6] verbleiben Prozesse
im Zeitbereich der Apparatefunktion und kénnen nicht aufgelost werden. Nichts-
destoweniger haben die schnellen Mischungsexperimente einen groflen Beitrag zum
Verstandnis von Proteinfaltung geliefert (s. Abschnitt 3.2).
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3.1. Methoden zur Untersuchung von Proteinfaltung

Temperatursprung

Hier macht man sich die thermische Denaturierung von Proteinen zunutze, indem
man die Probenlosung mit einem Laserimpuls um wenige Grad aufheizt und typi-
scherweise mit Infrarot- oder Fluoreszenzspektroskopie die Entfaltung des Proteins
betrachtet. Der anregende Laser wird dabei auf eine Absorptionsbande des Losungs-
mittels eingestellt. Diese Anregmethode ist vor allem in der Infrarotspektroskopie
sehr beliebt, da die Probe nicht mit im Amid-I Bereich absorbierenden Denaturanzien
bei hohen Konzentrationen verunreinigt werden muss. Die Zeitauflosung ist durch
die Impulsdauern der verwendeten Laser begrenzt und liegt bei bis zu 5ns [JPT13]
und ist damit um drei GroBenordnungen besser als bei den schnellen Mischungsexpe-
rimenten.

Man kann allerdings bei Temperatursprungmessungen (T-Sprung) im allgemeinen
nur die Entfaltungsrichtung messen und deshalb nur indirekt Riickschliisse auf die
Faltung ziehen. Da man nur das Losungsmittel heizt, ist die Wirkung auf das zu
betrachtende Protein/Peptid sehr unspezifisch. Das Protein reagiert nur auf seine
geanderte Umgebung, es gibt aber keinen definierten Ausloser fiir die Entfaltungsre-
aktion.
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3. Proteinfaltung

3.2. Allgemeine Theorien

Wie in der Einleitung erwahnt, haben Anfinsen et al. [Anf61] gezeigt, dass sich Ribo-
nuklease unter Denaturierungsbedingungen (bei einer Konzentration von 8M Urea)
zunachst vollig entfaltet, nahezu alle moglichen Kombinationen an Disulfidbriicken
der 8 Cysteinreste annimmt und seine biologische Funktion verliert. Entfernt man
das Urea und gibt eine kleine Menge an Substanz zu, die das Gleichgewicht der
Disulfidbriicken leicht in Richtung der offenen Thiolgruppen verschiebt (z.B. Mercap-
toethanol), so findet ein Disulfidbriickenaustausch statt und der biologisch aktive,
native Zustand der Ribonuklease stellt sich wieder her. Daraufhin stellte Anfinsen
[Anf73] die thermodynamische Hypothese auf, nach der der native Zustand eines
Proteins derjenige mit der niedrigsten, freien Energie sein muss. Dieser Zustand ist
durch die Primarstruktur eines Proteins bestimmt. Bis heute geht man davon aus,
dass bis auf wenige, bekannte Ausnahmen [Har96] alle Proteine diese Eigenschaft
haben.

Cyrus Levinthal behandelte die Frage, wie ein Protein seinen nativen Zustand findet,
also wie die Reaktion

U=N (3.1)

ablauft. Dabei ist U der ungefaltete Zustand und N der native, gefaltete Zustand.
Levinthal diskutiert verschiedene Moglichkeiten: Er nahm zunéchst einen eratischen
Prozess an, in dem das Protein willkiirlich alle moglichen Dihedralwinkelwerte ab-
tastet, bis es irgendwann durch Zufall sein energetisches Minimum erreicht. Dazu
schatzte Levinthal die Zeit ab, die ein Protein brauchen wiirde, um sich derart zu
falten [Lev69]. Er ging von einem 100 Aminosduren langen Protein aus, das somit
99 Dihedralwinkelpaare hat, also insgesamt 198 Winkelfreiheitsgrade, von denen
jeder drei mogliche Werte annehmen kann (vgl. Ramachandran-Plot Abbildung 2.5).
Damit ergeben sich insgesamt 3'% Konformationen. Nimmt man fiir die Konforma-
tionsinderung eine Zeit von 107s an, so briuchte ein Protein etwa 10™ Jahre,
um den kompletten Konformationsraum abzusuchen. Tatsédchlich findet man in der
Natur aber Faltungszeiten im Bereich von Sekunden bis Stunden. Diese Diskrepanz
wird oftmals als Levinthal-Paradoxon bezeichnet. Fiir Levinthal selber war dieser
Sachverhalt ein Hinweis darauf, dass Proteinfaltung ein gerichteter Vorgang ist und
kein Zufallsprozess sein kann.

Genauere Betrachtung der beiden Zustande N und U

Bevor konkrete Faltungsmodelle betrachtet werden, sollen die beiden Zustande aus
Gleichung 3.1 naher betrachtet werden.

Der native Zustand N ist durch NMR-Spektroskopie und Rontgenkristallographie fiir
etwa 35000 Proteine strukturell aufgelost worden [Ros06]. Fir den den entfalteten
Zustand U gibt es keine detaillierten Strukturdaten. Es ist offensichtlich, dass dieser
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Zustand allerdings ebenso entscheidend fiir die Losung der Faltungsfrage ist wie der
native Zustand, da er den Startpunkt der Faltungsreaktion festlegt. Ein erster Ansatz-
punkt war, U als strukturlose, zuféllige Windung (engl.: random coil) zu betrachten.
Unter der Annahme, dass es keine Wechselwirkungen zwischen den Strédngen dieses
random coil gibt und sich die Molekiilkette lediglich nicht durchdringen darf, stellten
Flory und Volkenstein [FV69] eine Theorie auf, die den Gyrationsradius R eines
solchen random coil in Abhéngigkeit der Kettenlange ausdriickt. Fiir eine lineare,
verknéulte Kette gilt:

(3.2)

Dabei ist Rg; die Entfernung vom i-ten Atom zum Massenschwerpunkt und N die
Anzahl der Atome im Molekiil. Ry ist eine Konstante fiir die intrinsische Steifigkeit
der Kette und n ist die Anzahl der Residuen. Die Werte von v betragen fiir ein nativ
gefaltetes Protein 0,33 und fiir eine willktrliche Anordnung 0,6. Tanford [Tan68§]
zeigte, dass Proteine in 6M GdmC]l das Skalenverhalten eines random coil zeigen,
weshalb man lange Zeit davon ausging, denaturierte Proteine waren vollig struktur-
lose random coils. Fitzkee und Rose [FR04] zeigten allerdings, dass auch Proteine
mit Sekundéarstrukturanteilen v = 0,6 aufweisen kénnen. Dariiber hinaus gibt es
zahlreiche Untersuchungen, die belegen, dass sich in den denaturierten Zustanden
vieler Proteine Reststrukturelemente finden [Ham04, DGP04, Shi06, Pas12, Ham93|.
Fir manche Proteine gibt es allerdings keine Indizien fiir Sekundarstrukturelemente
im entfalteten Zustand [Cli09, Mok99].

Somit lasst sich feststellen, dass strukturelle Aussagen fiir den nativen Zustand sehr
verlasslich sind und in grofler Fiille vorliegen, wohingegen der entfaltete Zustand
weiterhin fiir Kontroversen sorgt. Dieser Sachverhalt kénnte auch mit den Bedingun-
gen der jeweiligen Betrachtungen zu tun haben. Fir den nativen Zustand sind die
Bedingungen eindeutig und oftmals messbar: sie miissen physiologisch sein und bei
Enzymen muss Aktivitdt in biologisch relevanter Grofienordnung nachweisbar sein.
Fiir ein denaturiertes Protein gibt es keinen ausgezeichneten Zustand, den man tiber
eine bestimmte Eigenschaft definieren konnte, ohne dabei einen Zirkelschluss einzu-
gehen (so kénnte man beispielsweise den entfalteten Zustand als solchen definieren,
der keinerlei Sekundérstrukturmotive aufweist, was allerdings schon impliziert, dass
man dort weder a-helikale Strukturen noch g-Faltbléatter finden wird). Weiterhin
entfalten sich Proteine unter verschiedensten Bedingungen. Man kann beispielsweise
die Temperatur oder den pH-Wert verdndern oder verschiedene, denaturierende Salze
zugeben. Zwar gibt es Indizien dafiir, dass fiir manche Proteine unter verschiedenen
Denaturierungsbedingungen die entfalteten Zustidnde thermodynamisch identisch
sind [GC65], was aber nicht zwangsldufig heiflen muss, dass diese Zusténde auch im
Detail dieselbe Konformation haben miissen. Das Skalenverhalten des Gyrationsra-
dius sagt sicher aus, dass der entfaltete Zustand nicht die hohe Kompaktheit des
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nativen Zustandes haben kann. Ob Sekundarstrukturelemente vorhanden sind oder
nicht, scheint von Protein zu Protein unterschiedlich zu sein.

Gerichtete Suche — Faltungstrichter

Wie eingangs erwihnt, war bereits nach Levinthals und Anfinsens Uberlegungen
klar, dass Proteinfaltung kein statistischer Prozess sein kann. Ein physikalisches
Modell fir die Faltung von Proteinen lieferten Wolynes et al.[BRY95, FSW91]. Dieses

N

Abbildung 3.5.: Faltungstrichter fiir verschiedene Faltungsarten:

a) Eine glatte Energielandschaft entspricht der Zufallsfaltung.

b) Im Fall A handelt es sich um downhill-Falten ohne Energiebarriere, Fall B veranschaulicht das
2-Zustandsmodell mit einer Energiebarriere.

c) Dieser Trichter zeigt eine raue Energielandschaft mit vielen lokalen Minima.

Bilder aus DC97.

Modell berticksichtigt Anfinsens thermodynamische Hypothese und vereint sie mit
Levinthals Idee der gerichteten Suche: Proteine bewegen sich wahrend ihrer Faltung
standig entlang eines Gradienten der freien Energie. Dabei kann eine Vielzahl von
Zustanden eine Rolle spielen und es kommt zu einem Trichterbild. Abbildung 3.5
illustriert dieses Modell. Der linke Trichter a) entspricht der Annahme, die Levinthals
Abschatzung zu Grunde liegt. Es gibt keine Eigenschaften der Energielandschaft, die
das Protein zu seinem energetischen Minimum leiten wiirden; der Faltungsprozess ist
ein statistisches Absuchen der Energiefliche.

Der mittlere Teil b) beinhaltet zwei Félle. Beginnt die Faltung in einem Konforma-
tionssektor, in dem auch die Trajektorie A liegt, gibt es keine Barrieren. Es gibt
fiir jede Konformation entlang des Faltungspfades einen Zustand geringerer Energie,
der ndher am nativen Zustand liegt. Diese Faltungsreaktion nennt man downhill
folding ,Bergab Faltung' Fiir den Rest des Trichters (z.B. B) ist in jedem Pfad
eine Energiebarriere enthalten und es gibt einen stabilen Zwischenzustand im ersten
lokalen Minimum. Das bedeutet, dass ein Protein thermische Energie benotigt, um
den energetisch hoher liegenden transition state ,Ubergangszustand‘ zu erreichen,
von dem aus es wieder strikt bergab geht.
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Im Fall von ¢) spricht man von einer rauen Energielandschaft. Es gibt keine ausgeprag-
te Barriere, aber sehr viele Zwischenzustéinde, die als lokale Minima auch begrenzt
stabil sind. Anschaulich bedeutet dies fiir ein Protein, das sich falten mochte, dass
es viele energetische Zustande gibt, in denen Wechselwirkungen vorliegen, die nicht
nativ sind und auf dem Weg zum gefalteten Zustand wieder gelost werden miissen. Es
ware sogar denkbar, dass es kinetische Fallen gibt. Das sind Zusténde, die so stabil
sind, dass das Protein sie bei Raumtemperatur nicht mehr verlassen kann. Bryngelson
und Wolynes beschrieben diese Sachverhalte mithilfe des Spinglas-Modells [BW87].
Wie bei zweidimensionalen Spinglasern gibt es Zustédnde, die energetisch frustriert
sind, d.h. es gibt keine Zusténde, bei denen alle beteiligten Spinpaare gleichermafien
im Zustand minimaler Energie sind. Ebenso ist es bei Proteinen wahrscheinlich, dass
im nativen Zustand nicht alle Aminosduren fiir sich genommen im energetischen
Minimum sind. Der native Zustand eines Proteins ist vielmehr derjenige, in dem die
Frustration minimal ist. Theoretisch gibt es auch die Moglichkeit von Zustédnden, die
ausgefroren sind (kinetische Fallen). Betrachtet man die Gleichgewichtsentfaltung
von Proteinen (z.B. durch Titration mit einem Denaturanz), so stellt man allerdings
fest, dass viele Proteine mit einem 2-Zustandsmodell beschreibbar sind, d.h. es gibt
nur einen entfalteten und einen gefalteten Zustand und keine stabilen Intermediate
[IMPS95]. Onuchic und Wolynes [OW04] machen dafiir die Evolution verantwortlich.
Nur diejenigen Aminosauresequenzen, die sich ohne kinetische Fallen und nur zu
einem energetisch stabilen — dem nativen — Zustand falten kénnen, haben Leben
ermoglicht und sich somit gegeniiber den Sequenzen mit kinetischen Fallen oder
mehreren stabilen Endzustdnden durchgesetzt.

Obschon dieses Modell die Befunde von Anfinsen und Levinthal erklart, bleiben zwei
fundamentale Fragen offen:

1. Welche Wechselwirkungen sind es, die den nativen Zustand stabilisieren?

2. Wie faltet sich ein Protein mikroskopisch, d.h. gibt es einheitliche Mechanismen
bei der Faltung?

Diese beiden Fragen sind — wie im Folgenden zu sehen sein wird — nicht voneinander
unabhéngig. Sie werden immer noch diskutiert und es gibt bisher keine allgemein
akzeptierte Theorie dazu.

Konkrete Modelle: Wasserstoffbriicken vs. hydrophobe
Wechselwirkungen

Es gibt neben den Disulfidbriicken in erster Linie zwei stabilisierende Wechselwirkun-
gen bei der Faltung von Proteinen: Wasserstoffbriickenbindungen (d.h. elektrostati-

sche Wechselwirkungen zwischen den negativen Partialladungen am Sauerstoffatom
einer Peptidbindung und den positiven Partialladungen an den Wasserstoffprotonen)
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und hydrophobe Wechselwirkungen (7-7-Wechselwirkungen der aromatischen Amino-
sduren und Van-der-Waals Wechselwirkungen zwischen hydrophoben Aminoséuren).
Seit Pauling et al. [PCB51] den Energiebeitrag einer Wasserstoftbriicke auf etwa
-8 X gchitzten, waren sie im Fokus der Proteinfaltung. Mitchell und Price [MP91]
kommen zu dem Schluss, dass eine komplett ungeséttigte Wasserstoftbriicke in ei-
nem Protein 5 % kostet. Die interessantere Fragestellung ist allerdings, wie grof3
die Energie einer Wasserstoftbriicke zwischen Peptid und Peptid im Vergleich zu
einer Wasserstoftbriicke zwischen Peptid und Wasser ist. Die ersten experimentellen
Beitrége lieferte dazu Schellman [Sch55]. Er kam zu dem Schluss, dass Peptid-Peptid-
Wasserstoftbriicken gegeniiber Peptid-Wasser-Wasserstoftbriicken energetisch um
etwa 1,5 % bevorzugt sind. Dieser Wert liegt bemerkenswert nahe an denen, die
neuere Untersuchungen gefunden haben [Sch91, Shi92, MP96] und fiithrte dazu, dass
man Wasserstoftbriicken einen signifikanten Beitrag zur Stabilitdt von Proteinen
zuwies. Kauzmann [Kaub9] lieferte Indizien fiir eine andere Sichtweise. Er war der
Ansicht, dass Wasserstoftbriickenbindungen keine energetische Bevorzugung des gefal-
teten Zustandes hervorrufen kénnen und deshalb die hydrophoben Wechselwirkungen
verantwortlich sein miissen. Von Kauzmanns Review losgetretene Untersuchungen
ergaben auch experimentell, dass Interamidwasserstoffbriicken keinen energetischen
Vorteil gegeniiber Wasser-Amid-Wasserstoftbriicken haben [KF62, SA69]. Das fiihrte
zu der verbreiteten Ansicht, dass hydrophobe Wechselwirkungen der stabilisierende
Effekt fiir Proteine sein missten. Neben den eben zitierten Ergebnissen aus den 90er
Jahren, die dieses Bild wieder umstiirzten, gibt es auch weiterhin Uneinigkeit dar-
iiber, ob H-Briicken stabilisierende oder gar destabilisierende Wirkung auf Proteine
haben [Ben97, FS93, HY95, LAK95]. Eine Studie der Gruppe Kiethaber [MJKO6]
sieht H-Briicken im Protein fiir den Kollaps des Proteins verantwortlich und schlief3t
daraus, dass H-Briicken stabilisierende Wirkung haben miissen.

Diese Befunde regten G.D. Rose an, eine riickgratbasierte Proteinfaltungstheorie zu
entwickeln [Ros06]. Wie bei allen Faltungstheorien geht es hier um die Frage, was
den Konformationsraum von Proteinen drastisch einzuschranken vermag. Rose geht
davon aus, dass die H-Briicken die treibende Kraft der Proteinfaltung sind. Dazu
motivierten ihn die oben genannten Befunde und zudem die Tatsache, dass alle Pro-
teine denselben Stabilitétsbereich von 5-15 X2 zeigen [Kum06]. Gewisse Substanzen
fordern oder hemmen die Faltung von Proteinen, wenn man sie der Proteinlosung
zusetzt. Man nennt sie Osmolyte. Es wurde herausgefunden, dass diese Osmolyte
auf den entfalteten Zustand wirken [LT94] und dabei am Riickgrat angreifen [AB04]
! Auch daraus schloss Rose, dass das Riickgrat eine wichtige Rolle spielt und dass es
eine einheitliche Theorie fiir Proteinfaltung geben muss. Analysen des Aufbaus von
Proteinen haben Indizien dafiir gelifert, dass es nur etwa 1000 Klassen von Proteinfa-

milien gibt [CF90, LC76, Mur95]. Diese Klassifizierung beruht auf wiederkehrenden

!Neuere Untersuchungen zeigen, dass die Seitenketten ebenso groBen Einfluss haben kénnten
[MH15].
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Abbildung 3.6.: Riickgratbasierte Faltung eines Proteins:
Erst findet die Faltung der Sekundarstrukturmotive lokal statt, danach erst orientieren sich die Motive
zur Tertidrstruktur um.

Mustern bei verschiedenen Konfigurationen von a-Helices und S-Faltblattern [CF90].
Proteine seien aus Segmenten von a-Helices und S-Faltblattern aufgebaut, die jeweils
etwa 10 Aminosauren beinhalten, die sich untereinander zur Tertiarstruktur rearran-
gieren®. Somit hat ein Protein mit 100 Residuen 2'° Moglichkeiten, sich zu falten.
Diese Zahl deckt sich sehr gut mit den Klassen, die Chothia und Finkelstein [CF90]
und Murzin et al. [Mur95] gefunden haben. Damit muss ein Protein lediglich 1000
mogliche Konformationen abrastern. Man nimmt an, dass die Energielandschaft fiir
die Sekundarstrukturmotive schon vorgeformt ist, d.h. sobald man das Denaturanz
wegnimmt, fallen die 10er Segmente in Sekundéarstrukturmotive. Diese These wird
von Studien an zylinderférmigen Homopolymeren verschiedener Dicken gestiitzt.
Banavar et al. [Ban04] fanden heraus, dass strukturlose Homopolymere a-helikale
und pS-faltblattartige Strukturen annehmen, wenn man sie von gutem in schlechtes
Losungsmittel transferiert. Welche Struktur sie annehmen, hangt dabei von ihrem
Zylinderradius ab. Bei kleinem Durchmesser bilden sich a-Helices. Erhéht man den
Durchmesser, kommt es zu §-Faltblattbildung. Maritan et al. [Mar00] zeigten, dass
die a-Helix die dichteste Packung fiir einen flexiblen Zylinder darstellt. Im Bild von
Rose wird die aminosédurenabhangige Energielandschaft, die durch Wechselwirkun-
gen der Seitenketten strukturbestimmend ist, von einer zweiten Energielandschaft
iiberlagert, die fiir alle Proteine gleich ist und die kurzen Segmente dazu bringt,
Sekundarstrukturmotive anzunehmen. Dabei entscheiden die Seitenketten lokal, wel-
ches Sekundarstrukturmotiv angenommen wird. Danach finden die strukturierten
Segmente zur Teritarstruktur zusammen. Abbildung 3.6 fasst diesen Prozess nach Ro-
se zusammen. In Proteinen, in denen schon der denaturierte Zustand Reststrukturen
aufweist, passiert die Faltung noch schneller, da der hemmende entropische Beitrag
kleiner wird. Im Modell von Rose wird der eingeschrinkte Konformationsraum da-
durch erklart, dass sich unter Faltungsbedingungen sofort Sekundérstrukturmotive in
einer vorgepragten Energielandschaft bilden, die sich anschlieBend nur regruppieren

200 —a — a — 8 — B — a bedeutet beispielsweise, dass die ersten 30 Aminoséiuren eine a-helikale

Struktur aufweisen, dann 20 Aminoséuren ein -Faltblatt bilden und die letzten 10 Aminosduren
wieder als a-Helix vorliegen.
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missen.

Fiir Rose ist der wasserstoftbriickenstabilisierte Zustand ein kompakter Zustand, der
native Wasserstoffbriickenkonfiguration hat und dessen mikroskopische Seitenket-
tenorientierung erst noch gefunden werden muss. Diesen Zustand interpretiert Rose
als den von Ptitsyn [Pti95] postulierten molten globule. Neuartige experimentelle
Ansétze haben eine andere Sichtweise auf die Proteinfaltung motiviert. Udgaonkar

[Udg13] beschreibt in seinem Review Einzelmolekiilmessungen, die zeigen, dass der
denaturierte Zustand grofien Konformationsschwankungen unterworfen ist. Hierzu
wurden Floureszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)-Messungen durchgefiihrt, bei
denen z.B. Tryptophanmolekiile angeregt wurden, die bei Kontakt mit Cystein strah-
lungslos relaxieren [WBL10] oder bei denen externe Farbstoffe in Proteine gebracht
werden [CEF05, Che07]. Unter Verminderung der Denaturanzkonzentration (aller-
dings immer noch im Bereich von entfalteten Zustédnden) werden intramolekulare
Abstande kleiner [Voel2, KHN06, SLE02, Hof08, SHO6, Hof07]. Interessant ist nun,
in welchem Mafle sich bei diesen kontrahierten, aber noch entfalteten Zustédnden auf
dem Weg zum nativen Zustand bereits fixe Sekundérstrukturen ausgebildet haben.
Die ersten Mischungsexperimente (d.h. Proteinlosung mit denaturierenden Zusitzen
wird in reine Pufferlosung geleitet und die Proteine falten sich unter den neuen
Bedingungen) auf der Millisekundenzeitskala zeigten, dass bereits aufierhalb der
Zeitauflosung Zusténde mit geringen Volumina und einem hohen Maf§ an Sekundér-
strukturmotiven vorlagen, was das Vorkommen des molten globule Zustandes als
kinetisches Intermediat nahelegte [JW93, AK00, FP02|. Da es, wie oben erwihnt,
Zustande gibt, die noch keine oder wenig Sekundarstrukturmotive aufweisen, kann
dieser kinetische molten globule nicht der erste Zwischenzustand sein, der auf den
vollig denaturierten Ausgangszustand folgt. Experimentelle Belege dafiir lieferten
schnelle Mischungsaufbauten mit einer Zeitauflosung bis 4 us [Her(06]. Diese Expe-
rimente zeigen, dass es innerhalb der ersten Millisekunde bei vielen Proteinen eine
erste Phase innerhalb der Totzeit des Experimentes (4-150 us) gibt, in der es zu einem
nichtspezifischen Kollaps des Proteins kommt und sich erst danach der kinetische
molten-globule-Zustand mit definierten Sekundérstrukturelementen bildet [Udgl3].
Als unspezifische Wechselwirkungen kommen hydrophobe Wechselwirkungen in Frage,
die im Inneren des Proteins einen hydrophoben Kern bilden, bei dem hydrophobe
Gruppen moglichst wenig Wasserkontakt haben. Diese Modellvorstellung von Pro-
teinfaltung ist auch als hydrophober Kollaps bekannt und wird in Abbildung 3.7
illustriert.

Weitere Indizien fiir das Entstehen eines hydrophoben Kerns vor dem Ausbilden
von Sekundérstrukturen fanden Rami und Udgaonkar [RU02]. Sie mafien die Fluo-
reszenzanisotropie der Tryptophane und stellten fest, dass vor dem Auftreten erster
CD-Signale fiir Sekundérstrukturen die Anisotropie und damit die Steifigkeit des
hydrophoben Kerns zunahm.

Allerdings lasst sich der erste, unspezifische Kollaps noch nicht kinetisch auflosen.

Hierzu werden Methoden mit wesentlich besserer Zeitauflosung benotigt. Im Modell
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Abbildung 3.7.: Hydrophober Kollaps: Im Wasser lagert sich das Protein so um, das alle hydrophilen
Aminosauren (blau) an der Protein-Wasser-Grenzflache liegen und alle hydrophoben Aminosauren (rot)
im Inneren einen hydrophoben Kern bilden.

des hydrophoben Kollaps wird die zur schnellen Faltung nétige Einschrankung des
Konformationsraum durch die drastische Volumenverringerung bei der Bildung des
hydrophoben Kerns erklért. Abbildung 3.8 veranschaulicht das Modell von Udgoankar.
Unter vollig denaturierenden Bedingungen liegt das Protein als strukturloses Knauel
mit grofem Gyrationsradius vor. Erniedrigt man die Konzentration an Denaturanz,
so findet zunachst ein nichtspezifischer Kollaps statt, die Packung des Proteins
wird dichter. Anschlieend bilden sich Sekundéarstrukturmotive, die Kompaktheit
nimmt weiter zu. Dieser Zustand wird als molten globule interpretiert. Unter nativen
Bedingungen nimmt die Dichte nochmals zu, die Seitenketten reorientieren sich und
der gefaltete Zustand ist erreicht.

Neben den Theorien von Rose (hierarchische, wasserstoftbriickenbasierte Faltung)
und Udgoankar (unspezifischer Kollaps) gibt es noch eine dritte Vorstellung, das
Nukleationsmodell. Hierbei geht man davon aus, dass die Faltungsreaktion von einem
Punkt des Proteins ausgeht und sich — sobald sich dieser sogenannte Nukleationskeim
gebildet hat — iiber das ganze Protein ausbreitet. Diese Modelle werden vornehm-
lich fiir die Beschreibung von strikten Zweizustandsfaltern verwendet [JF91]. Auch
hier wurden hydrophobe Wechselwirkungen fiir die Bildung einer Nukleationstasche
verantwortlich gemacht [DFC93]. Ebenso kann man davon ausgehen, dass Sekundér-
strukturmotive solche Nukleationstaschen bilden. Bei a-Helices kann dieser Prozess
sogar an mehreren Stellen gleichzeitig ablaufen, worin man einen Grund fiir das
schnelle Falten mancher Proteine mit sehr hohem Helixanteil sieht [GODO7]. Der
ratenbegrenzende Schritt ist in diesem Modell die Bildung des Nukleationskeimes.
Unabhéngig davon, welche der Theorien man betrachtet, spielen Sekundarstruk-
turmotive immer eine zentrale Rolle. Die a-Helix ist den Experimenten schon seit
Langerem zugénglich, da es viele a-helikale Proteindoméanen gibt, die isoliert stabil
sind. Auf deren Faltungsverhalten soll in dieser Arbeit nicht ndher eingegangen
werden, es gibt zahlreiche Literatur dazu.

Da p-Faltblattstrukturen Gegenstand dieser Arbeit sind, wird der aktuelle For-
schungsstand zu deren Faltung im folgenden Kapitel dargestellt.
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Abbildung 3.8.: Modellvorstellung von Udgoankar nach KHNOG6:

Von oben nach unten sinkt die Denaturanzkonzentration Cyea. In der ersten Spalte wird die molekulare
Strukur eines Proteins bei der jeweiligen Denaturanzkonzentration gezeigt. Fir eine FRET-Messung
sind Donor (D) und Akzeptor (A) eingezeichnet. Die Emission des Donors liegt im griinen Spek-
tralbreich, die des Akzeptors im roten Spektralbereich. In der rechten Spalte ist die Anzahl der mit
einem Mikroskop gemessenen Fluoreszenzintensitat bei verschiedenen FRET-Effizienzen gezeigt. Fir
niedrige FRET-Effizienz misst man hauptsachlich griines Fluoreszenzlicht, bei hoher FRET-Effizienz
vornehmlich rotes Fluoreszenzlicht. Liegt das Protein bei hoher Denaturanzkonzentration ungefaltet
vor, so zeigt die hohe Intensitat von griinem Licht, dass Donor und Akzeptor voneinander entfernt
vorliegen und das Protein deshalb ein groBes Volumen einnehmen muss. Ein weiterer, breiter Peak bei
etwas groBeren FRET-Effizienzen (gelb) deutet auf ein Ensemble mit breiter Abstandsverteilung hin.
Wird die Denaturanzkonzentration verringert, nimmt die FRET-Intensitat im griinen Spektralbereich
ab, die Verteilung im gelben Spektralbereich mit hoherer FRET-Effizienz wird breiter und schiebt zu
groBeren FRET-Effizienzen. Das bedeutet, dass das Volumen des Proteins geringer wird. In diesem
Zustand findet man noch keine Sekundarstrukturen. Diese bilden sich erst bei weiterer Erdniedrigung
der Denaturanzkonzentration. In der FRET-Verteilung nimmt Die Intensitdt im griinen Bereich weiterhin
ab, es kommt ein deutlicher Peak im roten Spektralbereich hinzu, der auf eine kompakte Struktur
schlieBen lasst. Dieser Zustand wird als molten globule identifiziert. Ohne Denaturanz erreicht das
Protein schlieBlich den nativen Zustand. Da man hier eine sehr hohe FRET-Effizienz findet, muss er
kompakt sein. Es treten keine nennenswerte Intensitaten fir andere FRET-Effizienzen auf, was auf eine
strukturelle Eindeutigkeit des gefalteten Zustandes hinweist.
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3.3. Faltung von B-Haarnadel-Molekiilen

Die Untersuchung von -Faltblattstrukturen gestaltete sich lange Zeit als schwierig, da
man keine stabilen, monomeren Modellproteine entdeckte, die weniger als 30 Amino-
sauren haben. Dieses Forschungsfeld eréffnete sich der Wissenschaft erst, als Cochran
et al. [CSS02] 2002 die Tryptophanzipper (TrpZip) entwickelten und charakterisierten.
Dabei handelt es sich um 12-16 Aminosduren lange, durch Tryptophan-Tryptophan-
Wechselwirkungen stabilisierte S-Haarnadelmotive. Sie sind bei Raumtemperatur
stabil. Vor allem das TrpZip2 (was sich nur durch die Aminosduren in der Schleife
der Haarnadel vom TrpZipl unterscheidet) wurde zu einem intensiv vermessenen
Modellsystem. Abbildung 3.9 zeigt die Primérstruktur des TrpZip2 in einer schema-
tischen Haarnadelanordnung, wie sie das NMR-Modell rechts zeigt.

Das TrpZip2 zeigt in wassriger, 20 mM Phosophatpufferlésung bei einer Konzen-

Asn  Gly
Glu Lys
Trp Trp
Thr Thr
Trp Trp
Ser Lys

Abbildung 3.9.: Sequenz des TrpZip2 und NMR-Struktur des TrpZipl [CSS02]:
Griingelb hinterlegt sind die hydrophob wechselwirkenden, gegeniiberliegenden Tryptophane.

tration von 20 uM eine durch CD-Spektroskopie bestimmte Schmelztemperatur von
345 K. Damit liegt es bei Raumtemperatur unter obigen Bedingungen zum grofiten
Teil gefaltet vor.

Zahlreiche experimentelle und theoretische Studien haben sich mit der Faltungsdy-
namik des TrpZip2 auseinandergesetzt.

Faltung des TrpZip2

Ebenso wie bei groflen Proteinen sind die Art der stabilisierenden Wechselwirkun-
gen und des Faltungsmechanismus beim TrpZip2 von Interesse. Allein schon die

35



3. Proteinfaltung

Priméarstruktur lasst aufgrund der vier Tryptophane vermuten, dass hydrophobe
Wechselwirkungen eine zentrale Rolle fiir die Stabilitdt und die Faltung des TrpZip2
spielen. Eine der ersten experimentellen Untersuchungen von Yang et al. [Yan04]
lieferte durch thermisch induzierte Entfaltung (s. Abschnitt 3.1) Indizien dafiir,
dass es mehrere stabile Intermediate des TrpZip2 gibt. Die Prozessfiihrung verlief
adiabatisch. Man misst thermische Gleichgewichte bei verschiedenen Temperaturen.
Als Analyse wurden folgende Arten von Spektroskopie verwendet, die jeweils eine
andere Art der Wechselwirkungsdnderung widerspiegeln:

1. Trp-Fluoreszenz: Umgebung der hydrophoben Tryptophane
2. IR-Spektroskopie: Intermolekulare Wasserstoftbriicken
3. CD-Spektroskopie: Sekundérstruktur des S-Faltblattanteils

Ergebnisse dieser Studie sind: Bei Erhéhung der Temperatur steigt zuerst die Trypto-
phanfluoreszenz leicht an. Darauthin folgt eine Bandenverschiebung der Amid-I" Ban-
de zu hoheren Wellenzahlen und zuletzt eine erneute Anderung des Fluoreszenzspek-
trums. Daraus schloss man, dass sich zunachst die Packung der Tryptophane leicht
andert, was zu einer erhohten Mobilitat der Peptidstrange fithrt. Danach brechen
die intermolekularen Wasserstoftbriicken auf und erst zum Schluss des Entfaltungs-
prozesses 10st sich der hydrophobe Kern auf und das TrpZip2 ist komplett entfaltet.
Diese Interpretation wurde durch replica-exchange-Molekulardynamiksimulationen
untermauert [ZQW06, Nym09].

Weitere experimentelle Studien heben die stabilisierende Wirkung der hydrophoben
Wechselwirkungen auf die Hairpinstruktur hervor. Da die Tryptophane mafigeblich
fiir die Starke der aromatischen, hydrophoben Wechselwirkungen verantwortlich sind,
lag es nahe, diese durch Mutation des Tryptophans zu Valin zu entfernen [Wu09].
So zeigte eine paarweise Mutante mit Valin (jeweils an den Stellen 2 und 11 oder
4 und 9) eine Erniedrigung der Schmelztemperatur des TrpZip2 um etwa 10 °C.
Gemessen wurde jeweils mit IR- und CD-Spektroskopie. Indizien fiir einen zipping-
Mechanismus (engl. zipper ,Reifiverschluss‘) fanden Snow et al. Sie kombinierten
Molekulardynamiksimulationen und Temperatursprung-Messungen mit Infrarot- und
Trp-Fluoreszenzdetektion. Ihre Experimente beleuchten die Dynamik der Wasser-
stoffbriicken im TrpZip2. Es stellte sich heraus, dass die H-Briicken an der Schleife
zuerst, gebildet werden und dann nach und nach zu den Termini hin fortsetzen, was
allerdings im Experiment nicht auflosbar ist. Als Faltungszeit erhielten sie 2 ps. Die
Simulationen unterstrichen wiederum die Bedeutung der hydrophoben Wechselwir-
kungen. Die letzten H-Briicken bildeten sich erst aus, nachdem die Anordnung der
Tryptophane nativ geworden war.

Eine weitere temperaturabhéngige T-Sprung-Infrarotabtaststudie am TrpZip2 fiihrte
die Gruppe von K. Hauser durch. Zur oértlichen Auflésung der H-Briicken entlang des
Stranges fithrten Hauser et al. [Hau08] Isotopenmarkierungen ein. Es wurden jeweils
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drei schwingungsgekoppelte Paare von H-Briicken mit *C markiert, wodurch die
Absorptionsfrequenz dieser Paare im Vergleich zu den anderen spektral rotverschoben
ist und getrennt untersucht werden kann. Dabei zeigte sich eine sehr starke Kopp-
lung im Bereich der Schleife, was auf grofle raumliche Nédhe der gegentiiberliegenden
Amid-Bindungen schlieflen lasst. Entsprechend deutete die schwache Kopplung der
Termini auf schwache bis keine H-Briicken in diesem Bereich hin. Es treten vor allem
bei niedrigen Temperaturen deutliche Unterschiede fiir Dynamiken der verschiedenen
Positionen in der Haarnadel auf, was ein Mehrzustandsmodell nahelegt. Die am langs-
ten bestehende H-Briicke befinde sich im Zentrum des Hairpins, da sie durch den
hydrophoben Kollaps stabilisert werde, so die Interpretation von Hauser et al. Damit
schlieBen sie auf einen Faltungsmechanismus, bei dem hydrophobe Wechselwirkungen
eine wesentliche Rolle spielen. Der hydrophobe Kern bleibe bestehen, nachdem die
H-Briicken schon aufgebrochen sind. Die Zeitkonstante fiir die Faltung ist ebenfalls
im Bereich von 2-5 ps.

Eine T-Sprung-induzierte 2D-IR Messung von Jones et al. [JPT13] bestétigt diese
Zeitkonstante (hier 1,21s) und liefert weitere Indizien fiir ein Mehrzustandssystem.
Die Daten seien konsistent mit einem zip-out-Mechanismus der Entfaltung. Wie auch
bei Hauser et al. zeigen die Messungen von Jones, dass die Termini des TrpZip2
schwach verbriickt sind und strukturell weniger geordnet sind wie der Rest des
Peptides. Ein weiterer Prozess liegt innerhalb der zeitlichen Apparatefunktion des
Messaufbaus und kann nicht aufgelost werden. Jones’ Modell der Entfaltung des
TrpZip2 ist wie folgt: Man startet im gefalteten Ensemble Fy mit nativen H-Briicken,
das mit einer Zeitkonstanten <5ns in ein thermisch angeregtes Ensemble iibergeht.
Hier sind Indizien fiir ein Brechen weniger H-Briicken zu verzeichnen. Danach folgen
mit 1,2s Uberginge in einen ungeordneten Zustand, der keine nativen H-Briicken
mehr aufweist und schliellich in ein fehlgefaltetes Ensemble mit nicht-nativen H-
Briicken. Spektrale Vergleiche zwischen dem Zustand direkt nach der Anregung
(At<bns) und dem Zustand nach der Hauptkinetik legen nahe, dass es sich um einen
unzipping-Mechanismus von den Termini zur Schleife handelt.

Zusammengefasst ergeben diese Studien folgendes Bild der Entfaltung des TrpZip2,
wie es Abbildung 3.10 veranschaulicht:

1. Zuerst nimmt die Packungsdichte des hydrophoben Kerns etwas ab, er stabili-
siert die Struktur aber immer noch hinreichend.

2. Danach kommt es zu einem Aufreilen der H-Briicken von den Termini zur
Schleife. Die hydrophoben Wechselwirkungen bleiben immer noch bestehen.

3. Erst zuletzt 16st sich der hydrophobe Kern auf, die Entfaltung ist abgeschlossen.

4. Die letztgenannte Studie von Jones legt nahe, dass es danach wieder zu einer
Bildung von nicht-nativen H-Briicken und einer fehlgefalteten Struktur kommt.
Da es nach Wissen des Autoren keine weitere Studie gibt, die diesen Sachverhalt
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Abbildung 3.10.: Zusammenfassendes Modell der Entfaltung des TrpZip2: Die Wasserstoffbriicken
zwischen den Peptidstrangen sind gestrichelt eingezeichnet, die Tryptophane als violette Ovale angedeutet.

belegt, ist er in Abbildung 3.10 nicht gezeigt, wenngleich er sehr glaubhaft
ist. In Denaturanzexperimenten ist es sehr unwahrscheinlich, eine fehlgefaltete
Struktur zu finden, da das Denaturanz generell Faltung hemmt, sei sie nun
nativ oder fehlorientiert.

Auch wenn sich die Literatur in vielen Punkten iiber die Faltung und Entfaltung des
TrpZip2 einig ist, gibt es noch offene Fragen bzw. Punkte, die Kldrung fordern:

o Jones’ Untersuchung liefert Hinweise darauf, dass es Prozesse geben muss, die

auf sehr kurzer Zeitskala (< 5 ns) ablaufen. Die in Abschnitt 3.2 angesprochenen
Theorien suchen aber gerade nach diesen initialen Schritten.

Bisher wurde in Dynamikmessungen nur die Entfaltungsreaktion ausgelost.
Gibt es einen Weg, die Entfaltung und die Faltung separat zu adressieren?

Der T-Sprung induziert die Entfaltung durch Entropiezufuhr. In vivo pas-
siert das bei Proteinfaltung oder bei Konformationsdynamiken aber nicht.
Gibt es eine Moglichkeit, die Faltung durch eine wohldefinierte Kraft bzw.
Konformationsinderung innerhalb der Haarnadel auszulosen?

Eine mogliche Antwort auf diese offenen Fragen konnte das Auslésen von Faltung und
Entfaltung mithilfe von Lichtschaltern sein. Das nachste Kapitel stellt das Vorgehen
und die Moglichkeiten dieser Methode vor.
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4.

Chromopeptide — Lichtschaltbare
B-Haarnadel-Peptide

Wie im letzten Kapitel erwdhnt, konnten Lichtschalter Ausloser von struktureller
Proteindynamik sein. Dafiir miissen sie folgende Eigenschaften haben:

Konformationsdnderung: Damit der Schalter eine strukturelle Dynamik aus-
16st, muss er selbst zwischen zwei Zustanden unterschiedlicher Konformation
schaltbar sein.

Schnelles Schaltverhalten: Die Dauer des Schaltprozesses bestimmt die Zeitauf-
l6sung des Experimentes und muss somit kiirzer sein als die schnellsten zu
untersuchenden Prozesse.

Bistabilitat: Die beiden Zustidnde des Schalters miissen thermisch, zumindest
fur die Zeitskala des Experimentes, stabil sein.

Reversibilitat: Der Schaltvorgang soll sehr haufig nacheinander in beide Rich-
tungen ablaufen koénnen, damit Experimente sinnvoll durchgefithrt werden
kénnen (s. Abschnitt 6.3). Weiterhin darf der Schalter nur eine geringe Rate fiir
Photoschédigungen aufweisen, damit er wihrend der Messungen nicht zerstort
wird.

Selektivitit: Beide Zustinde des Schalters miissen moglichst getrennt vonein-
ander adressiert werden konnen, damit man selektiv von einem Zustand in den
anderen schalten kann.

Diese Eigenschaften vereinen lichtschaltbare Molekiile wie z.B. Hemithioindigo (HTI)
oder Azobenzol in sich. Sie &ndern ihre Konformation unter Belichtung mit bestimm-
ten Wellenldngen. Obwohl es Anséitze gibt, strukturelle Umlagerungen bei Proteinen
mit HTT zu induzieren [Regl2], ist Azobenzol besser charakterisiert, dementsprechend
in der wissenschaftlichen Literatur prominenter und findet auch in den Molekiilen
dieser Arbeit Anwendung.

4.1. Azobenzol als Photoschalter in Proteinen und

Peptiden

Das Schaltverhalten von Azobenzol wird in Abbildung 4.1 gezeigt. Es kommt bei der
Photoisomerisierung zu groflen Abstandsinderungen. Thermisch stabil ist das trans-
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Abbildung 4.1.: Schaltverhalten des Azobenzols nach Léw05

Isomer. Bei Lagerung im Dunklen betrigt die Riickisomerisationsrate des thermisch
instabilen cis-Isomers mehrere Tage. Samtliche Prozesse der photoinduzierten Isome-
risation sind fiir beide Wege nach 20 ps beendet [N&g97]. Dabei zeigen die beiden
Isomere unterschiedliche Absorptionsspektren im UV /Vis-Bereich (s. Abbildung 4.2).
Die wr*-Bande des trans-Isomers weist dabei eine wesentlich hohere Absorption auf
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Abbildung 4.2.: UV/Vis-Spektren der photostationaren Gleichgewichte der Azobenzolisomere

als diejenige des cis-Isomers. Daflir absorbiert das cis-Isomer bei der nm*-Bande
um 430 nm deutlich starker als das trans-Isomer. Mit den Quantenausbeuten der
Schaltprozesse lasst sich abschétzen, wie grofl die Anteile der jeweiligen Isomere im
photostationdren Gleichgewicht (PSS) sind. Fiir Belichtung bei einer Wellenldnge A\
ist das Verhaltnis zwischen cis- und trans-Molekiilen:

( cis ))‘1 o (I))\l,transﬁcis €)1, trans
trans '

(4.1)

*
T (I))q, cis—trans (S¥] , cis

Um die Wellenlénge zu finden, bei der man am meisten cis-Azobenzol im PSS findet,
dividiert man fiir den Fall von wellenlangenunabhéngigen Quantenausbeuten das
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trans-Spektrum durch das cis-Spektrum. Das Maximum dieses Quotienten ist die
gesuchte Wellenldange mit A\; = 355 nm. Mit den Quantenausbeuten aus der Literatur
[BB12, BM79] (s. Tabelle 4.1) ergibt sich dort etwa 75% Akkumulation fir das
cis-Isomer. Analog erhélt man bei Ay = 430nm ebenfalls 75% trans-Molekiile im
PSS. Experimentelle Abschéitzungen gehen von etwa 85% cis-Anreicherung im PSS
aus [Sch08a]. Da also im PSS immer auch ein Anteil des anderen Isomers vorhanden

* *

T nm
CI)trans—)cis O, 14 0,28
(I)cis%trans 0735 0756*

Tabelle 4.1.: Schaltquantenausbeuten von Azobenzol in Methanol bei Belichtung mit 313 nm bzw.
436 nm [BB12], der Wert fiir die mit * gekennzeichnete Quantenausbeute ist in Methanol nicht gemessen
worden und anhand von Vergleichen der Verhaltnisse der Quantenausbeuten in anderen Ldsungsmitteln
geschéatzt.

ist, muss man abschétzen, welchen Signalbeitrag diese Anteile bei dynamischen,
lichtinduzierten Reaktionen jeweils liefern. Dazu soll zunachst vom PSS in trans
ausgegangen werden, das heifit es liegen 25% der Molekiile in cis und 75% der
Molekiile in trans vor und man mochte mit einem Lichtimpuls bei 355nm eine
Isomerisierung starten. Es soll nun abgeschétzt werden, wie viele Molekiile dabei
jeweils von trans nach cis schalten und umgekehrt. Die relativen Signale S sind
Produkte aus der Absorption des Isomers bei 355nm, A3%"™ (s. Tabelle 4.2), der
Schaltquantenausbeute ® und der relativen Anzahl der Molekiile N. Damit sind die
beiden Beitrage fiir die Isomere

Strans—wis = A?Ezfr?sm ’ CI)?EE#SII;CZS : Ntrans Scis—>t7‘ans = AZ)?SB . (IDE?SB_I;I:CL”S : Ncis
Strans—ecis = 0,43 - 0,14 - 0,75 = 0,045 Seis—trans = 0,097 - 0,35 - 0,25 = 0,0085
(4.2)

Damit ist das Verhéltnis der nach trans schaltenden Molekiile und der nach cis schal-
tenden Molekiile 5,3:1. Durch eine entsprechende Rechnung findet man fiir das mit
430 nm belichtete cis-Ensemble ein Verhaltnis von % = % Es ist also moglich,
beide Schaltrichtungen tiber die Wahl der Anregungswellenléinge und entsprechende
Belichtung ins PSS selektiv zu adressieren. Fiir die cis — trans Richtung kann der
umgekehrt schaltende Anteil in sehr guter Naherung vernachléssigt werden. Im Fall
der trans — cis Richtung gilt das in erster Linie auch, wenngleich das Verhéaltnis
etwas ungiinster liegt.

Damit erfiillt Azobenzol die geforderten Eigenschaften und wurde deshalb schon
sehr frith verwendet, um Konformationsdnderungen in Biomolekiilen zu kontrollieren.
Pieroni et al. [Pie80] hatten schon 1980 die Idee, Azobenzole an die Seitenketten
eines Polyglutaminsédureproteins anzubinden und konnten zeigen, dass sich durch
Schalten des Azobenzols ebenfalls die Sekundérstruktur des Proteins dndert. Zur
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trans ciS
430nm | 0,042 | 0,082
355nm | 0,43 | 0,097

Tabelle 4.2.: Optische Dichten der Azobenzolisomere im PSS bei den optimalen Belichtungswellenlangen
fur konformationsinduzierte Messungen. Kiivettendicke d =200 ym, c=2,5mM

Jahrtausendwende folgten einige Untersuchungen, die d&hnliche Ergebnisse fiir zykli-
sche Modellpeptide lieferten [Beh99, Wac04, Bre03]. In diesen Studien wurde das
Azobenzol an die Termini eines Peptidstranges von wenigen Aminosauren gekoppelt.
Die veranderten Abstandsbedingungen bei der Isomerisierung des Azobenzols wirkten
sich auch auf die Struktur des Peptids aus. Ein ahnliches Vorgehen wurde zur Unter-
suchung der Faltungsdynamik einer a-Helix angewandt. Bredenbeck et al. [Bre05]
fanden mithilfe eines an Seitenketten einer a-Helix angebrachten Azobenzols durch
zeitaufgeloste Infrarotspektrokopie Indizien dafiir, dass es sich bei der Faltung einer
a-Helix um eine thermisch aktivierte Diffusion auf einer rauen Energielandschaft
handeln konnte, d.h. es gibt mehrere Zwischenzustande auf dem Weg vom entfalteten
zum nativen Zustand, die nur durch sehr geringe Energiebarrieren im Bereich von
kT getrennt werden.

Auch in der Photopharmakologie (also in der lichtkontrollierten, biologischen Wirk-
samkeit von Enzymen oder Medikamenten) findet das Azobenzol Anwendungen
[BFT15].

Diese Informationen deuten darauf hin, dass auch die Struktur des TrpZip2 durch den
Azobenzolschalter AMPP ([3-(3-Aminomethyl)phenylazo|phenylessigsaure) kontrol-
lierbar sein konnte, wenn man den Schalter in die Schleifenregion des Peptidriickgrates
integriert. Das TrpZip2 und das ATZ sind in Abbildung 4.3 als Fischerprojektion
vereinfacht gezeigt. Die Synthese wurde in der Gruppe von Prof. L. Moroder durch-
gefithrt und das so entstandene lichtschaltbare Modellpeptid ATZ charakterisiert
[Don06]. Die dort gezeigten NMR-Daten lassen darauf schliefen, dass das cis-AMPP
ein geeigneter Ersatz fiir die native Schleifensequenz im TrpZip2 ist (s. Abbildung 4.4).
Das trifft sowohl fiir Wasser als auch fiir Methanol als Losungsmittel zu. In Wasser
neigt das ATZ bei hoheren Konzentrationen zur Aggregation, weshalb fiir die spéter
gezeigten Infrarotmessungen deuteriertes Methanol als Losungsmittel verwendet wer-
den muss. Man erkennt, dass das ATZ in der cis-Konformation des AMPP-Schalters
dem TrpZip2 strukturell sehr dhnlich ist und eine f-Haarnadel bildet. Falls das
AMPP in trans vorliegt, findet man keine Haarnadelform, es liegt vielmehr auch
ein Ensemble verschiedener, teilweise offener Konformationen vor, bei denen man
Stapelung von je einem Tryptophan und dem im trans planaren Azobenzolschalter
finden kann. CD-Messungen unterstreichen diese Befunde. Fiir cis-ATZ zeigt das
CD-Spektrum eine deutliche Bande bei 230 nm, was durch die paarweise, exzitoni-
sche Kopplung der Tryptophane hervorgerufen wird (s. Abschnitt 3.1). Ansonsten
weist das CD-Spektrum die typischen Merkmale eines -Faltblattes auf, im trans-
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e
LA

TYTYYT Y

Abbildung 4.3.: Vereinfachte Strukturformeln des TrpZip2 (oben) und des ATZ (unten). Gelb hinterlegt
ist der AMPP-Schalter. Die Paarbildung der Tryptophane aufgrund der 7-m-Wechselwirkungen sind mit
violetten Ovalen gekennzeichnet.
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Konformer gehen beide Indizien fiir einen gefalteten Zustand deutlich zuriick. Durch
temperaturabhangige Messungen bei 228 nm wurde die Schmelztemperatur des cis-
ATZ mit 25°C bestimmt.

Betrachtet man die Tryptophanfluoreszenz der beiden Isomere, so verdoppelt sich
von trans nach cis die Fluoreszenzintensitat (s. Abbildung 4.5 oben, gemessen wurde
mit einem Fluorolog, 1 cm Quarzkiivette, ¢ =2,7 1M, Anregungswellenldnge 266 nm).
Durch Vergleichsmessungen mit 2,5-Diphenyloxazol lasst sich die Fluoreszenzquan-
tenausbeute des ATZ in der cis-Konformation abschidtzen und man erhélt einen Wert
von CI)ATZ = 0,5%

Fir infrarotspektroskopische Charakterisierungen der beiden Isomere musste auf-
grund der hohen benoétigten Konzentration von 2mM deuteriertes Methanol als
Losungsmittel verwendet werden, da sich das ATZ in Wasser nicht so konzentriert
l6sen lésst. Es gibt jedoch keine Anzeichen dafiir, dass es in Methanol wesentlich
andere strukturelle Eigenschaften aufweist als in Wasser. Methanol erhoht zusétzlich
die Stabilitét des gefalteten Zustandes. Bis zu einer 1:1-Mischung von Methanol und
Wasser findet man einen Anstieg der Merkmale gefalteter Zustéinde im CD-Spektrum
[Low05]. Im Infrarotspektrum des ATZ (s. Abbildung 4.5; ¢ =2 mM, Kiivettendicke
200 pm, Bruker IFS66) sieht man zunéchst die breite Amid-II" Bande um 1450 cm ™!
und die Amid-I Bande bei 1650 cm™!. Die scharfe Bande bei 1675 cm™! ldsst sich auf
das von der Synthese und der Vorbehandlung in der Probe vorhandene Triflourace-
tat zuriickfithren. Beim Belichten des Azobenzolschalters zeigt sich ein deutliches

43



4. Chromopeptide — Lichtschaltbare (3-Haarnadel-Peptide

120000 4

——ATZcis
—— ATZ trans

80000 4

Counts

40000

0 . L . !
300 330 360 390 420 450 480
Wavelength / nm

A/0OD

T T T T T T T T ]
1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750

0,006

0,000

0,006 - W\/VW

T T T T T T T T )
1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750

AA/OD

Wavenumber / cm'™

Abbildung 4.4.: Uberlagerung der ener-
giedrmsten NMR-Strukturen des ATZ und
des Trpzip2: Die Struktur des ATZ (griin-
orange) ist nahezu identisch mit der des
TrpZip2 (blau). Als Seitenketten sind nur
die vier Tryptophane gezeigt [Don06)].

Abbildung 4.5.: oben: stationare Trp-
Fluoreszenzspektren fiir beide Isomere,
unten: Infrarotabsolutspektrum des ATZ
(schwarz) und Schaltspektren. Die rote
Kurve zeigt das Differenzspektrum fiir die
Belichtung nach cis, die blaue das Dif-

ferenzspektrum der Riickbelichtung nach
trans

Bandenschieben im Bereich der Amid-I Bande. Im gefalteten cis-Isomer (Belichtung
mit einer Hg-Dampflampe, Hamamatsu LC4, WG320 Filter, 2mm und UG11 Filter
I mm, A\ = 365nm) nimmt die Absorption bei 1640 cm™! zu, was auf Bildung
von H-Briicken zwischen den Strangen hindeutet. Im trans-Isomer hingegen (Belich-
tung mit Kaltlichtlampe Schott, GG400 Filter, 2mm) findet man eine Zunahme
bei 1660 cm ™!, was auf H-Briicken zum Losungsmittel hindeutet [Sch07]. Aufgrund
dieser Befunde eignet sich das ATZ sowohl fir zeitaufgeloste Infrarotmessungen, als
auch fiir zeitaufgeloste Trp-Fluoreszenzmessungen. Der folgende Abschnitt fasst die
bereits veroffentlichten, zeitaufgelosten Experimente zusammen und motiviert die in
dieser Arbeit durchgefiithrten Versuche.
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4.2. ATZ — Stand der Forschung

Die ersten zeitaufgelosten Infrarotspektroskopie-Experimente wurden von Schrader
[Sch08a] durchgefiihrt. Die Messungen im Ultrakurzzeitbereich bis zu einer Verzo-
gerungszeit von 3ns wurden mit Anreg-Abtast-Spektroskopie durchgefithrt. Dabei
wurden jeweils Faltungs- sowie Entfaltungsreaktion mit der zweiten Harmonischen
eines Ti:Sa-Kurzpulslasers bei 400 nm angeregt. Um dennoch eine Selektivitit der
betrachteten Prozesse zu erreichen, wurde die Probe durch Belichtung wahrend der
Messungen im PSS des jeweiligen Startisomers gehalten.

Als Abtastimpuls wurden parametrisch erzeugte, breitbandige Mittelinfrarotimpulse
verwendet. Eine detaillierte Beschreibung der Anlage folgt in dieser Arbeit zu einem
spateren Zeitpunkt, bzw. kann Sch08a entnommen werden. Die Schliisselergebnisse
dieser Studien [Sch07] sind wie folgt:

Faltung: trans — cis

Fir die Faltungsreaktion des ATZ zeigten sich innerhalb der ersten Nanosekunden
keine signifikanten Anderungen im Bereich der Amid-I Bande, die auf eine Faltungdes
ATZ schlieflen lassen. Das transiente Spektrum am Ende der Messzeit zeigt deutliche
Unterschiede zum stationdren Differenzspektrum. Eine Einkanalabtastmessung bis
100 pis bei 1641 cm™! ergab eine Dynamik mit einer Zeitkonstanten von 30ps. Von A.
Deeg durchgefiihrte, spektral aufgeloste Messungen von Nano- bis Mikrosekunden bei
unterschiedlichen Temperaturen zeigten in Kombination mit T-Sprung Messungen
der AG Hauser duBerst interessante Ergebnisse [Deel4]. Die Faltung wurde durch
einen Nd:YLF-Laser (AOT, dritte Harmonische, s. Kapitel 5) bei 355 nm angeregt
und wiederum mit Breitbandinfrarotimpulsen abgefragt. Dabei war der anregende
Lichtimpuls bei 355nm elektronisch mit dem abtastenden IR-Impuls synchroni-
siert. Zusétzlich wurde ein zweites IR-Abtastexperiment durchgefiihrt, bei dem die
Entfaltung des cis-Isomers durch einen Temperatursprung induziert wurde. Beide
Experimente zeigten sowohl dieselben, exponentiellen Dynamiken mit identischen
Zeitkonstanten (17 ps bei Raumtemperatur) als auch dieselbe, starke Temperatu-
rabhéngigkeit. Die Zeitkonstanten aus beiden Experimenten lieflen sich in einem
Arrheniusplot gemeinsam anpassen und ergaben eine Energiebarriere fir die Faltung
von 48 % Aus diesen Befunden schlossen Deeg et al., dass die isomerisierungsindu-
zierte Faltung des ATZ nicht kraftgetrieben sein kann, sondern thermisch aktiviert
sein muss, wie es auch beim T-Sprung der Fall ist. Weiterhin konnte der Mechanismus
des downhill-folding ausgeschlossen werden, die Daten sind konsistent mit einem
2-Zustandsmodell. Eine schwache Absorptionsanderung im Bereich von Nanosekun-
den konnte allerdings ein Indiz fiir schnellere Konformationsdynamiken sein, liefl
sich aber aufgrund ihrer geringen Amplitude und eines thermischen Artefakts nicht
zuverldssig auswerten. Somit ergibt sich fiir die isomerisierungsinduzierte Faltung
des ATZ folgendes Bild (s. Abbildung 4.6): Nach der ultraschnellen Photoisomeri-
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Abbildung 4.6.: Energielandschaft der isomerisierungsinduzierten Faltung des ATZ [Deel4]

sierung des Azobenzols kommt es zu einer schnellen Umwandlung des Peptids in
das thermische Ensemble, wobei nur der thermisch entfaltete Zustand besetzt wird.
Erst auf der Mikrosekundenzeitskala bildet sich die vollstandig gefaltete Haarnadel
aus. Die Energiebarriere liegt dabei zwischen den beiden thermischen Zustanden.
Der Azobenzolschalter dient wie gewiinscht nur zum Auslosen des Faltungsprozesses,
beeinflusst dessen Dynamik aber weiterhin nicht mehr. Da durch die Infrarotabfrage
nur der Zustand des Riickgrats abgebildet wird, ist es ein Ziel dieser Arbeit, die Dy-
namik der Seitenketten des Peptids durch zeitaufgeloste Trp-Fluoreszenzmessungen
zu verfolgen. Aufbau, Durchfiihrung und Ergebnisse dieser Experimente werden in
Kapitel 5 dargestellt.

Entfaltung: cis — trans

Im Gegensatz zur Faltungsreaktion zeigen sich im Falle der Entfaltungsreaktion
(Konformationsianderung des AMPP von cis nach trans) schon zu sehr frithen Zei-
ten (< 1ns) [Sch07] Absorptionsdanderungen, die mit strukturellen Peptiddynamiken
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assoziiert werden konnen. Zusétzlich werden in dieser Studie Peptidstrukturen aus
MD-Simulationen gezeigt, die mit den folgenden Interpretationen gut tibereinstim-
men.

Schon nach 1,6 ps sieht man ein Ausbleichen auf dem gesamten Amid-I Bereich
mit einem leichten Anstieg bei 1690 cm~!. Diese Befunde wurden als Brechen der
H-Briicken zwischen den Peptidstrangen und Vorliegen der Carbonyle in unpolarer
Umgebung interpretiert. Die Rotverschiebung der charakteristischen Azobenzolban-
den bei 1603 cm ™! und 1585 cm ™! deutet auf ein heifles Molekiil hin, d.h. es sind
hohere, vibratonische Zustande angeregt, deren Energieabstande zum nachst hoheren
Niveau geringer sind, als vom Grundzustand in den ersten angeregten Zustand.
Nach 25 ps brechen noch weitere Wasserstoftbriicken auf, die Carbonyle liegen immer
noch isoliert vor. Erst gegen Ende der Messzeit wurde mit einer Zeitkonstanten von
630 ps eine Absorptionszunahme bei 1660 cm™! beobachtet, die auf eine Resolva-
tisierung der Carbonylgruppen hindeutet. Es bilden sich Wasserstoffbriicken zum
Losungsmittel, wie sie im trans-ATZ auftreten. Allerdings ist das transiente Spektrum
zu dieser Zeit noch um einige Wellenzahlen gegeniiber dem stationdren Spektrum
verschoben, was Indizien dafiir liefert, dass auf langerer Zeitskala weitere Prozesse im
Peptid zu erwarten sind. Da jedoch fiir die Auslosung des Entfaltungsprozesses kurze
Laserimpulse eines elektronisch synchronisierten, zweiten Lasersystems mit einer
Wellenlange von 430 nm benotigt werden, konnten diese Messungen zum damaligen
Zeitpunkt nicht durchgefithrt werden. Erst die Beschaffung eines durchstimmbaren
Nanosekundenlasersystems (NT 242, Ekspla) machte diese Messungen moglich. Der
Aufbau wird in Kapitel 6 erklart, die Messungen und deren Interpretation werden in
Abschnitt 6.3 erlautert.
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5. Die Rolle der Seitenketten beim ATZ —
Trp-Fluoreszenz-Messung

Die Faltungstheorie von G. Rose illustriert, wie es moglich sein kann, dass sich das
Wasserstoffbriickenmuster in einem Peptid zuerst ausbildet, bevor sich die Seitenket-
ten rearrangiert haben und der native Zustand erreicht ist (vgl. molten globule). Im
Speziellen konnen die vorhergehenden Messungen nicht klaren, welcher Schritt auf mo-
lekularer Ebene fiir die Faltung des ATZ ratenlimitierend ist. Es wéare denkbar, dass
sich erst die Tryptophanpaare finden miissen und die Wasserstoftbriicken dann sehr
schnell ausgebildet werden. Es ist ebenso plausibel, dass erst die Wasserstoftbriicken
gebildet werden miissen und sich danach auf lingerer Zeitskala die Tryptophane
zusammenfinden kénnen. Um Dynamiken der Tryptophane untersuchen zu kénnen,
wird ein Aufbau bendtigt, mit dem man die zeitabhéngige Fluoreszenzintensitat der
Tryptophane nach der Anregung der Faltung durch Photoisomerisation des AMPP
messen kann. Da die Intensitét der Fluoreszenz im cis-Konformer doppelt so grof3 ist
wie im trans-Konformer [Don06], erwartet man ein Ansteigen des Signals, das die
Dynamiken der floureszierenden Trp-Seitenketten wiedergibt.

Fiir die Durchfithrung dieses Experimentes benotigt man einen Laserimpuls bei
355 nm, der die Photoisomerisation des AMPP-Schalters und somit die Faltung des
AT7Z auslost. Daraufhin muss ein elektronisch variabel verzogerter, zweiter Laser-
impuls folgen, der die Tryptophanfluoreszenz anregt. Als Wellenlénge fiir diesen
Impuls wird 266 nm gewéhlt. Zur Detektion der Fluoreszenzintensitat des ATZ beno-
tigt man schlielich einen Detektor, der auf den 266 nm-Impuls synchronisiert ist.
Ein Aufbau, der diese Art von Experimenten ermoglicht, wurde im Rahmen dieser
Arbeit realisiert. Er wird in Abschnitt 5.1 erlautert.

Da die Tonisationsschwelle des Tryptophans bei 4,5€eV oder 275 nm liegt [ABGT79],
kann es schon durch Belichtung mit 266 nm ionisiert werden — die Quantenausbeute
ist aber sehr gering. Deshalb sind einige Vortiberlegungen nétig, um unerwiinschte
Prozesse auszuschliefen oder — wenn dies nicht moglich ist — zu wissen, welche
Signaturen sie erzeugen kénnen.

Photoinduzierte Prozesse des Tryptophans

Um Einzelphotonenionisationen zu unterdriicken, muss zunéchst die Impulsenergie
des 266 nm-Impulses moglichst gering gehalten werden. Dariiber hinaus soll die
Probenlésung sténdig umgepumpt werden, um eine Akkumulation von geschidigten
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Abbildung 5.1.: Schematische Darstellung der ESA des Trps:

Tryptophan absorbiert zunachst ein Photon mit 266 nm und wird dadurch in den angeregten Zustand
Uberfiihrt. Im Abwesenheit des zweiten 355 nm-Photons zerfillt der angeregte Zustand strahlend, es
wird Fluoreszenzlicht emittiert (schwarz). Kommt es zu ESA, so werden nichtstrahlende Kanile eréffnet,
die einen Riickgang der Fluoreszenzintensitat mit sich bringen (rot).

Molekiilen zu vermeiden und fiir jeden Anregungsimpuls mit 355 nm photostationéres
ATZ in der trans-Konformation bereitzustellen. Dabei muss die Umpumpgeschwin-
digkeit so gewahlt werden, dass innerhalb einer Millisekunde das gesamte, angeregte
Probenvolumen ausgetauscht wird, aber zugleich das angeregte Probenvolumen
wahrend des Messzeitintervalls (bis 100 ps) nicht aus dem abgetasteten Bereich her-
ausgepumpt wird.

Einen weiteren kritischen Punkt stellt die Zweistufenionisation dar, die eine we-
sentlich grofiere Ausbeute hat [FTL80]. Bei diesem Prozess wird das Tryptophan
durch Absorption eines Photons in den (S;)-Zustand angeregt, welcher wiederum
ein Photon absorbieren kann. Diese Absorption des angeregten Zustandes (engl.:
ecxited state absorption, kurz: ESA) eroffnet nichtstrahlende Reaktionspfade (z.B.
Photoionisation oder Photochemie) (s. Abbildung 5.1), was zu einem Riickgang der
detektierten Fluoreszenzintensitét fiihrt. Da das Tryptophan oberhalb von 310 nm
keine Absorption aufweist, kann die ESA nur eine Rolle spielen, wenn zuerst der
Laserimpuls mit 266 nm absorbiert wird und innerhalb der Lebenszeit des angereg-
ten Zustandes ein zusédtzliches Photon mit 355 nm eintrifft. Das ist bei negativen
Verzogerungszeiten der Fall, d.h. fiir At < 0. Die Lebensdauer des S; betragt etwa
3ns. Damit ist ab einer Verzogerungszeit von —3 ns mit einem Signalriickgang der
Fluoreszenz aufgrund der ESA des Tryptophans zu rechnen.

Weitere Prozesse wie z.B. Triplett-Bildung oder irreversible, photochemische Schédi-
gung der Probe durch Zweiphotonenabsorption sind bei den verwendeten Parametern
und in Methanol nicht zu erwarten [SPL0O].

Anhand dieser Uberlegungen kann man abschétzen, welchen Signalverlauf man bei
der oben dargestellten Messung erwarten wiirde (s. Abbildung 5.2). Da auch das
trans-Isomer des ATZ fluoresziert, gibt es einen konstanten Untergrund an Fluores-
zenzlicht. Fir negative Verzogerungszeiten sollte es ab 3ns vor dem Nullpunkt zu
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5.1. Autbau zur zeitaufgelésten Messung der Trp-Fluoreszenz des ATZ

A

Fluorescence Intensity

At=0 Delay Time

Abbildung 5.2.: Erwarteter Verlauf der Fluoreszenzintensitit fiir die Trp-Fluoreszenzmessung
am ATZ:

Die Grafik zeigt den Verlauf, wie er fiir eine wie oben erldutert durchgefiihrte Tryptophan-Fluoreszenz-
Messung erwartet wird. Eine Beschreibung der einzelnen Phasen 1,2 und 3 liefert der FlieBtext.

einem Riickgang der Fluoreszenzintensitit aufgrund der oben diskutierten ESA der
Tryptophane kommen (1), der sich direkt am Zeitnullpunkt erholen sollte, weshalb
er dazu verwendet wird, um den Zeitnullpunkt der Messung zu korrigieren. Danach
ist mit einem Anstieg der Fluoreszenzintensitat aufgrund struktureller Dynamiken
des ATZ zu rechnen (2). Erst nach Ende des Messintervalls fiir Verzogerungszeiten
At > 100 ps erreicht das Signal wieder den urspriinglichen Wert, da die angeregte
Probe aus dem Abtastvolumen gepumpt wird (3), bevor der néchste Laserimpuls die
Probe erreicht.

Nach diesen Voriiberlegungen wird nun der Versuchsaufbau vorgestellt.

5.1. Aufbau zur zeitaufgelosten Messung der
Trp-Fluoreszenz des ATZ

Abbildung 5.3 zeigt eine schematische Skizze des Aufbaus. Der Abtastimpuls stammt
aus einem fs-Ti:Sa-System (Libra, Coherent). Ein kleiner Teil der Ausgangsleistung
dieses Systems wird zur dritten Harmonischen (266 nm) konvertiert und zur Anregung
der Tryptophanfluoreszenz benutzt. Der Biindelradius wird durch das Teleskop T'1
angepasst, um die gewtinschte Fokusgrofie am Probenort zu erreichen.

Die Lichtquelle fiir die Anregung des AMPP ist die dritte Harmonische eines
Nanosekunden-Nd:YVO-Lasers (AOT-YVO-25QSP MOPA) mit 355nm bei einer
Pulsdauer von etwa 0,5ns. Dieser Impuls wird ,,Anregungsimpuls” genannt. Der
raumliche Uberlapp am Probenort wird mithilfe eines Pinholes hergestellt. Die Biin-
delradien werden so gewahlt, dass der des Anregimpulses grofler ist als der des
Abtastimpulses, sodass sicher gestellt wird, dass man nur angeregtes Probenvolumen
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Abbildung 5.3.: Aufbau zur zeitabhangigen Messung der Tryptophan-Fluoreszenz am ATZ:
Die 800 nm-Impulse des Libra-Systems werden zur dritten Harmonischen konvertiert und zum Anregen
der Tryptophanfluoreszenz benutzt (,,Abtastimpuls”). Den Anregungsimpuls mit 355 nm zur Isomerisation
des AMPP liefert ein AOT-Nanosekundenlaser. Die Biindelradien beider Impulse werden mit Teleskopen
angepasst (T 1 und T2: jeweils f = +150mm und f = —100 mm). AnschlieBend werden die beiden
Impulse tiberlappend auf die Probe fokussiert (f.1 = +500 mm, fio = +300 mm). Der Anregungsimpuls
wird mit einer 1:1-Abbildung durch einen gekrimmten Spiegel (fom = +50 mm) ein zweites Mal auf
die Probe fokussiert, damit mehr AMPP zur Isomerisierung gebracht wird. Das Fluoreszenzlicht des
Tryptophans wird kollimiert (fi3 = +35mm), zur Reinigung von Streulicht der beiden Laserimpulse
durch Bandpassfilter geleitet und von einem Photomultiplier detektiert. Das Messsignal wird verstarkt,
integriert und im PC verarbeitet. Durch ein Chopperrad wird jeder zweite Anregungsimpuls geblockt.
Diese Messpunkte kénnen direkt als Hintergrund abgezogen werden.

abtastet. Typische Werte fiir die Biindeldurchmesser sind 150 pm fiir den Abtast- und
200 pm fir den Anregungsimpuls. Aufgrund der Photophysik des Tryptophans wird
die Impulsenergie des Abtastimpulses moglichst gering gewahlt (<0,11J). Damit
das detektierte Signal durch Konformationsanderungen des ATZ moglichst grof3
wird, werden fiir die Anregung des AMPP Impulsenergien von 6 nJ-8 nJ verwendet.
Dariiber hinaus wird der Anregungsimpuls mithilfe eines gekriimmten Spiegels mit
einer 1:1-Abbildung nochmals durch die Probe geschickt. Die Brennweite des Spiegels
CM betrdgt 50 mm, wodurch sich ein Zusatzweg des zweiten Anregungsimpulses
zum ersten von 20 cm ergibt, was einer Verzogerung von etwa 0,7 ns entspricht. Die
dadurch resultierende Verschlechterung der Zeitauflosung ist vernachléssigbar, da
die erwarteten Prozesse hauptsichlich auf der Mikrosekundenskala stattfinden. Die
variable Abschwéchung der Laserimpulse geschieht mit speziell beschichteten Neutral-
dichtefiltern fiir den UV-Bereich (Thorlabs). Zur Detektion wird das Fluoreszenzlicht
durch die Linse L3 kollimiert. Zur Unterdriickung von Streulicht der beiden Laserim-
pulse werden drei Bandpassfilter (BrightLine HC 320/40, Semrock) verwendet, die
hohe optische Dichten sowohl fiir 266 nm (OD =3,9) als auch fir 355 nm (OD =5,6)
aufweisen und eine hohe Transmission im Bereich von 320 nm haben (Spektren s.
Abbildung 5.4). Der transmittierte Spektralbereich (s. Abbildung 5.5) wird mit einem
Photomultiplier (1P28, Hamamatsu) detektiert. Um externes Streulicht abzuschir-
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Abbildung 5.4.: Optische Dichte und Abbildung 5.5.: Vom BrightLine 320/40
Transmission (Inlay) des BrightLine transmittierter Bereich der Fluoreszenz des
320/40 [Sem16] ATZ

men, befinden sich diese Elemente in einem eloxierten Metallrohr, das mit dem
Photomultiplier verschraubt ist und zur Intensitatsregulation an der Vorderseite
mit einer variable Irisblende versehen ist. Anschlieend wird das Signal durch einen
Emitterfolger verstdrkt und mit einem Gated Integrator (SR 250, Stanford Research)
integriert. Zur automatisierten Datenname wird es tiber einen A /D-Wandler (USB
6009, NI) in einen PC eingespeist und mit einem Messprogramm verarbeitet.

Die Verzogerung der Anregungsimpuls wird ebenfalls mit diesem Messprogramm
gesteuert und mit einem Verzogerungsgenerator (DG 535, Stanford Research) umge-
setzt.

Abbildung 5.6 illustriert die Synchronisation der beiden Lasersysteme. Der An-
regungsimpuls fiir den n-ten Messpunkt muss durch den (n-1)-ten Abtastimpuls
getriggert werden. Das Femtosekundenlasersystem gibt bei jedem Laserschuss einen
Triggerimpuls aus (QS sync out), der von einer Verzogerungskarte in einem PC
(Bergmann BME SGO5P) um konstant 900 ps verzogert wird. Hinzu kommt eine
variable Verzogerung vom Verzogerungsgenerator DG 535, welcher wiederum den
Nanosekundenlaser triggert. Jeder zweite Nanosekundenimpuls wird vom Chopper
geblockt. Der Ausgang des Choppers (Ref out) wird ebenfalls mit dem A/D-Wandler
verarbeitet und dient dazu, die Messpunkte mit Anregungslicht von denen ohne An-
regungslicht zu trennen. Der Gated Integrator und der Chopper werden ebenfalls mit
fester Zeitverzogerung vom Verzogerungsgenerator getriggert. Der zeitliche Uberlapp
der beiden Laserimpulse wird mithilfe einer schnellen Diode (Thorlabs DET 10A,
1 ns Anstiegszeit) eingestellt.

Durch einen Chopper wird jeder zweite Anregungsimpuls geblockt, sodass jeder
zweite detektierte Messpunkt von photostationéarer trans-Probe stammt und als
Hintergrund von den Messpunkten mit Anregungsimpuls abgezogen werden kann.
Anhand des Referenzausgangs des Choppers wird im Messprogramm entschieden, bei
welchen Messpunkten die Probe angeregt wurde (Sgigna) und bei welchen Messpunk-
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Abbildung 5.6.: Triggerschema der Trp-Fluoreszenzanlage:

(a): Der obere Teil der Grafik zeigt die Pulssequenzen der Anreg- (blau) und Abtastimpulse (violett).
Der jeweils zweite Anregungsimpuls wird vom Chopper geblockt und ist gestrichelt dargestellt. Darunter
ist der Referenzausgang des Choppers (griin) dargestellt. Im unteren Teil ist die zeitliche Abfolge der
Triggerpulse der einzelnen Bauteile gezeigt.

(b) zeigt das Verkabelungsschema der einzelnen Elemente.
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5.1. Autbau zur zeitaufgelésten Messung der Trp-Fluoreszenz des ATZ

ten der Anregungsimpuls vom Chopper geblockt wurde und sie somit als Hintergrund
dienen (Spackground ). Das Fluoreszenzdifferenzsignal Sg; berechnet man wie folgt:

N N
SFZ = Z SSignal - Z Sbackground (51)
=1

=1

Es hat sich gezeigt, dass diese Methode des Messens elektronische Artefakte im
Bereich < 1 ps signifikant reduziert. Dartiber hinaus wird durch diese Methode des
Auswertens der Fluoreszenzhintergrund des trans-Isomers des ATZ abgezogen.

Die Probe wird zwischen zwei aufeinanderfolgenden Abtastimpulsen mithilfe einer
Schlauchquetschpumpe (Ismatec MCP Standard, PTFE-Walkstiick) vollstandig aus-
getauscht, um fiir jeden Messpunkt frische Probe im photostationaren trans-Isomer
zu gewéhrleisten. Die Kiivette (Hellma, QS) weist eine Schichtdicke von 200 um und
eine Kanalbreite von 1 mm auf. Fiir die Pumpgeschwindigkeit wird entsprechend
vorhergehender Uberlegungen und Berechnungen [Ram11] eine Umlauffrequenz von
20-30 rpm gewéhlt.

Probenpraparation und Durchfiihrung der Messung

Damit das ATZ monomerisch vorliegt, wird es vorher nach dem in Ram11 entwickel-
ten Protokoll lyophilisiert. Dazu werden 20 mg ATZ abgewogen und in 32 ml eines
Gemisches aus 40% ACN, 60% Wasser mit 0,1% Trifluoressigsédure (TFA) im Was-
seranteil gelost. Das TFA soll dabei sicherstellen, dass alle Lysine und der N-Terminus
des ATZ protoniert vorliegen. Fiir die zeitaufgelosten Trp-Fluoreszenz-Messungen
wird die vorbehandelte Probe mit einer Konzentration von 0,5 ml{“’l in deuteriertem
Methanol (MeOH-d4) gelést. Das deuterierte Losungsmittel wird verwendet, um
exakt die Probenbedingungen der Infrarotmessungen zu reproduzieren. Geméfl den
Uberlegungen in Abschnitt 2.2 dndert sich der Protonierungszustand beim Lésen in
Methanol nicht mehr. Wahrend der Messung wird die Probe im Vorratsgefafl sténdig
belichtet (Schott KL 2500 LCD, GG 400, 2mm), um sie im PSS des trans-Isomers zu
halten. Vor der Messung wird jeweils ein Infrarot- und ein UV /Vis-Schaltspektrum
genommen, um das einwandfreie Schaltverhalten zu tiberpriifen.

Parameter der Detektion

Der Photomultiplier wird mit einer Betriebsspannung von -550V betrieben. Fiir
die Messung wird nach Einstellen des rdumlichen und zeitlichen Uberlapps das
Signal mit der Irisblende und den Neutraldichtefiltern so geregelt, dass es bei einer
Sensitivitatseinstellung von 0,2V am Gated Integrator nach dem A/D-Wandler
unter 1V liegt. Dieser Bereich zeigt noch gute Linearitat und geringes Rauschen.
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Die Linearitat der gesamten Detektionseinheit wurde im Rahmen einer Bachelor-
arbeit fiir verschiedene Betriebsspannungswerte am Photomultiplier tiberpriift [Frel3].
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5.2. Ergebnisse der Tryptophanfluoreszenzmessungen

Die Ergebnisse der wie oben beschrieben durchgefithrten Messungen am ATZ zeigt
Abbildung 5.7. Zunéchst zeigt sich ein konstanter Verlauf fiir grofie, negative Verzo-
gerungszeiten 7p < 0 mit geringem, negativen Offset, der allerdings vernachléssigbar
ist. Ab Verzogerungszeiten von etwa -10ns kommt es zu einem raschen Riickgang

s ATZ

0,03

0,00

Flourescence Intensity / a.u.

-0,03

-0.06 . o PO A AU A WAL
) ) 10 100 1000 10000 100000

Time Delay / ns

Abbildung 5.7.: Zeitaufgeloste Tryptophanfluoreszenzdaten des ATZ:

Der gesamte Messbereich ist im Bereich von -50 ns bis 1 ns linear und von 1 ns bis 95 000 ns logarithmisch
dargestellt. Die gestrichelte Linie ist fiir die Fluoreszenzintensitat nach dem sprunghaften Anstieg am
Zeitnullpunkt eingezeichnet.

der Fluoreszenz, der sich am Nullpunkt wieder sprunghaft erholt und instantan
(innerhalb der Zeitauflosung der Anlage) bis zu einem Wert von 0,03 ansteigt, was
etwa 2/3 des gesamten Signalanstieges ausmacht. Das verbleibende Drittel verteilt
sich auf zwei Prozesse. Der erste findet mit einer Zeitkonstanten von etwa 100 ns
statt, der zweite erfolgt im zweistelligen Mikrosekundenbereich.

Diese Signaldnderungen werden nun im Einzelnen diskutiert.

1. Verhalten vor dem Zeitnullpunkt — ESA des Tryptophans

Dieser Prozess findet vor dem Zeitnullpunkt des Experimentes statt. In der Regel
erwartet man bei Anreg-Abtast-Experimenten keine Signalénderungen vor dem
Zeitnullpunkt. Damit man einen Zeitverlauf fiir positive Verzogerungszeiten erhélt,
muss man die Zeitachse invertieren, was einem Vertauschen des Anreg- und des
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5. Die Rolle der Seitenketten beim ATZ — Trp-Fluoreszenz-Messung

Abtastimpulses entspricht. Das bedeutet, man wiirde diesen Verlauf bei einem
Anreg-Abtast-Experiment messen, bei dem man zuerst mit 266 nm-Impulsen anregt
und mit 355 nm-Impulsen abfragt. Fiir diesen Fall absobiert das Tryptophan, wie
in den Voriiberlegungen dieses Kapitels dargelegt wurde, ein 266 nm-Photon und
wird dadurch in den S;-Zustand angeregt, von wo es unter Fluoreszenz in den
Grundzustand relaxiert. Trifft wahrend der Bevolkerung des S;-Zustandes ein Photon
mit 355 nm ein, so kann es vom angeregten Zustand absorbiert werden, was nicht
strahlende Folgeprozesse (z.B. Ionisation) ermoglicht. Damit sinkt in diesem Fall
die Fluoreszenzintensitat, was man als Signalriickgang sieht. Dieser Prozess setzt
am Zeitnullpunkt ein, da dort eine maximale Bevolkerung des S;-Zustandes vorliegt.
In der Trp-Fluoreszenzmessung am ATZ bedeutet dies, dass der Zeitpunkt, an dem
sich der Signalriickgang instantan erholt, der Zeitnullpunkt (gleichzeitiges Eintreffen
von 266 nm-Impuls und 355 nm-Impuls) sein muss. Die Erholung des Signals im
Zeitverlauf spiegelt den Zerfall des Si-Zustandes des Tryptophans wider. Sobald
dieser komplett zerfallen ist, kann es auch keine ESA mehr geben. Damit liefert die
ESA des Tryptophans eine Erklarung fiir den Signalriickgang vor dem Zeitnullpunkt.
Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde eine reine Tryptophanlésung in Methanol

0,000 = . R s,

B Trp 2mM in MeOH-d4
exp. fit, 1=2,6 ns

-0,005

-0,010

Fluorescence Intensity / a.u.

T T T T T
-40 -20 0 100

Delay Time / ns

10000 1000000

Abbildung 5.8.: Zeitaufgeloste Fluoreszenzdaten einer Trp-Losung:

Die Messbedingungen sind analog zur ATZ-Messungen gewahlt. Die Konzentration des Tryptophans
betrug 2 mM. Der Signalriickgang vor dem Zeitnullpunkt Iasst sich gut durch eine monoexponentielle
Anpassung (rote Kurve) beschreiben. Als Zeitkonstante ergibt sich 2,6 ns. Nach dem Zeitnullpunkt
zeigen sich keine weiteren Signaldnderungen.
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vermessen (Abbildung 5.8). Wie beim ATZ sieht man den Signalriickgang bei kleinen,
negativen Verzogerungszeiten und das instantane Erholen am Zeitnullpunkt. Da eine
ESA des Tryptophans nur auftreten kann, wenn der angeregte Zustand besetzt ist,
spiegelt die Zeitkonstante der exponentiellen Anpassung (2,6 ns) die Lebensdauer
des angeregten Zustandes wider. In der Literatur wird die Lebensdauer des S;i-
Zustandes bei Tryptophan mit 3 ns angegeben [FTL80]. Da der im Rahmen dieser
Messungen bestimmte Wert mit 2,6 ns gut mit dem Literaturwert iibereinstimmt,
kann angenommen werden, dass es sich beim Signalriickgang vor dem Zeitnullpunkt
tatséchlich um die erwartete ESA des Tryptophans handelt. Das sprunghafte Erholen
des Signals kann zur Uberpriifung und Korrektur des Zeitnullpunktes genutzt werden.

2. Instantaner Anstieg unmittelbar am Zeitnullpunkt

Aus den Messdaten der reinen Trp-Losung (s. Abbildung 5.8) ist ersichtlich, dass
das Fluoreszenzsignal des Trp vor und nach der ESA dquivalent ist. Das liegt daran,
dass Trp auBlerhalb der Lebensdauer des S; nicht mit Photonen von 355 nm wechsel-
wirkt. Im ATZ ist dieser Sachverhalt jedoch anders. Abbildung 5.7 zeigt, dass das
Trp-Fluoreszenzsignal unmittelbar nach dem Zeitnullpunkt deutlich hoher ist, als
vor der ESA. Mogliche Ursachen fiir diese Diskrepanz sollen nun diskutiert werden.
Da das AMPP im Pikosekundenbereich schaltet und sich dessen Absorptionsspek-
trum dabei deutlich dndert, liegt es nahe, dass die Ursache des Anstiegs mit dem
Schaltprozess korreliert ist. Aufgrund des deutlichen Absorptionsriickganges des
AMPP bei der Isomerisierung vom trans- in das cis-Konformer (s. Abbildung 5.9)
kommen zwei mogliche Erklarungen in Betracht.

o Erniedrigung der Reabsorption des Fluoreszenzlichtes durch Azobenzol

« FRET von Tryptophan auf Azobenzol
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Diese beiden Prozesse werden nun diskutiert.

Erniedrigung der Reabsorption des Fluoreszenzlichtes durch Azobenzol

Da die wr*-Absorptionsbande des Azobenzols mit dem Emissionsspektrum des
Tryptophans grofien Uberlapp hat, kann man davon ausgehen, dass ein Teil des
Fluoreszenzlichtes, das im detektorfernen Bereich der Kiivette emittiert wird, auf
dem Weg durch die Kiivette vom Azobenzol reabsorbiert wird und somit nicht mehr
detektiert werden kann. Da beim Schaltprozess von trans nach cis die Absorption des
Azobenzols im Bereich des vom Tryptophan emittierten Fluoreszenzlichtes deutlich
abnimmt, sinkt auch die Reabsoption. Damit erreicht mehr Fluoreszenzlicht den De-
tektor und es kommt zu einer Zunahme des Fluoreszenzsignales. Wenn die Anderung
der Reabsorption des Azobenzols fiir den Anstieg am Zeitnullpunkt verantwortlich
ware, musste er auch bei einer Mischung aus Azobenzol und Tryptophan auftreten.
Zur Uberpriifung der Hypothese wurde dieses Kontrollexperiment durchgefiihrt (s.
Abbildung 5.10). Man sieht in den Daten nur den durch die ESA des Tryptophans her-

0,75 ®  Azob./ Trp-mixture 1:4

o,72—-"ﬂ,,. o W i L LT

Fluorescence Intensity / a.u.

Abbildung 5.10: Trp-
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betragt 0,5mM, damit die optische
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0,66 4 - derjenigen des ATZ entspricht. Diese
— Messung wurde nicht gechoppt

-20 0 20 40 60 80 100 durchgefiihrt, weswegen die Daten

Delay Time / ns einen Fluoreszenzoffset zeigen.

vorgerufenen Fluoreszenzriickgang vor dem Zeitnullpunkt. Der sprunghafte Anstieg
wie bei der ATZ-Messung ist nicht vorhanden. Damit kann die Erklarung des Anstiegs
am Nullpunkt durch eine Erniedrigung der Reabsorption des Fluoreszenzlichtes durch
das Azobenzol nicht zutreffen.

FRET von Tryptophan auf Azobenzol

Eine weitere Erklarung fiir den instantanen Anstieg der Fluoreszenz beim ATZ ist
ein FRET von Tryptophan auf das Azobenzol. Hierbei wird die Anregungsenergie
der Tryptophane strahlungslos auf das Azobenzol ibertragen, welches selbst nicht
fluoresziert. Je hoher also die FRET-Effizienz ist, desto niedriger ist die detektierte
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5.2. Ergebnisse der Tryptophanfluoreszenzmessungen

Fluoreszenzintesitat.

Damit es zu einem FRET kommen kann, muss zum einen der spektralen Uberlapp
der Emission der Tryptophane und der Absorption des Azobenzols gewéhrleistet
sein. Weiterhin miissen sich beide Residuen sehr nahe kommen. Einige durch NMR-
Spektroskopie bestimmte Strukturen des trans-ATZ zeigen eine grofie rdumliche
Néhe zwischen einem der Tryptophane und dem trans-Azobenzol. Es ist bekannt,
dass Azobenzol durch FRET die Tryptophanfluoreszenz in Proteinen quenchen kann
[HFW14]. Ubertragen auf das ATZ ist davon auszugehen, dass im trans-Konformer
die Tryptophanfluoreszenz durch das nahe liegende Azobenzol teilweise gequencht
wird. Durch die Photoisomerisierung in das cis-Konformer kann sich das Trypto-
phan durch die gekriimmte Geometrie des Azobenzols nicht mehr so gut anlagern
und der fir FRET wichtige spektrale Uberlapp wird kleiner (s. Abbildung 5.9).
Dadurch sinkt die FRET-Effizienz, wodurch weniger Tryptophane gequencht werden.
Die Fluoreszenzintensitat erhoht sich. Diesen Effekt kann man in einer Azobenzol-
Tryptophan-Loésung nicht beobachten, da sich dort Azobenzol und Tryptophan nicht
gentigend nahe kommen, um eine messbare FRET-Effizienz zu gewédhrleisten. Somit
ist die eben erlauterte Hypothese konsistent mit allen durchgefithrten Messungen und
wird zur Erklarung des Anstiegs des Floureszenzdifferenzsignales am Zeitnullpunkt
herangezogen.

3. Weitere Prozesse im Zeitbereich von 1 ns bis 95 ps

Um die nachfolgenden Prozesse besser betrachten zu konnen, ist der Verlauf des
Fluoreszenzdifferenzsignals fiir die ATZ-Messung in Abbildung 5.11 im Bereich von
1ns bis 95 s vergroflert dargestellt. Es treten deutliche Kinetiken auf, die mit einer
Summe aus zwei exponentiellen Zerfallen angepasst werden konnen. Tabelle 5.1 zeigt
die Zerfallszeiten mit den dazugehorigen Amplituden.

Zeitkonstante | Amplitude Trp-F1 | Amplitude IR
T 120 ns 0,001 0,04
Ty 191s 0,01 0,11

Tabelle 5.1.: Zerfallszeiten und relative Amplituden der Trp-Fluoreszenzdaten (Abbildung 5.11, links)
im Vergleich mit den Daten der IR-Faltungsmessung [Deel4] (Abbildung 5.11, rechts).

Da die beiden Prozesse deutlich spéter auftreten als das Schalten des AMPP,
konnen sie nicht direkt mit dem Schaltprozess in Verbindung stehen und sind
strukturellen Anderungen der Peptidstrange zuzuschreiben. Die Amplitude des
Nanosekunden-Prozesses ist 0,1 mal so grof, wie die des Mikrosekundenprozesses,
aber deutlich erkennbar. Ein Vergleich mit dem Zeitverlauf der IR-Messung der
Faltung des ATZ (Abbildung 5.11, rechts) zeigt, dass eine Modellfunktion, deren
Zeitkonstanten identisch zu denen sind, die die Anpassung des Fluoreszenzverlaufes
liefert, die Daten gut beschreibt. Eine Anpassung der Nanosekundendynamik der
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Abbildung 5.11.: Zeitverlaufe der Faltung ATZ von 1 ns - 95 ps aus der Tryptophanfluoreszenz-
messung (links) im Vergleich mit den IR-Daten (rechts): Fiir die Tryptophanfluoreszenzmessung
ist neben den Datenpunkten (schwarz) eine Anpassungskurve mit zwei exponentiellen Zerfallsprozessen
(rot) eingezeichnet. Die Anpassung ergibt Zeitkonstanten von 120 ns und 19 ps. Im Vergleich dazu ist
der Zeitverlauf der IR-Faltungsmessung von A. A. Deeg bei 1640cm~" gezeigt. Die dort eingezeichnete
Kurve ist ebenfalls biexponentiell. Die Zeitkonstanten sind als feste Parameter mit 120 ns und 19 ps
gewahlt worden.

IR-Daten mit freier Zeitkonstante ist nicht sinnvoll, da in diesem Zeitbereich zu
wenig Datenpunkte vorliegen. Das Amplitudenverhéaltnis der Infrarotmessung von
7o und 7y ist mit 2,8 deutlich kleiner, als dasjenige fiir die Fluoreszenzmessung (10).
Das bedeutet, dass sowohl fir die IR-Messung als auch fiir die Fluoreszenzmessung
Prozesse mit identischen Zeitkonstanten beobachtbar sind. Bei der IR-Messung tritt
der Nanosekundenprozess in der Amplitude vergleichsweise deutlicher hervor.

5.3. Molekulare Interpretation der
Trp-Fluoreszenzmessung

Nach der Photoanregung des AMPP kommt es zu einem ultraschnellen Schaltprozess
in die cis-Konformation [N&g97]. Der Anstieg des Fluoreszenzsignals am Zeitnull-
punkt durch die Erniedrigung der FRET-Effizienz kann zwei molekulare Ursachen
haben. Zum einen triagt die Absorptionsdnderung des AMPP beim Schaltprozess
(s. Abbildung 5.9) dazu bei. Weiterhin ist es moglich, dass sich der Abstand des
Tryptophans zum AMPP direkt nach dem Schaltprozess dndert. Es konnte sein,
dass durch die Geomtriednderung des Azobenzols von planar nach gewinkelt effektiv
weniger hydrophobe Fléche fiir eine Anlagerung an das Azobenzol im cis-Konformer
verfiigbar ist. Dadurch konnte sich das Tryptophan direkt mit der Isomerisierungsén-
derung vom Azobenzol l6sen, wodurch die FRET-Effizienz ebenfalls sinken wiirde.

Das weitere Anwachsen des Fluoreszenzsignals wahrend der Faltung des ATZ lasst
sich durch die damit verbundene Ausbildung von Tryptophanpaaren erklaren. Die

62



5.3. Molekulare Interpretation der Trp-Fluoreszenzmessung

Tryptophane schirmen sich gegenseitig durch ihre aprotische Umgebung vor Quen-
chern wie zum Beispiel Lysin und Glutaminséure ab [CB9S|.

Aufgrund des monotonen Ansteigens der Signale kann man zunéchst davon ausgehen,
dass sich das Peptid dem gefalteten Zustand nach der Isomerisierung des AMPP
stets annéhert; es gibt keine Hinweise auf einen anfanglichen Entfaltungsprozess
eines fehlgefalteten trans-Zustandes.

Die Tryptophanfluoreszenz zeigt einen Zeitverlauf, der den Ergebnissen aus der
Infrarotmessung sehr dhnlich ist. Daher ist davon auszugehen, dass die hydrophoben
Wechselwirkungen und die stabilisierenden Interstrang-Wasserstoffbriicken an beiden
Prozessen beteiligt sind. Es ist wahrscheinlich, dass sich die Wasserstoftbriicken nach
einem zipping-Prozess nacheinander schliefen miissten', wenn sie den dominanten
Beitrag zur Stabilisierung des gefalteten Zustandes liefern wiirden. Da sich die Was-
serstoffbriicken zwischen den Striangen des ATZ grofitenteils zeitgleich schliefien (s.
Abschnitt 4.2), scheint die Ausbildung der hydrophoben Trp-Paare der ratenlimitie-
rende Schritt der Faltung des ATZ zu sein.

Aufgrund der Heterogenitét des trans-Ensembles sind zwei mogliche Szenarien denk-
bar:

1. Modell: Faltung aus verschiedenen trans-Zustanden:

Bei dieser Modellvorstellung geht man davon aus, dass mehrere trans-Zustande
des ATZ parallel Startpunkte der Faltungsreaktion darstellen. Es gibt sowohl
solche Ausgangsstrukturen, die der Haarnadel-Konformation sehr dhnlich sind
und nur geringer, raumlicher Umlagerungen bediirfen, um in den vollstiandig
gefalteten Zustand zu gelangen. Diese Zustdnde zeigen sich in den kurzen
Nanosekundenprozessen und miissen den geringen Amplituden entsprechend
nur untergeordnet vorliegen. Es existieren aber ebenso Zusténde, die einen
groen Entfaltungsgrad aufweisen und sich folglich weitreichend umlagern
miissen, um den gefalteten Zustand zu erreichen. Es ist anzunehmen, dass
dabei eine grofle Energiebarriere iiberwunden werden muss, weshalb diese
Zustéinde Mikrosekunden zum Falten benétigen.

2. Modell: Aufeinander folgende Faltung eines trans-Zustandes:
Dieser Moglichkeit liegt die Annahme zugrunde, dass an der Faltungsreaktion
nur ein Ausgangszustand mafigeblich beteiligt ist und es somit aufgrund des
biexponentiellen Verhaltens der Messdaten einen Zwischenzustand der Faltung
geben muss. Dieser Zustand zeigt bereits einen erhohten Faltungsgrad gegentiber
dem urspriinglichen trans-Zustand, was sich durch die Fluoreszenzzunahme im
Nanosekundenbereich duflert. Da die Amplituden fiir 75 deutlich grofer sind

'Bei einem zipping-Prozess geht man davon aus, dass die zur Faltung nétige Einschrinkung des
Konformationsraumes durch die topologische Néhe erreicht wird, die nach dem Kontakt eines
Wasserstoffbriickenpaares fiir das direkt nachfolgende Paar erzielt wird. Deshalb sollten sich die
H-Briicken bei einem reinen zipping-Prozess nacheinander schlieffen und nicht zeitgleich.
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als diejenigen von 71, erfolgt auf der Mikrosekundenzeitskala der Hauptbeitrag
zur Faltungsreaktion.

Anhand der hier prasentierten Daten kann nicht entschieden werden, welches der
beiden Modelle zutrifft, sie sind gleichermafien plausibel.

Im von Deeg et al. [Deel4] aufgrund von IR-Messungen vorgeschlagenen Modell
kommt es aus einem trans-Zustand mit einer Zeitkonstanten von etwa 100 ns zu einer
Diffusion entlang eines Energiegradienten in den thermisch entfalteten cis-Zustand.
Danach muss dieses entfaltete cis-Konformer eine Energiebarriere iiberwinden, um
mit einer Zeitkonstanten von 17 ps in den gefalteten Zustand zu gelangen (s. Ab-
schnitt 4.2). Es handelt sich demnach um Modell 2.

Der Fluoreszenzanstieg mit 7, = 120 ns lasst sich im Rahmen dieses Modells durch
eine AbstandsvergroBerung zwischen Tryptophan und Azobenzol beim Ubergang
in den thermisch entfalteten Zustand erkliren, die mit der strukturellen Anderung
ablauft und die FRET-Effizienz erniedrigt. Sowohl bei der Fluoreszenzmessung als
auch bei der Infrarotmessung folgt ein dominanter Prozess mit sehr ahnlichen Zeit-
konstanten (Trp-Fluorszenz: 19 ps und IR: 171s). Im Rahmen der Messgenauigkeit
sind diese Zeitkonstanten gleich, d.h. das Schlieen der Wasserstoftfbriicken und die
Paarung der Tryptophane erfolgt mit derselben Zeitkonstanten und léasst sich mit
einem Zwei-Zustandsmodell beschreiben.

Damit sind die durch die Trp-Fluoreszenzmessung gewonnen Ergebnisse konsistent
mit dem Faltungsmodell von Deeg et. al. Sie unterstiitzen insbesondere die Theorie
der Trp-Paarung als ratenlimitierenden Schritt fir die Faltung des ATZ.
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5.4. Ausblick und abschlieBende Bewertung

Der in dieser Arbeit vorgestellte Versuchsaufbau wurde zur zeitabhéngigen Messung
der Tryptophanfluoreszenz in lichtschaltbaren Modellpeptiden entwickelt. Es wurde
in dieser Arbeit gezeigt, dass der Aufbau voll funktionsfahig ist und den an ihn
gestellten Anforderungen gentigt. Storeffekte — wie z.B. thermische Linsen, wie sie
bei den Infrarotmessungen auftreten (s. Abschnitt 6.3) — sind aufgrund der hier ge-
wahlten, unkritischen Detektion mithilfe des Photomultipliers nicht wichtig. Dartiber
hinaus ist der hier gezeigte Aufbau in der Justage weniger aufwendig und unkritischer
beziiglich der Laborbedingungen als der Infrarotaufbau.

Im Rahmen der Spektroskopie an lichtschaltbaren Modellpeptiden wurde gezeigt,
dass der Aufbau durch die Betrachtung der Trp-Seitenketten weitere Einblicke in
die Dynamiken gewédhren kann. Im Falle des ATZ konnte die Messung das von Deeg
et al. vorgeschlagene Modell unterstiitzen und insbesondere weitere Indizien dafiir
liefern, dass der ratenlimitierende Schritt fir die Faltung des ATZ die Ausbildung
eines hydrophoben Kerns durch Paarung der gegeniiberliegenden Tryptophane ist.
Mit der Realisierung dieser Anlage er6ffnen sich zahlreiche Messungen, die tiefere
Einblicke in die struktuellen Dynamiken von Peptiden gewahren kénnen. Tempe-
raturabhéngige Messungen konnen Informationen tiiber die Energielandschaft der
Dynamiken liefern. Weiterhin kénnte es moglich werden, Fluoreszenzmessungen in
Wasser durchzufiihren, da die fiir Fluoreszenzmessungen benotigte Konzentration
wesentlich niedriger ist als fiir Infrarotmessungen (~=mM).

Fiir die Messung der Entfaltung am ATZ miisste aufgrund der benétigten Wellenlénge
von 430nm wiederum ein anderer Laser zur Isomerisierung benutzt werden (z.B.
Ekspla NT 242). Im Rahmen dieser Arbeit konnte dies aufgrund der apparativen
Gegebenheiten nicht durchgefithrt werden.

65






6. Die Entfaltung des ATZ von Nano- bis
Mikrosekunden

Wie in Kapitel 4 erldutert, gibt es Indizien dafiir, dass die Entfaltug zum Ende der
Kurzzeitmessung (3ns) noch nicht abgeschlossen ist [Sch08a]. Die Entfaltung des
ATZ konnte auf der langen Zeitskala von Nano- bis Mikrosekunden bisher nicht
gemessen werden. Somit fehlt fiir die Diskussion des vollsténdigen Zyklus der Faltung
und Entfaltung des ATZ noch dieser letzte Teilbereich. Erst die Anschaffung eines in

ps - ns \ ns—ps\
Faltung
Entfaltung

Tabelle 6.1.: Status der Datenlage zum ATZ

der Wellenldnge von 213nm bis 2600 nm liickenlos durchstimmbaren Lasers (Ekspla,
NT 242) eroffnete die Moglichkeit, diese Liicke zu schlieflen und damit den Zyklus
der Faltung und Entfaltung des ATZ zu vervollstiandigen.

Der gesamte Anreg-Abtast-Aufbau fiir Messungen im Bereich von Nano- bis Mikro-
sekunden wird hier nur soweit erlautert, wie es fiir das Verstdndnis der Messungen
notwendig ist. Details zum Aufbau finden sich in vorhergehenden Arbeiten [Sch08b,
Sch08a]. Insbesondere liegt bei der Darstellung in dieser Arbeit der Fokus auf den
Besonderheiten des NT 242. Abbildung 6.1 zeigt anhand einer schematischen Darstel-
lung der gesamten Infrarotanlage deren Moglichkeiten. Im Rahmen dieses Kapitels
werden die Erzeugung der mittelinfraroten Abtastimpulse (Abbildung 6.1 orange,
Abschnitt 6.1) und die Einkopplung der Anregungsimpulse des NT 242 fiir Nano- bis
Mikrosekundenmessungen (Abbildung 6.1 blau, Abschnitt 6.2) erklért.

6.1. Erzeugung und Detektion der
Mittelinfrarotimpulse

Als Lichtquelle dient ein fs-Ti:Sa-Lasersystem (Spectra Physics, Spitfire) mit Im-
pulsen bei einer Wellenldnge von 800 nm, einer Repetitionsrate von 1kHz und einer
Impulsdauer von etwa 100 fs. Fiir Spektroskopie an Proteinen im Amid-I-Bereich
werden Wellenldngen im Bereich von 6,06 pm benétigt. Diese lassen sich mithilfe
von Differenzfrequenzmischung (DFM) aus 1400 nm und 1800 nm Lichtimpulesen
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Ultrashort-pulsed laser system
Ti:Sapphire oscillator and
regenerative amplifier (CPA)

90fs, 1kHz, 800nm

2nd / 3rd Harmonics
Generation 400nm, 266nm
Imaging
m Spectrometer

Clock

Ekspla NT242
— Q-switched Nd:YAG laser
generators ) Trigger and OPO System

3-6ns, 1kHz, 213-2600nm

Abbildung 6.1.: Schematische Ubersicht des gesamten Anreg-Abtast-Aufbaus im mittelinfraroten
Spektralbereich

in einem Silberthiogallat-Kristall erzeugen. Um diese Wellenlédngen zur Verfiigung
zu stellen, bedient man sich eines nichtkollinearen, optischen Verstarkers (NOPA).
Hierzu wird zunéchst ein Superkontinuum mithilfe eines Saphir-Plattchens erzeugt,
um Photonen bei 1400 nm bereitzustellen. Da die Ausbeute bei dieser Wellenldange
sehr gering ist, bendtigt man eine Verstirkung durch einen mit 400 nm (zweite Har-
monische der Laserwellenlédnge) gepumpten optisch parametrischen Prozess in einem
BBO-Kristall. Bei diesem Prozess wird ein Photon bei 400 nm in je ein Photon bei
1400 nm und eines im griinen Spektralbereich (etwa 560 nm) umgesetzt. Lauft dieser
Prozess gut, so erhdlt man eine mittlere Leistung von etwa 0,6 mW bei 1400 nm.
Dieses Licht wird durch einen optisch parametrischen Verstarker (OPA) verstérkt,
der mit 800 nm gepumpt wird. Somit wird zum einen das signal-Licht (1400 nm)
verstarkt, zum anderen ein idler-Licht bei 1800 nm erzeugt. Die mittlere Leistung
beider Wellenlangen zusammen betragt etwa 23 mW. Wie oben erwahnt, konnen diese
beiden Teilbiindel in der DFM tiberlagert werden, um die gewiinschte Wellenlange
im Mittelinfraroten (MIR) zu erzeugen. Durch Anpassen der Kristallwinkel (und
des Winkels zwischen Weiilichtkontinuum und Pumpbiindel beim NOPA) kann die
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Wellenldnge von etwa 3pm bis 10 pm durchgestimmt werden [SchO8b].

Ab der DFM miissen aufgrund der Wasserdampfabsorption fiir MIR-Pulse alle
Anlagenteile mit Trockenluft gespiilt werden. Nach der DFM wird das Biindel in
zwei Teile aufgespalten: den Referenzarm und den Probenarm. Der Referenzarm
durchstrahlt die Probe in einem Bereich, der nicht vom Anregungsimpuls belichtet
wird und dient spéter dazu, das Rauschen drastisch zu reduzieren. Der Probenarm
trifft ausschlieflich angeregte Probe. Er muss rdumlich mit dem Anregungsimpuls
iiberlappen und gibt das eigentliche Messsignal. Beide Lichtimpulse werden iiber Pa-
rabolspiegel auf die Kiivette fokussiert, erneut durch einen Parabolspiegel kollimiert
und tiber ein Imaging-Spektrometer (Bruker Chromex i250) auf jeweils eine Zeile
eines stickstoffgekithlten MCT-Detektors abgebildet und spektral aufgelost. Dessen
Signal wird {iber einen Gated Integrator aufsummiert und durch einen A/D-Wandler
im PC verarbeitet.

Bisher konnten auf Nano- bis Mikrosekundenzeitskala nur Experimente durchgefiihrt
werden, deren Anregungswellenldngen mit den Harmonischen eines Nd:YVO-Nanose-
kundenlasers zusammenfielen. Erst durch die Erweiterung des Aufbaus durch den
spektral durchstimmbaren N'T 242-Nanosekundenlaser wurden Messungen mit Anre-
gung in einem breiten Spektralbereich méglich, wie beispielsweise die Entfaltung des
ATZ bei Aexe = 430 nm.

6.2. Einkopplung der Lichtimpulse des NT 242

Der NT 242 erreicht seine immense Bandbreite tiber nichtlinear-optische Prozes-
se. Dabei wird ein giitegeschalteter Nd:YAG-Laser (1kHz Repetitionsrate, 8 mJ
Impulsenergie, 3ns Impulsdauer) zunéchst frequenzverdreifacht. So erreicht man
Laserimpulse bei 355 nm mit einer Impulsenergie von etwa 2,7mJ, mit denen ein
optisch-parametrischer Oszillator (OPO) mit zwei BBO-Kristallen gepumpt wird. Die
Kristallwinkel, die die erzeugte Wellenldnge bestimmen, sind iiber einen Schrittmotor
verdnderbar, wodurch sich die erzeugte Wellenlénge durchstimmen lasst. Im OPO
yzerfallt® ein Pumpphoton in jeweils ein signal- und ein idler-Photon. Dabei deckt
der signal-Teil einen Bereich von 400 nm - 709 nm und der idler-Teil einen Bereich
von 709 nm - 2600 nm ab. Fiir die Erzeugung der UV-Impulse wird das signal-Licht
entweder frequenzverdoppelt (213 nm - 299 nm) oder mit der Fundamentalen summen-
frequenzgemischt (300 nm - 399 nm). Die so erzeugten Impulse haben eine Dauer von
3 - 6ns und variieren in der Energie stark tiber den spektralen Bereich. Abbildung 6.2
zeigt das vom NT 242 abgedeckte Spektrum.

Damit die Messungen der Entfaltung des ATZ sinnvoll durchgefiihrt werden kénnen,
miissen einige Punkte berticksichtigt werden. Zum einen muss der N'T 242 fest mit dem
Lasertisch der vorhandenen Anlage verbunden sein, damit der raumliche Uberlapp
zwischen Anreg- und Abtastimpuls wihrend der gesamten Messung gewéhrleistet
ist. Weiterhin ist es moglich, dass die hohen, zeitlich stark variablen, elektrischen
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Feldstarken der Giiteschaltung elektromagnetische Wellen aussenden, die von den
Kabeln der Detektion aufgefangen werden konnen und so Artefakte in der Messung
verursachen. Im Rahmen einer Masterarbeit wurden sowohl die Einkopplung des
Ekspla mittels optischer Fasern als auch die herkémmliche Biindelfithrung tiber hoch-
reflektierende Spiegel gegeneinander abgewogen [Kuel3]. Dabei stellte sich heraus,
dass selbst hochgradig UV-bestandige Fasern unterhalb von 300 nm durch die hohe
Intensitdt bereits zum Leuchten angeregt werden und ein deutlicher Riickgang der
transmittierten Leistung innerhalb weniger Minuten zu verzeichnen ist. Dartiber hin-
aus verschlechtern die Fasern die Biindeleigenschaften des Lasers, was eine Abbildung
auf die Probe auflerst schwierig gestaltet. Da der N'T 242 ebenfalls fiir Experimente
im fernen UV-Bereich benotigt wird, wurde die Idee der Fasereinkopplung des N'T' 242
zugunsten der herkémmlichen Biindelfithrung aufgegeben. Um eine moglichst gute
Abschirmung der Detektion von den starken Feldern der Giiteschaltung zu erreichen,
wurde der N'T 242 unter den Lasertisch gehéngt.

Ein weiteres Problem stellt das elliptische und divergente Strahlprofil des NT 242 dar.
Um das Laserbtindel bis zum Probenort fiihren zu kénnen, wurde nach dem Laseraus-
gang ein Zylinderteleskop eingebaut, dessen vertikale und horizontale Vergrofierungen
so abgestimmt sind, dass das Biindel moglichst nah an einem Gauf-Profil ist und nur
wenig Divergenz aufweist. Details zur Strahlfihrung finden sich andernorts [Kuel3].
Um bei den zeitaufgelosten Messungen keine Signalbeitridge durch Rotation der
angeregten Molekiile zu erhalten, werden die Laserimpulse des NT 242 vor dem Auf-
treffen auf die Probe durch eine A/2-Platte und einen Polarisator in den magic angle
;magischen Winkel* zur Polarisation der Abtastimpulsen gedreht. Dabei kann mit der
A/2-Platte auch die Energie der Anregungsimpulse eingestellt werden. Anschliefend
wird das Biindel mit einer Linse auf die Probe fokussiert, deren Brennweite so gewéhlt
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Abbildung 6.3.: Triggerschema des NT 242: Der Anregungsimpuls (blaue Impulse) fiir den n-ten
Abtastimpuls (graue Impulse) wird vom (n-1)-ten Abtastimpuls getriggert. Dazu wird der Synch-Out-
Trigger des Spitfire an eine Verzdgerungskarte (Bergmann BME SGO5P) ausgegeben, welche eine
konstante Verzégerung von etwa 700 ps gewahrleistet und wiederum den Verzégerungsgenerator (SR
DG 535) triggert, der die Verzogerungszeiten fiir das Experiment PC-gesteuert variiert und nach einer
Zeit ty die Pumpdioden des NT 242 anschaltet. Nach der Zeit f,sc wird die Pockelszelle des NT 242
ebenfalls vom variablen Verzégerungsgenerator geschaltet und der Anregungsimpuls (blaue Impulse)
wird ausgekoppelt. fos ist dabei ein fester Parameter des NT 242, t; wird so eingestellt, dass die effektive
Verzbégerungszeit 1p erreicht wird: ty = f; — tonst — losc — 7p. Bei den aktuellen Laserparametern des
NT 242 ist t,sc = 207,2 ps. Der Wert fiir die feste Verzégerung der BME SGO5P ist durch die maximale,
effektive Verzogerungszeit mp max bestimmt. Die Summe feonst + by + fosc + ID.max Muss kleiner sein als f;.
Jeder zweite Anregungsimpuls wird mit einem Chopper geblockt, um eine Hintergrundmessung fiir jeden
Datenpunkt zu erhalten. Um im Messprogramm zu entscheiden, welcher Schuss angeregt und welcher
nicht angeregt ist, wird ein schwacher Reflex einer Glasplatte auf eine Diode geleitet, deren Signal Gber
eine elektronische Schaltung so verzégert wird, dass sie in das Integrationsfenster des A/D-Wandlers
fallt.
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wird, dass das Biindelprofil am Probenort einen Durchmesser von etwa 160 - 200 pm
aufweist. Fiir die Faltungsmessungen wurden Anregungsenergien von etwa 6-81J
eingestellt. Das entspricht im Fall des ATZ einer Photoanregung von etwa 10% der
Molekiile.

Fir die zeitaufgelosten Messungen muss der NT 242 auf das fs-Ti:Sa-System, das
den Abtastimpuls erzeugt, synchronisiert werden. Um einen Jitter im Subnanose-
kundenbereich zu erreichen, muss der NT 242 mit zwei Eingangskanéilen getriggert
werden. Der erste Kanal bestimmt dabei den Zeitpunkt, zu dem die Pumpdioden des
Nd:YAG-Ostzillators eingeschaltet werden. Dann wird nach einer festen Verzogerung
die Pockelszelle geschaltet, die den verstarkten Impuls auskoppelt. Die Trigger miissen
dabei bestimmte Eigenschaften haben, damit sie die Elektronik des N'T 242 korrekt
verarbeiten kann. Es miissen jeweils positive Pulse zwischen 2,5V und 5V sein. Die
Lénge des ersten Pulses darf zwischen 1 ps und 10 ps liegen. Der zweite Puls, der die
Pockelszelle triggert, muss mit 200- 500 ns deutlich kiirzer sein und eine Anstiegszeit
von weniger als 20 ns haben. Abbildung 6.3 zeigt das Schema der Synchronisation
des NT 242. Eine genaue Beschreibung gibt die Bildunterschrift. Der genaue zeitliche
Uberlapp wird bei jeder Messung mithilfe eines Germaniumpléttchens kontrolliert,
das durch die Anregungsimpulse freie Ladungstrager bildet, die im MIR-Bereich
absorbieren.

Die genauen Parameter fiir die Messungen werden im folgenden Abschnitt beschrie-
ben.

6.3. Entfaltung des ATZ

6.3.1. Technische Rahmenbedingungen

Die Abtastimpulse im Mittelinfraroten sollen spektral bei 1650 cm ~! zentriert sein,
was einer Zentralwellenldnge von 6,06 pm entspricht und eine gesamte spektrale Ab-
deckung zwischen 1570 cm ~! und 1730 cm ~! erlaubt. Dieser Bereich ist ausreichend
fiir die Beobachtung aller Amid-I Anderungen, die das FTIR-Schaltspektrum des
AT7Z erwarten lasst. Das ATZ wurde wie in Kapitel 5 angegeben lyophilisiert. Um
eine Probenkonzentration von ca. 2mM zu erhalten, wurden 7mg ATZ in 2 ml deute-
riertem Methanol (Sigma Aldrich, >99,6%, bzw. Deutero, >99,6%) gelost und jeweils
vor und nach der Messung im FTIR- und UV /Vis-Spektralphotometer charakterisiert.
Dann wurde die Probe wie in Kapitel 4 beschrieben ins PSS des cis-Isomers belichtet.
Dies wurde mithilfe des UV /Vis-Spektralphotometers tiberpriift. Zur Messung wurde
die Probe in den in Ram11 vorgestellten Temperierkreislauf gepumpt. Vormessungen
haben gezeigt, dass das thermische-Linsen-Artefakt in einer Kiivette mit d = 100 pm
deutlich geringer ausfillt, als in einer Kivette mit d = 200 pm [Kuel3], weswegen
auch die diinnere Kiivette fiir die Entfaltungsmessung verwendet wurde. Wéhrend der
Messung wurde die Probe in der Vorratskiivette stindig mit UV-Licht (A &~ 365 nm)
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6.3. Entfaltung des ATZ

bestrahlt, um eine durch die Anregungsimpulse hervorgerufene Anreicherung des
trans-Isomers zu vermeiden. Zur Temperaturbestimmung der Probe hat es sich als
ausreichend herausgestellt, einen Temperaturfithler im Metallrahmen der Kiivette zu
verwenden, der mithilfe eines warmeleitenden Silikonklebers in eine Bohrung nah an
die CaFs-Fenster geklebt wurde. Als Umpumpgeschwindigkeit wurden 30 rpm einge-
stellt. Bei dieser Pumpgeschwindigkeit wurde die Temperaturmessung mithilfe des
temperaturabhéngigen Bandenschiebens der Methanolbanden im FTIR-Spektrometer
geeicht.

Die Verzogerungszeiten wurden so gewahlt, dass zwischen —5ns und 10 ns 15 Punkte
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Abbildung 6.4.: Azobenzolreferenzierung zur Kompensation des thermischen Linsen-
Artefaktes:

Die Abbildungen zeigen die Zeitverldufe der Rohdaten des ATZ (ocker), des Azobenzols (violett) und
die Differenz aus ATZ und Azobenzolverlaufen (schwarz) bei einer Temperatur von 4°C bei 1650 cm ™"
und 1624 cm~". Man erkennt, dass die Artefakte in den ATZ-Zeitverlaufen gut durch die Subtraktion
der Azobenzolzeitverladufe korrigiert werden.

mit festem Abstand und von 11 ns-95000ns insgesamt 100 Punkte mit exponentiell
wachsendem Abstand gemessen wurden. Das ergibt 25 Messpunkte pro Dekade. Die
Messungen wurden jeweils gestartet, nachdem die Luftfeuchtigkeit in der Proben-
kammer so gering war, dass die Wasserabsorption des MIR vernachléssigbar ist. Das
entspricht etwa einem Taupunkt von -40°C. Am Thermostat des Temperierkreis-
laufes (Huber, ministat 3cc) wurden die Temperaturen so eingestellt, dass an der
Kivette jeweils etwa 4 °C, 10 °C und 22 °C vorherrschten.

6.3.2. Artefakte in den ATZ-Daten und Korrektur durch
Azobenzolreferenzierung

Bei der Messung traten Artefakte im Messsignal zwischen 100 ns und 10 ps auf. Sie
lassen sich wiefolgt erkléren:
Durch die Absorption des Anregungsimpulses heizt sich die Probe auf und es kommt
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zu einem Dichtegradienten in der Kiivette, der eine Schockwelle induziert. Dadurch
andert sich zeitabhingig das Dichteprofil der Probe und es kommt zu einer Brechung
am angeregten Volumen in der Kiivette, wodurch die MIR-Impulse leicht abgelenkt
werden und die Detektorelemente nicht mehr optimal treffen. Dadurch misst man
kleine Signaldnderungen. Diese Artefakte sollen durch eine Referenzierung mit Azo-
benzol korrigiert werden. Dieses Vorgehen wird nun geschildert. Zu jeder Temperatur
wurde nach der Probenmessung eine Azobenzollésung mit derselben optischen Dichte
bei der Anregungswellenléinge vermessen. Das Azobenzol absorbiert genauso viel
Anregungslicht wie das ATZ, zeigt aber auf der Nanosekundenzeitskala keinerlei
molekulare Dynamiken. Damit sind alle Anderungen, die man misst, auf thermische
Effekte zurtickzufithren und kénnen von den ATZ-Daten abgezogen werden. Da diese
Artefakte von der Justage der Anlage abhangen, darf diese zwischen der ATZ- und
der Azobenzolmessung keinesfalls verdndert werden.

Das Vorgehen und die Ergebnisse dieser Referenzierungsmethode veranschaulicht
Abbildung 6.4. Die Artefakte in den ATZ-Zeitverlaufen (gelb) sind nach Subtraktion
der Azobenzoldaten (violett) kaum mehr sichtbar (schwarz).

Alle in diesem Kapitel gezeigten Daten sind azobenzolkorrigiert.

6.3.3. Zeitaufgeloste Absorptionsanderungen im IR

Abbildung 6.5 zeigt die Zeitverldufe der Entfaltung bei 1642 cm™! 22°C und 4°C.
Man erkennt, dass die Entfaltung mehrere Prozesse zeigt. Am Zeitnullpunkt kommt
es bereits zu einer Anderung des Signals, was zu den von T. Schrader gemessenen
Daten passt. Danach folgt eine weitere Dynamik mit geringer Amplitude im Bereich
einiger hundert Nanosekunden. Die grofite Amplitude entféllt auf einen Prozess, der
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6.3. Entfaltung des ATZ

mit wenigen Mikrosekunden ablauft. Zum Ende des beobachteten Zeitbereichs folgt
eine weitere Dynamik mit geringer Amplitude. Dieses Verhalten zeigt sich bei allen
gemessenen Temperaturen. Dabei zeigt sich eine ausgepréigte Temperaturabhangig-
keit der letzten beiden Dynamiken. Bei der letzten Dynamik findet man fiir die
Messdaten bei 22° C ein Abflachen der Datenpunkte, wohingegen bei der Messung
bei 4°C am Ende des Messbereiches noch kein Ende der letzten Dynamik erkennbar
ist.

Einen tieferen Einblick in die stattfindenden Prozesse gewéhren die transienten Spek-
tren (s. Abbildung 6.6). Es treten bei den beiden Temperaturen keine grundlegenden,

ATZ Entfaltung 4° C ATZ Entfaltung 22°C

Delay time / ns
Delay time / ns

AA /mOD
AA / mOD

~——1000 ns
~——2000 ns
~——5000 ns
——20000 ns
——90000 ns

0,6 —— T T T T T T T T T T T T T T T
1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720 1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720

Wavenumber / cm™ Wavenumber / cm™

Abbildung 6.6.: Absorptionsianderungen als Funktion von Verzégerungszeit und Wellenlénge (oben)
und transiente Spektren (unten) der Entfaltung des ATZ fiir 4° C (links) und 22° C (rechts)

spektralen Unterschiede auf, lediglich die Zeiten der Dynamiken sind unterschiedlich.
Man sieht schon bei den ersten transienten Spektren (3 ns) die beiden Azobenzolban-
den bei 1583 cm™! und 1600 cm™! ausbleichen, wie man es bei der Isomerisierung
nach trans erwartet. Anschliefend zeigt sich hauptséichlich das Ausbleichen um
1640 cm~! und ein Absorptionsanstieg bei 1660 cm ™!, was sich auf ein Brechen der H-
Briicken zwischen den Peptidstrangen zugunsten von Losungsmittel-Amid-H-Briicken
zuriickfithren lasst. Dabei beobachtet man von kurzen zu langen Zeiten eine Blau-
verschiebung des Nulldurchgangs der Absorptionsdnderung. Nur die transienten
Spektren zum Ende der Messung zeigen ein leichtes Zuriickschieben ins Rote. Um
die auftretenden Dynamiken und deren spektrales Verhalten genauer verstehen und
molekularen Prozessen zuordnen zu konnen, wurden fiir die Datensétze globale,
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6. Die Entfaltung des ATZ von Nano- bis Mikrosekunden

multi-exponentielle Anpassungen vorgenommen. Die Gleichung fiir die Anpassung
der zeit- und wellenldngenabhéngigen Absorptionsanderung AA(\, t) lautet:
N t
AAN ) = AN + D A(N) e 7 (6.1)

i=1
Man wahlt die Anzahl N der exponentiellen Zerfallsprozesse mit den Zeitkonstanten
7; so klein wie moglich und so grofl wie nétig. Die decay associated difference spectra

(DADS) A;(X) zeigen, welche spektrale Verteilung der Zerfall mit der Zeitkonstante 7;
aufweist. Gleichung 6.1 gibt an, dass eine positive Amplitude A;(\) einer Abnahme

AA / mOD
AA/ mOD

At

1640 1645 1650 1655 1660

1640 1645 1650 1655 1660

: . \ . : . . :
1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720 1740 15‘80 16I00 16‘20 16‘40 16‘60 16‘30 17‘00 17‘20 1740
Wavenumber / cm™ Wavenumber / cm™

Abbildung 6.7.: Vergleich der Unendlich-Spektren mit den cw-Spektren:

Fir die Messung bei 22° C (links) sind die Spektren im Rahmen der Messgenauigkeit identisch.

Bei den Messungen bei 4°C (rechts) ist das Unendlich-Spektrum leicht zu kleineren Wellenzahlen
verschoben (Av ~ 1 cm™'), stimmt sonst aber sehr gut mit dem cw-Spektrum iiberein. Die Inlays
zeigen den Bereich von 1640 cm~" bis 1660 cm~" vergroBert.

der Absorption mit Zeitkonstante 7; entspricht. Betrachtet man den Limes ¢ — oo,
erschlieBt sich die Bedeutung von A, da alle Beitriage der Summe Null werden und
es bleibt AA(A, t = 00) = A(N). Somit fasst A, (\) alle Beitrdge zusammen, deren
Zerfallszeit deutlich grofer ist als die maximale Verzogerungszeit 7p maq-

Im Fall des ATZ sollte dieses Spektrum (im Folgenden: Unendlich-Spektrum)
dem FTIR-Schaltspektrum gleichen, falls das Zeitfenster der Messung alle Prozes-
se der Entfaltung erfasst. Diesen Vergleich zeigt Abbildung 6.7. Man sieht, dass
cw-Spektrum und Unendlich-Spektrum bei 22° C nahezu identisch sind. Es werden
nach dem Messfenster von 95 s keine Absorptionsénderungen mehr erwartet. Fiir
die Messung bei 4° C ist das Unendlich-Spektrum gegeniiber dem cw-Spektrum um
etwa 1 cm™! blauverschoben. Das ist auf den Temperaturunterschied zuriickzufiihren.
Messungen von Deeg et al. [Deel4] zeigen, dass man fiir einen Temperaturunterschied
von 4 °C eine Frequenzverschiebung des Nulldurchgangs der Absorptionsénderung
von 0,7 cm~! erwartet. Somit kann man davon ausgehen, dass es auch fiir 4 °C keine
weiteren Dynamiken nach 95 ps gibt.

Fiir die Anpassung der Daten sind jeweils 3 Zerfallszeiten notig. Die langste Dynamik
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6.3. Entfaltung des ATZ

U [°C] | 71 [ns] | 72 [ns] | 73 [ns]
4 15 6,0 90 420
10 20 4.6 40 +=15
22 24 | 1.9 17

Tabelle 6.2.: Zeitkonstanten aus globaler Anpassung der Entfaltungsdaten bei verschiedenen
Temperaturen:

Die Zeitkonstanten fiir 73 konnten nur bei der Messung bei 23 °C durch eine freie Anpassung bestimmt
werden. Fiir die anderen Temperaturen wurden die Zeitkonstanten festgehalten. Fiir diese Zeiten sind
auch Fehlerbereiche angegeben.

kann nur fiir die Messung bei 22° C als freier Parameter angepasst werden, bei den
tieferen Temperaturen ist die langste Zeitkonstante so grof3, dass eine freie Anpassung
nicht mehr konvergiert. Fiir diese Falle wird die Zeitkonstante ,,von Hand“ variiert
und der Wert mit dem kleinsten y? gewihlt. Diese Bestimmung ist sehr unsicher,
weshalb die Fehlerbereiche entsprechend grof sind. Fiir die Bestimmung der Fehler
wurden Zeitkonstanten im Abstand von jeweils 5ps in beide Richtungen der Zeitkon-
stanten mit kleinstem x? gewahlt und diejenigen als Fehlergrenzen festgesetzt, bei
denen die Anpassungsgerade erkennbare Abweichungen von den Zeitverldufen auftra-
ten. Einen Vergleich der Spektren zu Beginn der Langzeitmessung (3 ns) und des

0.2 Abbildung 6.8: Vergleich der tran-

sienten Spektren der Entfaltung
des ATZ zu Beginn der Langzeit-
messung und am Ende der Kurz-
zeitmessung (3 ns) von T. Schra-
0.0 7N e der:
W Das transiente Spektrum von T.
Schrader bei 3,1 ns wurde 3-fach ver-
-0,1- groBert. Es ist zeigt groBe Ahnlichkeit
mit dem berechneten Spektrum di-
rekt nach der Anregung der Langzeit-
messung. Die Azobenzolbanden treten
beim transienten Spektrum am Ende

der Kurzzeitmessung weniger deutlich
Wavenumber / cm™ hervor.

0,14

Absorbance Change / mOD

ns-Messung 3 ns
0,2 ——T. Schrader 3,1 ns 3x

— 1 T 1 - T 1 T T T 1T
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letzten, transienten Spektrums der Kurzzeitmessung bei 3,1 ns von T. Schrader zeigt
(s. Abbildung 6.8). Die Spektren sind beziiglich der Amid-I-Bande im Rahmen der
Messgenauigkeit identisch. Es zeigen sich lediglich im Bereich der Azobenzolbanden
Unterschiede. Beim transienten Spektrum der Kurzzeitmessung sind sie deutlich we-
niger ausgepragt, da man mit 400 nm eine im Vergleich zur Anregung mit 430 nm bei
der Langzeitmessung kleinere Quantenausbeute der cis — trans-Reaktion erreicht (s.
Kapitel 4). Der Vergleich der transienten Spektren zeigt, dass die Messungen zeitlich
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6. Die Entfaltung des ATZ von Nano- bis Mikrosekunden

iiberlappen und man keine Prozesse durch die Zeitauflosung der Nanosekundenanlage
verliert.

Abbildung 6.9 zeigt die DADS zu 71 und 75, sowie die berechneten transienten
Spektren direkt nach der Anregung. Man sieht in den DADS deutliche Anderungen
im Bereich der Amid-I Bande bei jedem Zerfallsprozess. Die Prozesse 7 und 7, zeigen
ein Ausbleichen um 1640 cm ™! (Auflosen der H-Briicken zwischen den Peptidstréingen)
und eine Zunahme der Absorption um 1660 cm™! (Bildung von Wasserstoffbriicken
zum Losungsmittel). Wie die transienten Spektren (Abbildung 6.6) zeigen, kommt es
zu einer Blauverschiebung der DADS von schnellen zu langsamen Dynamiken. Wie
erwartet sind die Azobenzolbanden bei 1583 cm ™! und 1600 cm ™! bereits unmittelbar
nach der Anregung ausgeprigt und zeigen im weiteren Verlauf keinerlei Dynamik.
Die Hélfte der gesamten Absorptionsianderung ist nach 71 erreicht. Der verbleibende
Teil der Absorptionsédnderungen lauft zum Grofiteil mit 75 ab. Die Amplitude von 73
ist sehr klein. Vergleicht man die Temperaturen miteinander, so fallt auf, dass die
Spektren direkt nach der Anregung und das DADS zu 71 bei der 4 °C-Messung zur
Messung bei 22° C um einige Wellenzahlen rotverschoben sind. Dies kénnte ein Indiz
fiir eine starkere Wasserstoffverbriickung bei tieferen Temperaturen sein.

Die DADS der spéten Mikrosekundendynamik (73) zeigt Abbildung 6.10. Bei 22°C
fallt zunéchst ein starker Anstieg der Absorption um 1653 cm™! auf, der von zwei Ab-
sorptionsriickgingen um 1631 cm~! und 1689 cm~! flankiert wird. Weiterhin erkennt
man ein Ausbleichen bei 1711 cm™!. Bei 4° C liegt das Maximum der Absorptionszu-
nahme bei 1647 cm~!. Die Flanke bei 1689 cm™! zeigt ein deutlicheres Ausbleichen
als bei 22° C. Es fehlt jedoch die Ausbleichsbande bei 1631 cm™!. Die Zeitkonstan-
ten sind denen der Faltung des ATZ sehr &hnlich [Deel4]. Die Amplituden beider
Spektren sind gering, es finden sich keine Indizien fiir eine Anderung von Wasser-
stoftbriicken. Wie Abbildung 6.7 zeigt, sind diese Absorptionsdnderungen notig, um
das cw-Differenzspektrum zu erreichen.

Um einen Einblick in die Energielandschaft der Entfaltung zu gewinnen, wird
das Arrheniusverhalten der Dynamiken zu 75 und zu 73 untersucht. Aufgrund der
Einfliisse der thermischen Linse und der geringen Signalamplitude wurde die Nanose-
kundendynamik aufler Acht gelassen. Fiir eine thermisch aktivierte Reaktion geht
man davon aus, dass die Temperaturabhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit, d.h.
der Lebensdauer der einzelnen Zustdnde, der Arrhenius-Gleichung gehorcht:

T =1y eRT (6.2)

Logarithmiert man diese Gleichung, so erhalt man

1 AH
InT = T R + In 7. (6.3)

Im Arrhenius-Plot tragt man die Logarithmen der Lebensdauern gegen den Kehr-
wert der Temperatur in Kelvin auf. Es ergibt sich eine Gerade mit der Steigung
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Abbildung 6.9.: DADS und berechnete Spektren direkt nach der Anregung: Das Spektrum unmit-
telbar nach der Anregung (oben) lésst sich als Summe aller DADS berechnen. Wie im FlieBtext erlautert
wurde, sind die negativen DADS gezeigt, damit sie direkt die Absorptionsdnderungen widerspiegeln. Die
DADS in der Mitte und unten zeigen die Prozesse mit den Zeitkonstanten 74 und 7o.
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0.2 1 —— -DADS 17us, 22°C
—— -DADS 90pus, 4°C

Abbildung 6.10: Inverse
0,14 DADS der Mikrose-
kundendynamiken: Die
schwarze Kurve zeigt das
Spektrum zur Zeitkon-
stanten 17 ps, deren Wert
aus der freien Anpassung
der Messung bei 22°C
bestimmt wurde. Bei der
blauen Kurve fir 4°C
wurden 90ps als feste
Zeitkonstante vorgegeben
01 +~—7—F"FF+71T—71T7 und nur das Spektrum
1560 1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720 1740 durch die Anpassung

Wavenumber / cm™ bestimmt.

AA / mOD

m = AH/R. AH ist dabei die Energiebarriere, die iiberwunden werden muss. Der
Achsenabschnitt ist In 7. Die Zeit 79 entspricht der Lebensdauer des Zustandes fiir
den Grenzwert unendlich hoher Temperaturen oder einer verschwindenden Energie-
barriere. Man kann damit = als die Frequenz interpretieren, mit der das System
gegen die Barriere anlauft. Der Arrhenius-Plot fiir die beiden Mikrosekundendy-
namiken ist in Abbildung 6.11 gezeigt. Die verwendeten Werte fiir Lebensdauern
und Temperaturen sind in Tabelle 6.2 zusammengestellt. Die dort aufgefithrten
Zeitkonstanten sind aus den gemittelten Daten aller Messungen entstanden. Aus

Int/us

Abbildung 6.11:  Arrhenius-Plot
der Mikrosekundendynamiken der

L] AT Z-Entfaltung: Eine lineare Anpas-

" T T sung der Daten liefert Steigungswerte

0,0034 0,0035 0,0036 von 5200K fiir 7 (Quadrate) und
1UTIK™ 8200 K fiir 75 (Kreise).

80



6.3. Entfaltung des ATZ

den Steigungen lassen sich die Energiebarrieren im Arrhenius-Bild fiir die beiden
Mikrosekundenprozesse zu (43,2 £ 10) =L fiir den ersten Prozess und (68,1 & 20) =L
berechnen. Die Fehler sind aus den sich ergebenden Steigungen fiir die Minimal- bzw.
Maximalwerte der Zeitkonstanten abgeschétzt worden. Die Energiebarrieren liegen in
ahnlichen Bereichen wie die der Faltung. Auch wenn grofle Unsicherheiten vorliegen
kann man feststellen, dass es fiir beide Prozesse signifikante Energiebarrieren geben
muss und dass der Prozess 73 eine hohere Energiebarriere aufweist als 7.
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6. Die Entfaltung des ATZ von Nano- bis Mikrosekunden

6.4. Modelle der Entfaltung des ATZ

Am Startpunkt der Entfaltung liegt das ATZ als cis-Konformer vor. Wie Deeg et al.
[Deeld] gezeigt haben, gibt es fiir die cis-Konformation des AMPP zwei Peptidstruk-
turen: das thermisch ungefaltete cis-ATZ (cis,) und das als 5-Haarnadel vorliegende
cis-ATZ (cisy). Diese beiden Strukturen stehen miteinander im thermischen Gleich-
gewicht und sind durch eine Energiebarriere getrennt (s. Abbildung 6.12, oben).
Die Besetzung der beiden Zustinde hiangt von der Temperatur ab. Bei niedrigen
Temperaturen liegt hauptsachlich cisy vor, bei hohen Temperaturen wachst der
Anteil von cis,. Das cis, weist wenige Wasserstoffbriicken auf, das cis; zeigt einen

AH . AH

cis, ' cis, '
CIS¢ : CIS¢
S ns /us
not seen in IR

EEDC?DIC:]D::D

Abbildung 6.12.: Modelle der ATZ-Entfaltung:

Modell 1 (links) erklart das Vorkommen mehrerer Zeitskalen durch das thermische Ensemble im cis-
Isomer.

Modell 2 (rechts) ist sequentiell, d.h. es gibt, nacheinander ablaufende Prozesse auf verschiedenen

Zeitskalen.

hohen Grad an Wasserstoffverbriickung.
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Nach der Induzierung der Entfaltung durch Photoisomerisierung des AMPP nach
trans konnen beide dieser Strukturen Absorptionsdnderungen im Mittelinfraroten
liefern. Das cis, weist kaum stabilisierende Wechselwirkungen auf. Man erwartet
nur geringe, raumliche Umordnungen beim Ubergang cis, — trans, weshalb dieser
Prozess schnell ablaufen sollte.

Das cisy muss aufgrund der stabilisierenden Wechselwirkungen eine grofie Energie-
barriere tiberwinden. Es sind grofie Konformationsanderungen notig, um die entfaltete
trans-Struktur zu erreichen. Deshalb ist davon auszugehen, dass die fiir diesen Prozess
gemessenen Zeiten deutlich linger sind, als diejenigen fiir das cis,. Der Ubergang
cisy — trans sollte massive Absorptionsinderungen im IR zeigen. Es gibt daher zwei
denkbare Szenarien.

Modell 1: Die Absorptionsinderungen fiir den Ubergang cis, — trans sind klein
aber messbar. Man sieht bei den IR-Messungen deshalb beide Prozesse. Im
Rahmen dieses Szenarios lassen sich die gemessenen Dynamiken im Bereich der
Wasserstoftbriicken (ps, 7 und 72) folgendermafien zuordnen (s. Abbildung 6.12,
links):

cis, — trans: ps, Ty
cisy — trans: T

Modell 2: Die Absorptionséinderungen fiir den Ubergang cis, — trans sind so
klein, dass sie in den IR-Messungen nicht auflésbar sind. Damit miissen alle
beobachteten Prozesse vom Ubergang cisy — trans stammen, was bedeutet,
dass sich das cis; sequentiell entfaltet (s. Abbildung 6.12, rechts).

Es soll nun gepriift werden, inwiefern sich ein Modell anhand der gemessenen Daten
ausschlieffen lasst. Da das Verhéaltnis der Besetzungswahrscheinlichkeit der beiden
Ausgangszustande cis, und cisy temperaturabhangig ist, muss fiir Modell 1 auch das
Verhéltnis der Amplituden von (ps, 71) zu 7o temperaturabhéangig sein. Fir niedrige
Temperaturen sollte vergleichsweise mehr Amplitude auf 7 entfallen als bei hohen
Temperaturen, da sie von cisy herrithrt, das bei niedrigen Temperaturen stark besetzt
ist.

Dazu werden nun die Besetzungsverhaltnisse von cis, und cisy bei 22°C und bei
4°C aus der CD-Schmelzkurve (s. Abbildung 6.13) abgeschétzt. Die Datenpunkte
werden mit einem Boltzmann-Fit angepasst (s. Gleichung 6.4).

A — A
y(T) = Ay + L2 (6.4)
1+ e a7

T,, bezeichnet man als Schmelztemperatur, bei der genau die Hélfte des ATZ gefaltet
vorliegt. dT ist ein MaB fiir die Breite des Ubergangs. Fiir T — 400 findet man
y(T — +o00) = Ay, was dem CD-Signal fiir 100% entfaltetes ATZ entspricht. Fiir
T — —oo findet man y(T' — —oc0) = Aj, was einem CD-Signal fiir 100% gefaltetes
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6. Die Entfaltung des ATZ von Nano- bis Mikrosekunden
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Abbildung 6.13.: CD-Schmelzkurve des ATZ in Methanol: Gezeigt ist das temperaturabhangige
CD-Signal des cis-ATZ bei 228 nm mit Boltzmann-Anpassung (rot, s. Gleichung 6.4), die folgende
Parameter liefert: Ay = 91000 mdeg cm? dmol~1, A, = —1000 mdeg cm?® dmol~1, T,,, = —4,4°C,
dT =22,5°C. Messung von Deeg et al. [Deel4].

ATZ entspricht. Die Maximalamplitude zwischen diesen beiden extremalen Werten
ist damit AvYmee = A1 — Ay = 92000mdeg cm? dmol~1. Fiir das Verhaltnis von
gefaltetem zu ungefaltetem ATZ %—i gilt dann bei einer Temperatur T}:

_ YT
Tk Aymax - y(Tx)

Mit y(T = 22°C) = 20000mdeg cm? dmol~1 und y(T" = 4°C) = 36 000 mdeg
cm? dmol ™1 ergeben sich die Besetzungsverhéltnisse von n(T = 22°C) = 0,28 und
n(T = 4°C) = 0,64. Diese Besetzungsverhéltnisse mussen im Fall von Modell 1
folgendermafien mit den Amplitudenverhéltnissen der IR-Messung zusammenhéngen:

= Ny Acis, Ar,

Nu Ty Acisu Ty Aafterﬁ

Dabei ist A,, die Amplitude des DADS zu 75. Aafierr, ist die Amplitude des tran-
sienten Spektrums nach Beendigung des Prozesses zu 71. Dieses Spektrum wurde
durch Addition der DADS A, A,, und A,, berechnet. Fir den Quotienten der
Besetzungsverhéltnisse und demjenigen der Amplitudenverhéltnisse bei 4 °C und
22°C muss

N
n(T,) = Ff

(6.5)

n(T) (6.6)

Tx

— A4° 4°C o 4°C °
n(T'=4°C) | fjigj/ ARC A27'22°C Aatior g (6.7)
- A 22°C - A 22°C .
n(t - 22 OC) after 71 Aafter T 2 Aafter T

gelten. Zur Abschiatzung der Amplitudenverhéltnisse wird fiir cis, die Amplitude der
Absorptionsanderung nach 7; und fiir cisy die Amplitude des DADS zu 7 verwendet
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6.4. Modelle der Entfaltung des ATZ

(s. Abbildung 6.14). Dabei wird als Ma8 fiir die Anderung jeweils der Abstand von
Maximum zu Minimum betrachtet. Damit kann man den zum Vergleich mit den

—— AAaftert,, 22°C
—— AAaftert,, 4°C

04+ -DADS 7,,22° C

02 ——-DADST, 4°C

0,24 /\/\
50,0

0,0

Amplitude / a.u.
Amplitude / a.u

-0,2
-0,24

04 -0,4

T T T T T
7 T T T T 1560 1600 1640 1680 1720
1560 1600 1640 1680 1720 ;
Wavenumber / cm’
Wavenumber / cm™

Abbildung 6.14.: Amplituden der Absorptionsanderung nach 7y (links) und der DADS zu 7»
(rechts) bei 4°C und 22°C:

Fur die einzelnen Kurven betragen die als MaB verwendeten Abstdnde von Maximum zu Minimum:
AALS, 1059, AAZZC - 0,64, AASC: 0,48, AAZ2°C: 0,48,

after 1 - after 1 -

thermischen Besetzungswahrscheinlichkeiten benotigten Amplitudenquotienten aus
Gleichung 6.7 berechnen:

A4°C acc 0,64 n(T =4°C)
2 after 7 __ 0,48 , _ _ U _
a5 Afc = ow/agt = 1,087 2,20 = 0,28  n(T =22°C) (68)

Die Amplitudenverhéltnisse dndern sich mit der Temperatur kaum, obwohl die Ande-
rung der Besetzungswahrscheinlichkeit von 22 °C nach 4 °C eine Amplitudenerhéhung
um einen Faktor 2,3 zugunsten der cis; Uberginge mit 7, vorhersagen.

Aufgrund dieses Widerspruches muss Modell 1 falsch sein. Die Entfaltung des ATZ
ist somit durch das sequentielle Modell 2 (a. Abbildung 6.12, rechts) passender zu
beschreiben. Es soll nun eine molekulare Interpretation im Rahmen dieses Modelles
fiir die Entfaltung des ATZ gegeben werden.

Molekulare Interpretation der sequentiellen Entfaltung des ATZ

Zunéchst werden die frithen Dynamiken bis in den Bereich weniger Mikrosekunden
betrachtet (ps, 71 und 73). Aufgrund des Bandenschiebens von etwa 1640 cm ™! zu
etwa 1660 cm ™! sind diese Prozesse auf ein Brechen von Wasserstoffbriicken zwischen
den Peptidstrangen zuriickzufithren [Sch07].

Wiéhrend der Entfaltung beobachtet man eine spektrale Verschiebung des Null-
durchgangs der transienten Spektren (s. Abbildung 6.15). Es zeigt sich zunéchst ein
monotoner Anstieg der Wellenzahl des Nulldurchgangs bis 7p > 2 s, d.h. die Blau-

verschiebung ist erst nach 7 beendet. Spéter (wihrend des Prozesses zu 73) féllt die
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Wellenzahl wieder ab. Es kommt somit bis nach 75 zu einer mit der Verzégerungszeit
zunehmenden Blauverschiebung im Bereich der fiir Wasserstoffbriickendnderungen
charakteristischen Absorptionsdnderungen. Aus der Literatur ist bekannt, dass die
spektrale Position der Amid-I-Bande in guter Naherung indirekt proportional mit
der Starke der beteiligten Interstrang-Wasserstoffbriicken skaliert [Bar07]. Das bedeu-
tet, dass bis zum Prozess 13 zuerst starke Wasserstoftbriicken aufgebrochen werden
und im weiteren Verlauf der Entfaltung des ATZ schwéachere Wasserstoffbriicken
aufbrechen. Die Studien von Hauser et al. [Hau08] haben gezeigt, dass im Bereich
der Schleife des TrpZip2 starkere Wasserstoftbriicken vorliegen, als im Bereich der
Termini. Damit liegt nahe, dass es bei der Entfaltung des ATZ zu einem unzipping
der Wasserstoffbriicken vom AMPP zu den Termini auf einer Zeitskala von mehreren
hundert Pikosekunden bis etwa zehn Mikrosekunden kommt.

Fiir 73 gestaltet sich eine Interpretation schwieriger. In Abbildung 6.15 zeigt sich ein
deutliches Zuriickschieben des Nulldurchgangs der transienten Spektren.
Abbildung 6.16 zeigt das DADS fiir 73. Rot markiert sind Bereiche, die man bei
ungeordneten Peptidstrukturen erwartet und blau markiert ist die Doppelbande
bei S-Motiven. Diese Bereiche gelten fiir Proteine in Pufferlésung. Entsprechende
Angaben fiir Peptide in Methanol sind nicht bekannt. Theoretische Studien lassen
ein Schieben der Amid-I Bande von Wasser zu Methanol von nur Av = +8cm™!
vermuten [Pas08]. Damit stimmen die Bandenpositionen des DADS zu 73 gut mit
den flir S-Strukturen erwarteten Positionen tiberein. Diese Doppelbande kommt wie
in Abschnitt 3.1 erwihnt durch die Kopplung der Ubergangsdipolmomente der CO-
Bindungen benachbarter S-Strénge (s. Abbildung 3.2) zustande [Bar07]. Eine mogli-
che Interpretation fiir den Prozess zu 73 ist somit ein Auflésen der S-Strukturmotive
zugunsten einer ungeordneten Struktur. Gestiitzt wird diese Interpretation auch
durch die Tatsache, dass die Zeitkonstanten fiir diese Dynamik denen der Faltung
sehr ahnlich sind.
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0.2 —— -DADS 17ps, 22 °C
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Abbildung 6.16: Inverses DADS
zu 17ps bei Raumtemperatur:
Markiert sind die nach BarQ7 bestimm-
04— : : : : : : ten Bereiche fiir ungeordnete Pep-

T T T T T T N T T T 1 .
1560 1580 1600 1620 1640 1660 1680 1700 1720 1740 tidstrukturen (rot) und B-Faltblatt-

Wavenumber / cm”' Motive (blau), vgl. Tabelle 3.1.

Nach dieser Vorstellung waren vor dem Prozess zu 73 auf molekularer Ebene die
Peptidstrange bereits so weit voneinander entfernt, dass die Wasserstoftbriicken
nicht mehr ausgepragt sind. Trotzdem liegen die Strange noch p-faltblattartig an-
tiparallel beieinander und werden durch die immer noch bestehenden Trp-Trp-
Wechselwirkungen stabilisiert. Erst nach dem Auflésen des hydrophoben Kerns
bewegen sich die Strange ganz auseinander und verlieren so die fiir die typischen (-
faltblattartigen Infrarotbanden nétige Dipolkopplung. Die Trp-Fluoreszenzmessungen
haben die These untermauert, dass bei der Faltung der ratenlimitierende Schritt die
korrekte Packung der Tryptophane ist. Damit liegt nahe, dass auch die hydrophoben
Wechselwirkungen bei der Entfaltung zu Dynamiken im selben Zeitbereich fithren
wie bei der Faltung.

Das aus obigen Interpretationen folgende Modell fiir die Entfaltung des ATZ fasst

<ns 30 ns

Abbildung 6.17.: Modell der Entfaltung des ATZ, Zeitkonstanten fiir Raumtemperatur:

Nach der Photoisomerisation des Azobenzolschalters brechen zunachst die Wasserstoffbriicken von der
Schleifenregion (rot) bis zu den Termini (blau). Die Farbwahl spiegelt die oben beschriebene Bandenlage
in den transienten Spektren wider. Erst nachdem sich die Tryptophanpaare (violette Ovale) getrennt
haben, kann sich das ATZ ganz entfalten.
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6. Die Entfaltung des ATZ von Nano- bis Mikrosekunden

Abbildung 6.17 zusammen. Nach der Photoisomerisation kommt es innerhalb einiger
hundert Pikosekunden zu einem Aufbrechen der ersten Wasserstoffbriickenbindun-
gen nahe am Azobenzolschalter. Die weiteren Wasserstoftbriicken brechen dann mit
Zeitkonstanten von 30ns und 2 ps auf. Die nun vorliegende Struktur weist keine
Wasserstoftbriicken mehr auf, die auf dem Weg zum komplett entfalteten Zustand
noch gebrochen werden miissten, ist aber durch die hydrophoben Wechselwirkungen
stabilisiert, sodass die Peptidstrange noch antiparallel zueinander liegen. Erst nach-
dem sich der hydrophobe Kern aufgelost hat, konnen sich die Peptidstringe ganz
voneinander l6sen und das ATZ ist vollstandig entfaltet.

Dieses Bild ist mit der in Abschnitt 3.3 behandelten Entfaltung des TrpZip2 konsis-
tent: Auch im TrpZip2 kommt es zunachst zu einem unzipping der Wasserstoffbriicken.
Der hydrophobe Kern besteht bis zum Schluss der Entfaltung [Yan04, Nym09]. Dieser
hydrophobe Kern stabilisiert die S-Haarnadel-Struktur auch nachdem die ersten
Wasserstoftbriicken bereits aufgebrochen sind [Hau08].
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7. Der komplette Zyklus der lichtinduzierten
Strukturanderungen des ATZ

Dieses Kapitel fiithrt die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse mit den bisher
publizierten Daten anhand des gesamten Zyklus des ATZ zusammen. Eine mit allen
Daten konsistente Darstellung der molekularen Prozesse zeigt Abbildung 7.1. Beginnt
man im cis-Konformer und induziert die Entfaltungsreaktion durch Belichtung des
Azobenzols mit Licht bei 430 nm, so isomerisiert das Azobenzol innerhalb weniger
Pikosekunden vollstdndig. Nachdem die von Schrader et al. [Sch11] beschriebenen

@
<1ns Q C )
30ns

355nm

17ps
100 ns

Abbildung 7.1.: Zyklus des ATZ: Faltung und Entfaltung

9ps

Folding

ersten molekularen Umlagerungsprozesse der Wasserstoffbriicken in der Nahe des
Azobenzolschalters mit etwa 630 ps (1) abgelaufen sind, setzt sich das Offnen der
weiteren H-Briicken vom zentralen Teil der Haarnadel (2) zu deren Enden (3) bis
zu einigen Mikrosekunden fort. Die hydrophoben Wechselwirkungen bestehen zu
diesem Zeitpunkt noch und bewahren eine antiparallele Ordnung der Peptidstréange.
Erst mit dem Auflésen des hydrophoben Kerns mit dem 17 ps Prozess geht diese
Anordnung verloren (4) und die Entfaltung des ATZ ist abgeschlossen.

Belichtet man nun das trans-Konformer mit Licht der Wellenldnge von 355 nm, um
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7. Der komplette Zyklus der lichtinduzierten Strukturdnderungen des ATZ

die Faltung auszuldsen, so findet ein ultraschneller Ubergang des AMPP in das
cis-Konformer statt. Das ATZ erreicht damit die thermisch entfaltete cis-Struktur.
Bei diesem Prozess gibt es geringe Anderungen der Wasserstoffbriicken (5). Der
Grofiteil der Wasserstoftbriicken bildet sich jedoch erst mit der nativen Packung der
Tryptophane aus, was die Kombination der zeitaufgelosten Fluoreszenzmessungen
mit den TR-Messungen nahelegt (6). Man sieht deshalb nur eine Hauptdynamik mit

AG

Unfolding

Folding

\/

reaction coordinate

Abbildung 7.2.: Energielandschaft der Faltung und Entfaltung des ATZ, Nummerierung der Prozesse
analog zu Abbildung 7.1

grofler Amplitude (17 ps).

Eine mogliche Erklarung fiir das mono-exponentielle Verhalten bei der Faltung ist,
dass die Dynamiken des Riickgrates im Vergleich zu denen der hydrophoben Wech-
selwirkungen eine Groéflenordnung schneller sind, was die Entfaltungsmessung zeigt.
Selbst wenn diese schnellen Prozesse nach dem Ausbilden der hydrophoben Wech-
selwirkungen folgen, wiirde man nur die Zeitskala des ratenlimitierenden Schrittes
sehen — namlich die 17ps. Man hat keine Moglichkeit, die mit Bildung der Wasser-
stoftbriicken assoziierten Dynamiken direkt aufzulosen. Bei der Entfaltung finden
diese schnellen Prozesse der Wasserstoftbriicken jedoch vor der langsam Dynamik
des hydrophoben Kerns statt und sind so auflosbar.

Einen Vorschlag fiir die Energielandschaft der Entfaltung und Faltung des ATZ zeigt
Abbildung 7.2. Die Energielandschaft der Faltung wurde von Deeg et al. vorgeschla-
gen [Deel4] (s. Abbildung 4.6). Nach der Photoisoimerisation des AMPP kommt
es zu einem schnellen Diffusionsprozess auf einer rauen Energielandschaft in das
thermisch entfaltete cis-Ensemble (5). Danach muss eine groie Energiebarriere von

etwa 48 % tiberwunden werden, um die korrekte Haarnadelstruktur zu erreichen (6).
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Im Falle der Entfaltung gibt es fiir das Aufbrechen der ersten Wasserstoftbriicken
(1) keine Energiebarriere [Bre08]. Da der direkt nachfolgende Prozess ebenfalls sehr
schnell (=~ 30mns, 2) erfolgt, kann man davon ausgehen, dass eine eventuell vor-
handene Energiebarriere klein sein miisste. Danach folgt mit einer signifikanten
Energiebarriere von etwa 40 % das Aufbrechen der letzten H-Briicken auf einer
Zeitskala von 15 ~ 2ps (3). Der hydrophobe Kern der Trp-Paare besteht zu diesem
Zeitpunkt noch. Seine Auflosung erfordert eine relativ hohe Energiebarriere von rund
60 H% (4). Durch die beiden, grofien Energiebarrieren fiir 75 und 73 bei der Entfaltung
sind die Zwischenzustande in der Messung unterscheidbar.

Diese Modellvorstellungen konnten nur durch die getrennte und zeitaufgeloste Unter-
suchung von Faltungs- und Entfaltungsreaktion sowie die Kombination von Infrarot-
und Trp-Fluoreszenzmessungen gewonnen werden.
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8. Evaluation des Chromopeptidansatzes
und Ausblicke

Die vorherigen Kapitel haben zunéchst den Ansatz motiviert, einen Lichtschalter
zum Studium struktureller Dynamiken in das -Haarnadelpeptid TrpZip2 einzubau-
en, die bisherigen Ergebnisse dargestellt und die in dieser Arbeit hinzukommenden
Messungen in das bestehende Bild des ATZ eingeordnet. Dieses Kapitel schliefit den
ersten Teil dieser Arbeit ab, indem es diese Methode einer kritischen Betrachtung
unterzieht.

Die Studien von Schrader [Sch08a], Bredenbeck et al. [Bre05] und Spoerlein [Spo01]
haben gezeigt, dass mithilfe von Chromopeptiden bereits Prozesse aufgelost und sinn-
voll interpretiert werden konnen, deren Zeitskala deutlich unterhalb der Zeitauflosung
von Temperatursprungmessungen liegt. Damit war bereits eines der in Abschnitt 3.3
formulierten Ziele erreicht.

Die Faltungsstudien von Deeg et al. [Deel4] belegen, dass das Azobenzol nicht nur di-
rekt kraftgetriebene Strukturdnderungen auslost, sondern auch die thermodynamische
Stabilitat andert. Die Faltung des Peptides wird dabei durch seine Energielandschaft
bestimmt.

Diese Arbeiten zeigten, dass der Ansatz, einen Azobenzolschalter in das Riickgrat
eines Peptides zu integrieren, sinnvoll verwendet werden kann, um Peptidfaltung
mit einer Zeitauflosung im Bereich der Schaltvorgange des Azobenzols (20 ps) zu
studieren. Darauf aufbauend ergénzt die vorliegende Arbeit das Bild des ATZ, indem
es die noch fehlenden Messungen der Entfaltung auf der Mikrosekundenzeitskala
liefert. Damit ist es erstmals moglich, sowohl die Faltung als auch die Entfaltung eines
[-Haarnadelpeptids vom Piko- bis Mikrosekundenbereich separat zu adressieren und
spektroskopisch zu untersuchen. Wie Kapitel 7 erlautert, erlaubt diese umfassende
Datenlage interessante Einblicke in die Thermodynamik und Kinetik des ATZ.
Beim Studium der Strukturdnderungen nativer Peptide und Proteine sind jedoch
weitere Aspekte zu berticksichtigen. So greift man mit der hier vorgestellten Methode
in die Sekundérstruktur eines Proteins/Peptides ein, weshalb eine genaue Charakte-
risierung des so entstandenen Chromopeptides notwendig ist, um zu gewéhrleisten,
dass das entstandene Chromopeptid auch die Struktur des Wildtyps aufweist. Es
kommen aulerdem nur Segmente zum Austausch mit Azobenzol in Frage, deren
Geometrie und Abstédnde einem der Azobenzolkonformere entsprechen. Weiterhin
andert man die Loslichkeit vor allem kleiner Peptide drastisch. Durch den Einbau des
Azobenzols werden im Allgemeinen aus der Aminoséduresequenz zwei Aminoséuren
(z.B. Asn und Gly beim TrpZip2) durch das hydrophobe Azobenzol ersetzt, was die
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Wasserloslichkeit des Peptides so weit herabsetzen kann, dass es nicht mehr mittels
Infrarotspektroskopie in Wasser gemessen werden kann.

Da die Féhigkeit des Azobenzols, Proteinstrukturen selektiv und reversibel zu be-
einflussen, mit den vorliegenden Arbeiten einwandfrei unter Beweis gestellt wird,
konnten nun in groferen Proteinen die Stabilitit einzelner Doménen mithilfe des
Azobenzols kontrolliert werden. Damit kann man untersuchen, inwiefern die Struktur
dieser einzelnen Doméanen die Gesamtstruktur des Proteins beeinflusst. Derartige
Messungen kénnen einen grofien Beitrag zu allgemeinen Faltungstheorien (s. Ab-
schnitt 3.2) und zum Verstédndnis der frithen Stadien der Proteinfaltung liefern.
Geeignete Modellsysteme kénnten groflere 5-Systeme oder das Protein Ubiquitin
sein.

Ein anderer Weg, die Schaltvorginge des Azobenzols zur Faltung von -Haarnadeln
auszunutzen, konnte sich aus der Anderung der hydrophoben Fliche und der Geo-
metrie des AMPP von planar im trans nach gewinkelt im cis ergeben. Wird das
Azobenzol als Seitenkette so in ein Peptid eingebaut, dass es mit einer hydrophoben
Aminosaure (beispielsweise Trp) wechselwirken kann, konnte es so moglich sein,
hydrophobe Wechselwirkungen lichtschaltbar zu gestalten.

Die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse zeigen, das Lichtschalter geeignet sind, um
strukturelle Dynamiken von Peptiden auf verschiedene Arten sinnvoll zu untersuchen
und Konformationen lichtgesteuert zu kontrollieren.
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Teil 1.

Lichtinduzierter Ladungstransfer in
Kupferkomplexen
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9. Kupferproteine — Redox-Katalysatoren
der Biologie

Kupfer wird als Spurenelement vor allem von Pflanzen und niederen Lebewesen
benotigt und befindet sich in aktiven Zentren von Proteinen. Die Grundlage fiir ihre
biologische Funktionalitidt verdanken diese Kupferproteine der Fahigkeit des Kupfers,
Elektronen abzugeben und wieder aufzunehmen. Dabei geht es bei der Oxidation von
der einfach positiv geladenen Oxidationsstufe Cu(I) in die zweifach positiv geladene
Oxidationsstufe Cu(Il) iber. Die Kupferionen werden dazu von der Proteinmatrix
als Ligand im aktiven Zentrum komplexiert. Kupferproteine werden in drei Typen
kategorisiert und iibernehmen unterschiedliche Aufgaben, wie z.B.:

» Sauerstofftransport: GliederfiiBer und Weichtiere besitzen zum Transport von
Sauerstoff das Protein Hamocyanin. Dabei handelt es sich um ein Typ-3
Kupferprotein. Charakteristisch fiir diesen Typ ist die Komplexierung zweier
Kupferionen durch je drei Histidin-Reste. Im unbeladenen Zustand haben beide
Kupferionen die Oxidationsstufe +1, das Protein ist farblos. Beim Beladen mit
Sauerstoff wird dieser zunachst reduziert. Dabei geht jedes Kupferion in den
+2-Zustand tber und das Sauerstoffmolekiil liegt zweifach negativ geladen vor,
wodurch es von den Kupferzentren gebunden werden kann [HM95]. Die dabei
entstehende blaue Farbe ist Namenspatron fiir das Himocyanin.

« Katalytischer Abbau reaktiver Spezies: Die im menschlichen Koérper vorkom-
mende Superoxiddismutase (SOD) zahlt zu den Typ-2 Kupferproteinen. Diese
Klasse von Kupferproteinen zeichnet sich durch eine quadratisch-planare Ligan-
dengeometrie aus. Die SOD kann in beiden Oxidationsstufen O; katalytisch
abbauen [Tai83]:

P-Cu™ + 05 +2H" — P-Cu?" + H,0,

9.1
P-Cu®t 4+ 0, — P-Cut 4 O, 61

So schiitzt die SOD Zellen vor dem hochreaktiven und cytotoxischen Superoxid
O5 . Kupfer dient hierbei als Redox-Katalysator.

o Elektronentransfer bei der Photosynthese Eine zentrale Rolle beim Elektro-
nentransfer der pflanzlichen Photosynthese spielt das Plastocyanin. Dabei wird
durch Absorption von Licht Wasser oxidiert und die frei werdenden Elektronen
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am Ende einer Reaktionskette auf NADH™ tibertragen. Eines der Transfer-
proteine ist das Plastocyanin. Eine detailliertere Darstellung der ablaufenden
Prozesse geben Gorman und Levine [GL65]. Beim Plastocynin wird das Kup-
ferion im aktiven Zentrum durch zwei stark donierende Histidine und ein
ebenfalls stark donierendes Cystein trigonal-planar komplexiert. Dazu kommt
ein axiales Methionin. Aufgrund dieser Geometrie ist das Plastocyanin ein
Typ-1 Kupferprotein.

Die einzelnen Typen der Cu-Proteine unterscheiden sich beziiglich der chemischen
Zusammensetzung der Liganden und deren Geometrie. Vor allem die Geometrie der
Liganden ist von Interesse. Sie weicht in vielen Féllen von der Anordnung ab, die man
aufgrund der elektronischen Konfiguration des zentralen Kupferions erwarten wiirde
[Zon07]. Dafiir ist die um das aktive Metallzentrum liegende Proteinmatrix verant-
wortlich. Sie verzerrt die Geometrie, indem sie den Liganden bestimmte geometrische
Randbedingungen vorgibt. Dabei verédndert sich auch die Energiebarriere fiir den
Redox-Prozess des komplexierten Metallions. Diese Zustdnde nennt man entatische
Zustinde oder rack-induced-states. Sie sind entscheidend fiir die Funktionalitat (also
den Elektronentransfer) der blauen Kupferproteine [Sol04].

Zum Verstandnis der Rolle des entatischen Zustandes bei blauen Kupferproteinen
wurden zahlreiche Modellsysteme entwickelt, die das aktive Zentrum nachbilden sol-
len. Eines dieser Modellsysteme sind Kupfer-Guanidinchinolin(Cu-GuaQu)-Komplexe
[Hof14]. Sie werden im folgenden Kapitel charakterisiert, Kapitel 11 zeigt und er-
klart die zeitaufgelosten Messungen. AnschlieBend werden die Ergebnisse und daraus
abgeleiteten Erkenntnisse in bestehende Modelle aus der Literatur eingeordnet (s.
Kapitel 12).
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10. Guanidinchinolin-Liganden — Modelle
aktiver Zentren blauer Kupferproteine

Neben den in Teil II erwdahnten Cu-Proteinen finden werden auch Cu-Komplexe
untersucht. Es gibt Ansétze, sie als Katalysatoren fiir biochemische Reaktionen zu
verwenden wie beispielsweise fir die Phenylhydroxylierung [Hof13]. Weiterhin wird
versucht, Cu-Komplexe mit langlebigen Triplettzustinden und hoher Konversionsra-
te von Singulett-Zustinden in Triplett-Zustiande (engl.: intersystem crossing, kurz
ISC) zu entwerfen. Sie sollen als kostengtinstiger und leicht verfiigbarer Ersatz fiir
Rutheniumkomplexe in der Solartechnik dienen [MFC15].

Als Modellsysteme aktiver Cu-Zentren in Typ-I-Kupferproteinen wurden in der
Gruppe von S. Herres-Pawlis sogenannte Kupfer-Guanidinchinolin-Komplexe (Cu-
GuaQu-Komplexe) entworfen. Die chemische Synthese dieser Komplexe ist in Stal4
beschrieben. Sie wurden im Rahmen dieser Arbeit mit unterschiedlichen, zeitaufge-
losten Methoden studiert. Das Ziel ist, deren Reaktionsschemata durch Kombination
verschiedener Methoden weitestmoglich aufzukléren. Es werden zwei verschiedene
Liganden untersucht: das Tetramethylguanidinchinolin (TMG) und das Dimethy-
lethylguanidinchinolin (DMEG) (s. Abbildung 10.1). Jeweils zwei dieser Liganden

X X

= =
N N
W/
\C/N N\ /
N
N /C/
_—N
Abbildung 10.1.: TMG- und DMEG-Liganden:
Beim Dimethylethylguanidinchinolin (rechts) wurde im Vergleich zum Tetramethylguanidinchinolin
(links) jeweils eine Methylgruppe an den Stickstoffatomen des Guanidins durch eine Ethylenbriicke

ersetzt. Damit ist das DMEG flacher als das TMG, da die Rotationsfreiheit der Guanidin-Stickstoffatome
eingeschrankt ist.

konnen ein Kupferion komplexieren. So entstehen die Komplexkationen [Cu(TMG)|*
und [Cu(DMEG)|* mit der Oxidationsstufe +1 des Kupfers und [Cu(TMG)y)*"
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sowie [Cu(DMEG),)?* mit der Oxidationsstufe +2. Es wurde gezeigt, dass die Gua-
nidinchinolinliganden geeignet sind, um die Umgebung des aktiven Zentrums von
Typ-I-Kupferproteinen zu modellieren [Stal4d, Hofl4]. Sie sollen als Modellsysteme
fiir Elektronentransferreaktionen vom Kupfer zum Liganden (engl.: metal to ligand
charge transfer, kurz MLCT) im Rahmen dieser Arbeit zeitaufgelost vermessen
werden.

10.1. Ligandengeometrien der Cu-GuaQu-Komplexe
und entatische Zustande

Die TMG-Komplexe wurden bereits detailliert charakterisiert [Hof14]. Dabei zeigte
sich, dass sich die Geometrien der Ligandenanordnungen zwischen [Cu(TMG)s]™ und
[Cu(TMG),)?* deutlich unterscheiden. Fiir den Komplex mit Cu™ wiirde man eine
tetraedrische Ligandenumgebung (mit 90 °-Winkel zwischen den durch die koordi-
nierenden Stickstoffatome und das zentrale Kupferion aufgespannten Ebenen) und
fiir denjenigen mit Cu®" eine quadratisch-planare Ligandenumgebung (entsprechend
wéare der Winkel hier 0°) erwarten. Man findet allerdings Winkelwerte von etwa
67° fir Cu(I)- und 43° fiir Cu(II)-Komplexe. Die sterischen Wechselwirkungen der
Liganden und die elektronische Konfiguration beeinflussen somit die Anordnung des
aktiven Zentrums, es kommt wie bei blauen Kupferproteinen zu entatischen Zustén-
den. Sie beeinflussen die Redoxpotentiale der Kupferkomplexe, was Abbildung 10.2
veranschaulicht. Fir die Winkel zwischen den Ligandenebenen 90 ° fiir Cu(I) bzw.
0° fir Cu(Il), ist die Energiebarriere fiir den MLCT sehr grofi (AEy). Aufgrund der
bereits in den Grundzustanden durch die Liganden verzerrten Geometrien wird diese
Energiebarriere deutlich kleiner (A Eepgatic)-

Beim MLCT-Ubergang der GuaQu-Komplexe von Cu® zu Cu?* kommt es zu einer
Abflachung der Liganden zueinander, Hoffmann et al. [Hof14] haben gezeigt, dass
sich dabei der Cu—Ngu, Abstand um 0,1 A verkleinert. In dieser Studie wurde weiter-
hin durch Raman-Spektroskopie und zeitabhéngige Dichtefunktionaltheorie(DFT)-
Simulationen gezeigt, dass es Vibrationsmoden gibt (Torsion der Liganden und
Streckschwingung der Cu-Ng,.-Bindung), die bei beiden Oxidationsstufen optisch
anregbar sind. Daraus schlossen Hoffmann et. al., dass beim Ubergang von einer
Ligandenstruktur in die andere die beiden Schwingungsmoden beteiligt sind und die
Struktur des optisch angeregten MLCT-Zustands des [Cu(TMG)y]" derjenigen des
[Cu(TMG),)*"-Grundzustandes dhnlich ist. Diese raumliche Umordnung aufgrund
einer elektronischen Konfigurationsinderung nennt man Jahn-Teller- Verzerrung (s.
Abbildung 10.3).

Der DMEG-Ligand ist planarer als der TMG-Ligand. Die Ethylenbriicke schrankt
die Rotationsfreiheit der freien Guanidinstickstoffatome ein. So zeigt sich beim TMG-
Liganden eine Verdrehung der Methylgruppen zur Chinolinebene von 33 °. Sie liegt
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Abbildung 10.2.: Absenkung der Energiebarriere durch entatische Zustande:

Die Abbildung zeigt die Energiebarriere fiir den Ladungstransfer in Abhangigkeit vom Ligandenwinkel
fiir Kupferkomplex-Redoxpaare (Cu(l) links, Cu(ll) rechts). Je dhnlicher sich die Winkel zwischen den
Ligandenebenen sind, desto kleiner ist die Energiebarriere, die beim MLCT {iberwunden werden muss.
Grafik nach [Hof14].

beim DMEG-Liganden bei lediglich 10° bis 12°.

Somit sind die Cu-GuaQu-Komplexe geeignet, um entatische Zustédnde zu un-
tersuchen und Rickschliisse auf Cu-Proteine zu ziehen. Diese Arbeit soll durch
zeitaufgeloste IR- und UV /Vis-Spektroskopie zusétzliche Informationen zur Rolle
der entatischen Zusténde beim lichtinduzierten MLCT der Cu(I)-Komplexe liefern.
Dazu wird untersucht,

o welche Reaktionen nach der Photoanregung des MLCT stattfinden, welche Zu-
stdnde eine Rolle spielen und auf welchen Zeitskalen diese Prozesse stattfinden,

o ob es eine Losungsmittelabhéngigkeit der beobachteten Prozesse gibt,
» ob eine Abhéngigkeit der Anregungswellenldnge auftritt

« und welche Rolle unterschiedliche Liganden spielen.

R
|
T N
Zaw N
P —> «Ej
R R/ N = \
)

Abbildung 10.3.: Jahn-Teller-Verzerrung:
Kommt es aufgrund der elektronischen Konfiguration in einem Molekiil zu einer Verzerrung der Geometrie,
bezeichnet man das als Jahn-Teller-Effekt. Im Falle der Kupferkomplexe kommt es nach der optischen

Anregung zu einer Abflachung der Winkel zwischen den Ligandenebenen. Der Guanidinrest wird hier als
R bezeichnet.
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10. Guanidinchinolin-Liganden — Modelle aktiver Zentren blauer Kupferproteine

10.2. Spektroskopische Charakterisierung der
Cu-GuaQu-Kommplexe

Eine Voraussetzung fiir die Untersuchung des MLCT durch sichtbare Anreg- und
MIR- sowie UV /Vis-Abtast-Spektroskopie ist, dass sich die Cu(I)-Grundzustinde von
den transienten Cu(II)-MLCT-Zusténden spektral unterscheiden lassen. Da die tran-
sienten Cu(II)-MLCT-Zustéinde grofie Ahnlichkeit mit den Cu(II)-Grundzustinden
haben, lasst sich anhand der stationdren Absorptionsspektren der Cu(I)- und Cu(II)-
Grundzustiande abschétzen, welche Differenzsignale man bei den zeitaufgelosten
Messungen erwartet. Abbildung 10.4 zeigt die Absorptionsspektren beider Ligan-

[Cu(TMG),]"
[CU(DMEG),]’

A/OD

Abbildung 10.4: Absorptionss-
pektrum des [Cu(TMG),]* und
14 des [Cu(DMEG),]* im sichtbaren
Spektralbereich:

Die Absorptionsspektren wurden in ei-
nem UV /Vis-Spektrometer gemessen.
Die Schichtdicke der Kiivette betrug
500 ym, die Konzentration jeweils
1,6 mM.

T T T T T T T T M 1
200 300 400 500 600 700
Wavelength / nm

den mit Cu(I)-Ionen im sichtbaren Bereich. Die starken Absorptionsbanden im
UV-Bereich (<300nm) sind auf die direkte Absorption des Chinolin-Systems zu-
riickzufiihren und spielen fiir diese Arbeit keine Rolle. Beide Komplexe zeigen eine
breitbandige, bei etwa 600 nm beginnende Absorption im sichtbaren Spektralbereich.
Beim TMG-Komplex findet man eine Absorptionsbande bei 448 nm und eine weitere,
kleinere Bande bei 332nm. Im Fall des DMEG-Komplexes ist nur die langwellige
Absorptionsbande ausgeprigt und gegeniiber dem TMG-Komplex blauverschoben,
sie liegt bei 419 nm. DFT-Rechnungen aus der Gruppe von Prof. Dr. Herres-Pawlis
zeigen, dass es sich bei den Absorptionsbanden des TMG-Komplexes um die An-
regung hoherer Singulett-Zustidnde handelt. Bei einer Anregungswellenldnge von
400 nm erreicht man den Sq4-Zustand, bei 320nm den Sqg-Zustand. Es kommt dabei
zu einem dr*-Ubergang vom Kupfer auf den Chinolinrest des Liganden.

Fiir Anreg-Abtast-Messungen mit sichtbarem Abtastimpuls kann ein Wellenléngen-
bereich von etwa 330 nm - 720 nm abgedeckt werden. In diesem Bereich zeigen sich
spetkrale Signaturen beim Ubergang von Cu(I) nach Cu(II) (s. Abbildung 10.5). Die
Cu(IT)-Spektren zeigen fiir beide Liganden eine ausgeprigte Bande bei etwa 388 nm,
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Abbildung 10.5.: Absorptionsspektren der TMG- (links) und DMEG-Komplexe (rechts) im
sichtbaren Spektralbereich (oben) und deren Differenzspektren (unten):

Die Oxidation des zentralen Kupfers dndert die Absorptionsspektren grundlegend. Die in Abbildung 10.4
erwihnten Absorptionsbanden der Cu(l)-Spezies verschwinden, es bildet sich bei beiden Komplexen eine
Bande um 386 nm. Die Differenzspektren (unten) verdeutlicht diese Anderung der Absorptionsspektren.

die auch in den Differenzspektren (s. Abbildung 10.5, unten) deutlich auftritt. Beim
TMG-Komplex kommt es dariiberhinaus bei einem Wechsel von Cu(I) nach Cu(II)
zu Ausbleichssignaturen bei 447 nm und bei 328 nm. Fiir den DMEG-Komplex treten
ahnliche Signaturen auf. Eine Bande liegt bei 440 nm. Im nahen UV Bereich zeigen
sich spektrale Anderungen, aber keine definierte Bande. Beim TMG-komplex zeigen
sich oberhalb von 550 nm nur geringe, spektrale Anderungen beim Ubergang von
Cu(I) nach Cu(II). Beim DMEG-Komplex sind die spektralen Anderungen in diesem
Wellenlangenbereich vernachléssighar klein.

Diese Befunde legen nahe, dass die sichtbare Abtastung des MLCT-Prozesses Dy-
namiken aufzeigen kann, eine detaillierte, molekulare Interpretation allerdings nur
begrenzt ermoglicht. Im infraroten Spektralbereich (s. Abbildung 10.6) gibt es jedoch
eine Vielzahl von Banden, die eine molekulare Interpretation stiitzen kénnen. Sowohl
die DMEG- als auch die TMG-Komplexe zeigen in beiden Oxidationsstufen zahl-
reiche, scharfe Banden. Die im unteren Teil von Abbildung 10.6 farbig hinterlegten
Banden dienen zur Identifikation der jeweiligen Cu(II)-Spezies. Negative Banden im
Differenzspektrum geben die Positionen an, wo Cu(I)-Spezies erhéhte Absorption
aufweisen. Ein Vergleich der Spektren zeigt auch, dass es wenige Banden gibt, die sich
bei der Anderung der Oxidationsstufe nicht dndern. Es ist zu erwarten, dass auch die
transienten Differenzspektren eines MLCT-Uberganges den cw-Differenzspektren sehr
dhnlich sind. Beim TMG-Komplex ist die Bande des Cu(I)-Komplexes bei 1535 cm™*
besonders stark ausgepragt. Banden, die nach der Subtraktion des Cu(I)-Spektrums
deutlich hervortreten sind: eine breite Bande um 1632 cm™?, bei der das Cu(I) eine
sehr geringe Absorption aufweist, eine scharfe Bande bei 1406 cm™!, eine Doppelban-
de bei 1505 cm ™! und 1519 cm ™!, eine breite Bande um 1580 cm ™! und eine Bande bei
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Abbildung 10.6.: FTIR-Spektren der TMG- (links) und DMG-Komplexe (rechts):
Es wurde bei einer Konzentration von 5mM in Dichlormethan (DCM) in einer Kiivette mit einer
Schichtdicke von 200 pm gemessen. Alle Spektren sind l6sungsmittelkorrigiert. Oben sind jeweils die
Absolutspektren fiir beide Oxidationsstufen der Kupferionen gezeigt, in den unteren Teilen sind die
Differenzspektren zu sehen. Farbig hinterlegt sind die Markerbanden der Cu(ll)-Spezies.

1330 cm ™. Beim DMEG-Komplex sind die Cu(IT)-Markerbanden noch ausgepréigter.
Damit ist der mittelinfrarote Spektralbereich hervorragend geeignet, um transiente
Zustande zuweisen zu konnen. Messungen mit sichtbaren Abtastimpulsen sind zwar
diesbeziiglich weniger aussagekraftig, zeigen aber aufgrund der kiirzeren Impulse
eine bessere Zeitauflosung. Die beiden Messmethoden sollen kombiniert werden, um
moglichst tiefe Einblicke in das Verhalten der Cu-Komplexe nach optischer Anregung
zu erhalten.

Bei den Messungen wurde jeweils die Cu(I)-Spezies angeregt und der MLCT und der
damit verbundene Ubergang zu einem transienten Cu(II)-Zustand untersucht. Dabei
wurden Infrarot-Abtastmessungen fiir beide TMG- und DMEG-Komplexe in DCM
und eine Messung des TMG-Komplexes in ACN durchgefiihrt. Um eine Abhangigkeit
der Anregungswellenldange zu ermitteln, folgten die Messungen mit Abtastimpuls im
sichtbaren Spektralbereich in DCM bei 400 nm und 320 nm Anregungswellenlénge.
Da sich keine deutliche Wellenldngenabhangigkeit zeigte, wurde fiir die Messungen
in Acetonitril (ACN) nur bei 400 nm angeregt.
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11. Zeitaufgeloste Messungen an
Kupfer-GuaQu-Komplexen

Dieses Kapitel erlautert zunédchst die Messapparaturen sowie die gewahlten Parameter
(Abschnitt 11.1) und stellt im Anschluss die gemessenen Daten vor (Abschnitt 11.2).
Fiir alle Messungen miissen die Proben mit besonderer Vorsicht behandelt werden:
Die Cu(I)-Spezies kénnen in der Gegenwart von Wasser und Luft sehr leicht oxidiert
werden, was zu verfalschten Messergebnissen fithren kann. Daher werden die Proben
unter Schutzgasatmosphére in mit Septen verschlieBbare Braunglasflaschchen gefiillt.
Wiéhrend der Messung wird die Probe so umgepumpt, dass fiir jeden Abtastimpuls
frisches Probenvolumen zur Verfiigung steht. Zusatzlich wird die Probe stdndig an
ein mit Stickstoff gefiilltes Ausgleichsvolumen angeschlossen, um Sauerstoff- und
Wassereintrag minimal zu halten.

Die Losungsmittel wurden nach Literaturverfahren iiber Calciumhydrid getrocknet
und unter Stickstoffatmosphére destilliert [LLP96].

11.1. Anreg-Abtast-Anlagen fiir Messungen im
sichtbaren und mittelinfraroten Spektralbereich

Die Erzeugung der Mittelinfrarot-Abtastimpulse ist in Abschnitt 6.1 erklart. Da auf-
grund der FTIR-Spektren (s. Abbildung 10.6) Banden im Bereich von 1300 ¢cm™" bis
1650 cm ™! erwartet werden, miissen Bereiche um vier Zentralwellenldngen (1550 cm™?,
1470 cm ™!, 1388 cm™! und 1325 cm™!) vermessen werden.

Im Fall der Kupferproteine soll ein Zeitbereich von wenigen Piko- bis etwa 3 Nanose-
kunden abgedeckt werden. Deshalb verwendet man Anregungsimpulse des fs-Ti:Sa-
Systems, welche tiber eine mechanische Verzogerungsstrecke geschickt und danach
frequenzverdoppelt werden(s. Abbildung 6.1, violetter Bereich, Mitte). Anschliefend
werden die so erzeugten Anregungsimpulse bei 400 nm durch eine \/2-Platte und
einen Polarisator in den magischen Winkel zu den MIR-Abfragimpulsen gedreht,
um Rotationsdynamiken der Kupferkomplexe in den Messdaten zu vermeiden. Zur
Unterdriickung von Mehrphotonenprozessen werden die Anregungsimpulse durch
einen Quarzglasblock (1=20cm) dispersiv in der Pulsdauer verlangert (7 ~ 1,5 ps).
Danach werden die Anregungsimpulse mit einer Linse (f=300mm) auf die Probe
fokussiert (Biindelradius am Probenort 100 pum). Die Schichtdicke der Durchflusskii-
vette betrigt 200 pm und die Konzentration der Probe 4 mM. Die Anregungsenergie
wird mit der \/2-Platte auf 500 nJ eingestellt, was einer Anregung von etwa 1% der
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Molekiile entspricht. Bei Anregungsenergien oberhalb von 1pJ zeigt sich bereits ein
nichtlinearer Signalanstieg. Vor und nach jeder der zeitaufgelosten Messungen wird
jeweils ein FTIR- und ein UV /Vis-Spektrum genommen, um den Oxidationsstatus
der Probe zu iiberpriifen. Fiir jeden Wellenlangenbereich wird frische Probe verwen-
det.

Der Aufbau fiir die Abtastmessungen im sichtbaren Spektralbereich ist in Her0O8
beschrieben. Fiir die Anregung bei 400 nm wird ebenfalls die zweite Harmonische des
fs-Ti:Sa-Systems verwendet. Die Anregungsimpulse bei 320 nm werden iiber einen
zweistufigen NOPA mit anschlieBender Frequenzverdopplung erzeugt. Die Zeitauflo-
sung der Anlage betragt etwa 200 fs.

Gemessen wird in einer Durchflusskiivette mit 500 pm Schichtdiche (QS, Hellma
Analytics) und bei einer Konzentration von 1,6 mM. Die Anregungsenergien betragen
300nJ bis 500nJ. Wie bei den MIR-Messungen wird in der magic angle- Geometrie
gemessen.
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11.2. Ergebnisse der Messungen

Alle in diesem Abschnitt gezeigten Messungen an Cu-Komplexen wurden im Lo-
sungsmittel DCM durchgefiihrt.

11.2.1. Infrarotmessungen

Die Infrarotdaten sind in Abbildung 11.1 als Konturplot gezeigt.

Beim TMG-Komplex ist das Ausbleichen der Cu(I)-Grundzustandsbanden (blau,
dunkelgriin) bei 1536 cm ™!, 1497 cm™!, 1462 cm™! und 1425 cm™! deutlich ausge-
prigt. Zudem sind die positiven Banden (gelb, rot) bei 1329 cm~'und 1404 cm™!, die
fur das Auftreten eines Cu(II)-Zustandes sprechen, schon in der ersten Pikosekunde
der Messung sichtbar. Die beiden Doppelbanden bei (1504 cm™!, 1519 cm™!) und
(1565 cm ™!, 1578 cm™!) deuten sich zwar schon unmittelbar nach der Anregung an,
differenzieren sich aber erst nach etwa 10 ps aus. Nach einigen hundert Pikosekunden
haben sich die Ausbleichsbanden wieder erholt und die Cu(II)-Banden sind zerfallen.
Zum Ende der Messzeit findet man praktisch keine wohldefinierten Absorptionsdnde-
rungen. Anhand der wenigen, noch verbleibenden Banden kann abgeschétzt werden,
dass am Ende der Messzeit fast alle angeregten Molekiile (>95%) bereits in den
Grundzustand zuriickgekehrt sind.

Ahnliche Phéinomene lassen sich beim DMEG-Komplex beobachten. Hier sind die Aus-
bleichsbanden des Cu(I)-Grundzustandes bei 1459 cm™!, 1580 cm ™! und 1600 cm ™!
sofort erkennbar. Im Bereich der Cu(II)-Banden zeigen sich Banden bei 1546 cm™?,
1506 cm 11470 cm™t, 1396 cm ™! und 1326 cm ™!, Ebenso wie beim TMG-Komplex
lasst sich fiir den DMEG-Komplex eine Verdnderung des Bandenmusters im Bereich
von 10 ps beobachten. So engt sich die Bande um 1545 cm ™! spektral ein, die Bande
bei 1506 cm ™ entsteht erst auf dieser Zeitskala. Die Bandenlagen fiir 7p > 10 ps
stimmen sehr gut mit denen der FTIR-Differenzspektren (s. Abbildung 11.1, unten)
iiberein.

Abbildung 11.2 gibt detaillierte Informationen tiber die Absorptionsdnderungen
beider Proben. Teile a und d zeigen fiir beide Komplexe jeweils transiente Spektren
zu bestimmten Verzogerungszeiten. Die DADS fiir eine globale Anpassung (s. Ab-
schnitt 6.3. Gleichung 6.1) mit drei freien Zerfallszeiten sind in den Teilen b und e
gezeigt. In den Teilen ¢ und f finden sich Zeitverlaufe fiir ausgewéhlte Wellenzahlen.
Die Zeitverlaufe des TMG-Komplexes (Abbildung 11.2, ¢) zeigen, dass die Daten
mit einer Summe aus drei exponentiellen Zerfillen gut beschreibbar sind. Der Zeit-
verlauf bei 1332 cm™! zeigt im wesentlichen nur eine Amplitude fiir 5 = 240 ps.
Bei 1376 cm ™! verschwindet die Amplitude dieser langen Zeitkonstanten, dafiir sind
Dynamiken mit Zeitkonstanten von 13 ps und 3 ps sichtbar. Die Zeitkonstante von
3 ps liegt nahe bei der Zeitauflosung der Anlage (etwa 1,5,ps),weshalb sie mit ei-
nem gewissen Fehler behaftet ist. Der Zeitverlauf bei 1545 cm ™! beinhaltet alle drei
Dynamiken. Das legt nahe, dass bei den Zerfillen verschiedene Zwischenzustande
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Abbildung 11.1.: Absorptionsanderungen als Funktion der Wellenzahl und Verzogerungszeit
der MIR-Daten des [Cu(TMG),]* (links) und des [Cu(DMEG),]* (rechts) in DCM:

Oben: zeit- und wellenzahlenaufgelosten Absorptionsanderungen der IR-Messungen. Zum Vergleich der
Banden sind unten jeweils die Differenzspektren der stationiren FTIR-Spektren zwischen den Cu(l)- und
Cu(Il)-Spezies gezeigt.

involviert sind.

Einen tieferen Einblick in die spektralen Verschiebungen gewahren die DADS (Ab-
bildung 11.2, Mitte links). Sie konnen herangezogen werden, um die gemessenen
Dynamiken mit molekularen Prozessen zu assoziieren.

Diskussion der DADS des TMG-Komplexes

Das DADS zu 73 = 240 ps (s. Abbildung 11.2, b) zeigt eine sehr grofie Ahnlichkeit mit
dem FTIR-Differenzspektrum von [Cu(TMG),]*" und [Cu(TMG),] ™, welches schwarz
gestrichelt in Abbildung 11.2 zum DADS eingezeichnet ist. Die fiir die Cu(I)-Spezies
charakteristischen Banden regenerieren sich und die Cu(II)-spezifischen Banden
zerfallen. Damit ist dieser Prozess als Ubergang einer Cu(II)-Spezies in eine Cu(I)-
Spezies zu deuten. Die spektralen Unterschiede lassen sich dadurch erklaren, dass
im transienten Cu(Il)-Zustand nach dem Ladungstransfer eine negative Ladung auf
dem Chinolinsystem verteilt ist, was beim [Cu(TMG)2)*" nicht der Fall ist.

Zum DADS zu 75 = 13 ps ist das inverse [Cu(TMG),]"-Spektrum entsprechend ska-
liert eingezeichnet (schwarz, gepunktet). Es féllt auf, dass zu jeder wiederkehrenden
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Abbildung 11.2.: Transiente MIR-Daten des [Cu(TMG).]* (links) und des [Cu(DMEG),]*
(rechts)
Im oberen Teil (a und d) sind jeweils transiente Spektren zu verschiedenen Verzégerungszeiten geplottet.
In den Teilen b und e sind die DADS zu den aus der globalen Anpassung ermittelten Zerfallszeiten gezeigt.
Sie ermdglichen eine molekluare Interpretation derjenigen Zustande, die den Zerféllen zugrunde liegen.
In den Teilen ¢ und f finden sich ausgewahlte Zeitverldufe fiir bestimmte Wellenzahlen (gestrichelte,
vertikale Linien). Die Anpassungskurven mit den Zeitkonstanten aus der globalen Anpassung sind in
den Zeitverlaufen eingezeichnet. Die Zeitverlaufe zeigen, dass sich die Daten mit drei Zerfallszeiten gut
beschreiben lassen.
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Abbildung 11.3: DADS zu =
19 (schwarz) und Temperatur-
Differenzspektrum des
[Cu(TMG),]* fir AT = 45°C
(rot) in DCM: Die Positionen der
Banden bei beiden Spektren stimmen
sehr gut lberein. Die unterschiedlichen
Amplitudenverhaltnisse zwischen den
Spektren sind durch die verschiedene
Temperaturdifferenz erklarbar. Die
Temperatur heiBer Grundzustande
kann umgerechnet mehrere hundert
Grad Celcius betragen. Daher kdnnen
die Spektren aufgrund verschiedener
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Cu(I)-Bande (negative Amplitude) eine dazu rotverschobene Bande zerféllt. Dieser
Befund legt nahe, dass es sich bei diesem Prozess um das Kiihlen eines heiflen Grund-
zustandes handelt. Das ist ein elektronischer Grundzustand, der schwingungsméfig
angeregt ist. Aufgrund der Anharmonizitat des Bindungspotentials werden die Ener-
gieabsténde der Schwingungsniveaus fiir hohere Anregungszustinde immer geringer.
Das bringt eine Rotverschiebung jeder Schwingungsbande des Grundzustandes mit
sich, wie es beim DADS zu 7, der Fall ist. Die beobachtete Zerfallszeit von 13 ps
deckt sich gut mit Kiihlzeiten, die in verschiedenen molekularen Systemen beobachtet
wurden.Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden temperaturabhéngige, stationire
IR-Spektren des [Cu(TMG)o]t gemessen. Abbildung 11.3 zeigt das DADS zu 75 und
zum Vergleich das Differenzspektrum des [Cu(TMG)|t zwischen -20 °C und +25 °C.
Die Bandenpositionen stimmen gut iiberein, was nahe legt, dass es sich beim Prozess
zu T, um das Kiihlen eines heiflen Grundzustandes handelt.

Viele der Banden des heiflen Grundzustandes, die wie eben gezeigt mit 75 zerfallen,
finden sich auch im DADS zu 71 = 3 ps, allerdings mit umgekehrter Amplitude. Das
kann als Indiz dafiir gedeutet werden, dass dieser Prozess mit der Bildung des heifien
Grundzustandes assoziiert werden kann. Eine genaue Zuweisung dieses Prozesses ist
an dieser Stelle noch nicht méglich und wird im nachfolgenden Abschnitt gegeben.
Fiir den DMEG-Komplex ist die Zuweisung der Zustédnde sowohl in Vorgehen als
auch Ergebnis analog, weshalb hier auf die Diskussion verzichtet wird. Der einzige,
signifikante Unterschied ist die Lebensdauer des Cu(Il)-Zustandes, die mit 360 ps 1,5
mal so grof ist wie beim TMG-Komplex.
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11.2. Ergebnisse der Messungen

Interpretation der Ergebnisse aus den IR-Messungen

Anhand der Bandenpositionen lassen sich sowohl der heifle Grundzustand als auch
der langlebige Zustand mit einer Cu(II)-Geometrie eindeutig zuweisen. Da das DADS

"""""""""""" longliving
Cu(ll) Abbildung 11.4: Reaktionsmodell
T,,=6ps — der Cu-GuaQu-Komplexe auf-
grund der IR-Messungen:
Nach der Photoanregung in den
Si4-Zustand kommt es zu Prozessen
jenseits der Zeitauflésung der Infra-
rotapparatur (<1ps), die in einem
©,=240ps Zustand X; enden. Von Xy kommt
es zu einer Verzweigung mit 7y2 in
den langlebigen Cu(ll)-Zustand, der
mit 73 = 240 ps in den Grundzustand
(GS) zerfallt. Ein zweiter Kanal
EGS aus Xy fihrt mit 741 in den heiBen
1,=13ps Grundzustand, der mit 7» kiihlt und
GS y ebenfalls in den GS fiihrt.

T1,=6ps

des langlebigen Zustands zu 73 spektral nahezu identisch mit dem Differenzspektrum
von Cu(II)- und Cu(I)-Komplex ist, muss es sich dabei um einen Ubergang von einem
Zustand mit Cu(II)-Ligandengeometrie zu einem Cu(I)-Zustand handeln. Deshalb
wird dieser Ubergang als LMCT vom langlebigen, abgeflachten Cu(II)-Zustand in
den Cu(I)-Grundzustand interpretiert.

Beim Zerfall des heiflen Grundzustandes mit 7, = 13 ps sieht man keine Banden,
die auf Cu(Il)-Spezies schliefen lassen, es kommt lediglich zu einer Erholung der
Cu(I)-Banden und zu einem Ausbleichen derjenigen Banden, die rotverschoben neben
jeder Cu(I)-Bande liegen und somit deutlich fiir einen heiflen Grundzustand sprechen.
Damit muss dieser Zustand eine Cu(I)-Ligandengeometrie aufweisen, er ist lediglich
schwingungsmafig angeregt. Da dieser Prozess eine wesentlich kleinere Zerfallszeit
aufweist, als der Prozess zu 73 und bezogen auf die Ausbleichsbande des Cu(I) bei
1536 cm ™! etwa genauso viel Amplitude aufweist, kann der Prozess zu 7 nicht nach
dem Prozess mit 73 ablaufen. Es muss demnach eine Verzweigung geben. Die Summe
der beiden Einzelraten sollte dabei 1/7; ergeben. Da die Amplitudenverhédltnisse des
Kiihlens des heilen Grundzustandes und der Cu(II)-Zerfalls etwa gleich gro8 sind,
miissen auch die Zerfallszeiten der einzelnen Kanéle (717 und 795) etwa gleich grof3
sein. Damit lasst sich ein erstes Modell aufstellen, dass Abbildung 11.4 zeigt. Fiir
dieses Modell ist es moglich, durch eine Linearkombination der DADS die Spektren
zu berechnen, die den jeweiligen Zustédnden zuzuordnen sind (species associated
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difference spectra oder kurz SADS). Damit soll das Wesen des bisher noch nicht
zugeordneten X;-Zustandes aufgeklart werden. Abbildung 11.5 zeigt sowohl fiir den
X;-Zustand als auch fir den langlebigen Cu(Il)-Zustand die SADS. Es ist eine
hohe Ahnlichkeit der Spektren zu erkennen, was darauf hindeutet, dass der Zustand
X starken Cu(II)-Charakter aufweist. Da es kleine aber signifikante Unterschiede
in den Spektren gibt, liegt nahe, dass die Ligandengeometrie des Xj-Zustandes
derjenigen des Cu(II)-Zustandes sehr dhnlich ist, sich beim Ubergang aber geringfiigig
andert. Eine Ligandenabhéngikeit manifestiert sich ausschlielich in der Lebensdauer
des langlebigen Cu(II)-ahnlichen Zustandes. Der DMEG-Ligand verlangert dessen
Lebensdauer um einen Faktor 1,5 (s. Abbildung 11.7). Ansonsten ist die Zuweisung
der Zustande identisch zu der hier prasentierten Darstellung des TMG-Komplexes.

11.2.2. UV /Vis-Messung

Aufgrund der hohen spektralen Ahnlichkeit der TMG- und DMEG-Komplexe im
sichtbaren Spektralbereich wird beispielhaft nur die Messung des TMG-Komplexes
in DCM behandelt. Abbildung 11.6 zeigt die transienten Spektren (a) sowie die
DADS (b) und fiir das spéter diskutierte Modell berechnete Spektren der transienten
Zustande (d,e). Die transienten Spektren (Abbildung 11.6, a) zeigen zunéchst ein
Ausbleichen der Cu(I)-Bande bei 448 nm und ein Entstehen der Cu(II)-Bande bei
385 nm. Aus den stationdren Spektren erwartet man derartige Signaturen bei einem
Ubergang von Cu(I) nach Cu(II) (vgl. Abbildung 10.5). Zusitzlich zeigen sich der
Zerfall einer sehr breiten Absorptionsbande von etwa 550 nm bis zum rotwelligen
Ende des Spektrums und zu frithen Zeiten eine Dynamik im Bereich von etwa 475 nm
bis 550 nm. Die breite Absorptionszunahme mit einem Maximum bei 680 nm stimmt
mit dem Absorptionsspektrum des Radikalanions des Chinolins tiberein [Cha68].
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Abbildung 11.6.: Daten und Auswertungsansatze der UV /Vis-Abtastmessung des Cu(l)-TMG-

Teil a zeigt transiente Spektren zu ausgewahlten Verzégerungszeiten, Teil b die DADS zu den aus der
globalen Anpassung erhaltenen Zeitkonstanten. Das stationére Differenzspektrum zwischen Cu(ll) und

Cu(l) ist gestrichelt eingezeichnet. Zeitverlaufe zu bestimmten Wellenléngen sind Teil ¢ zu entnehmen;

die gestrichelten Linien zeigen die Bandenpositionen in den transienten Spektren und DADS. Graphen d

und e zeigen die species associated spectra (SAS) zum Modell in Abbildung 11.8.
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Aufgrund der besseren Zeitauflosung der UV /Vis-Anlage musste fiir die exponentiel-
len Anpassungen eine zusétzliche Zeit im Subpikosekundenbereich gewahlt werden.
Abbildung 11.6, ¢ zeigt drei Zeitverlaufe mit Anpassungskurven fiir vier exponen-
tielle Zerfalle. Dabei ergeben sich Zeiten von 79 = 0,34 ps, 7 = 2,2 ps, 75 = 20 ps
und 73 = 263 ps. Im Gegensatz zu den Zeitverlaufen aus den Infrarotmessungen
sind die Zeitverlaufe spektral weniger entkoppelt. Die DADS zu den Zerfallszeiten
sind in (Abbildung 11.6, b) gezeigt. Der langste Prozess mit einer Zerfallszeit von
T3 = 263 ps zeigt spektrale Signaturen eines Zerfalls von Cu(II) und der Wieder-
herstellung der Cu(I)-Spezies. Als gestrichelte Kurve ist in Abbildung 11.6, b das
cw-Differenzspektrum der Komplexe beider Oxidationsstufen eingezeichnet. Das
DADS stimmt mit dem cw-Differenzspektrum fiir A < 475nm gut iiberein. Hinzu
kommt ein breiter Zerfall im rotwelligen Spektralbereich mit einem Maximum bei
680 nm und eine Abweichung um 500 nm.

Das DADS zu 7, = 20 ps hat nur geringe Amplitude. Man erkennt Absorptionsab-
nahmen um 500 nm und um 400 nm. Es bildet sich dabei eine Bande bei 448 nm und
eine weitere, breite Bande um 547 nm aus. Die Bande bei 448 nm liegt spektral an
der Position der Cu(I)-Grundzustandsbande des cw-Spektrums.

Das DADS zum Zerfallsprozess mit 7, = 2,2 ps zeigt groe spektrale Ahnlichkeiten
mit dem DADS des Zerfallsprozesses zu 73. Analog zum DADS zu 73 zerféllt eine
Bande im Bereich der Cu(II)-Absorption bei 385 nm und es bildet sich eine Bande bei
438 nm, die relativ zur Cu(I)-Bande leicht rotverschoben ist. Ebenso ist der Zerfall
einer breiten Absorption im rotwelligen Bereich zu verzeichnen, deren Maximum bei
680 nm liegt.

Das DADS zu 79 = 0,34 ps zeigt Zerfalle fiir eine Bande, die mit einem Maximum bei
460 nm leicht rotverschoben und verbreitert gegentiber der Grundzustandsbande des
Cu(I) liegt und fiir eine weniger intensive, spektral breite Schulter bei etwa 525 nm.
Leichte Absorptionszunahmen zeigen sich im Bereich der Cu(II)-Bande bei 385 nm
und im rotwelligen Bereich jenseits von 625 nm.

Liganden- und Losungsmittelabhangigkeit

Die Zeitkonstanten aller durchgefithrten Messungen werden in Abbildung 11.7 zu-
sammengefasst. Eine Abhangigkeit der untersuchten Prozesse von der Anregungswel-
lenlange kann bei den Messungen nicht beobachtet werden.

Beziiglich der Ligandenabhangigkeit stellt man eine Verléngerung der Lebensdauer
des langlebigen Cu(II)-Zustandes beim DMEG-Liganden gegentiber dem TMG-
Liganden um einen Faktor 1,5 fest. Sonst fallen im Rahmen der Messgenauigkeit
keine Unterschiede auf.

Weiterhin sind die Zerfallszeiten des langlebigen Cu(II)-Zustandes lésungsmittelab-
héingig. In ACN zerfallen diese Zustdnde doppelt so schnell, wie in DCM.

114



11.2. Ergebnisse der Messungen

DCM ACN DCM ACN
@ 400nm @ 400nm @ 400nm
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Abbildung 11.7.: Ergebnisse aller am BMO durchgefiihrten Messungen:

Die durch die globale Anpassung ermittelten Zeitkonstanten sind aufgezeigt. Die einzigen signifikanten
Unterschiede liegen bei den Zerfallszeiten der langlebigen Cu(ll)-Zustande (violett) vor. Eine Abhéngigkeit
von der Anregungswellenlange ist nicht beobachtbar.

Diskussion der UV /Vis-Daten

Die hohe Ahnlichkeit des DADS zur langen Zeitkonstanten 73 mit dem Differenz-
spektrum der Komplexe beider Oxidationsstufen in Kombination mit dem Zerfall
der breiten Chinolinradikalbande bei 680 nm [Cha68] legen nahe, dass es bei diesem
Prozess zu einem LMCT kommt. Das Kupferion wird reduziert und der Ligand
oxidiert. Der Komplex relaxiert wieder in den Grundzustand.

Die Signaturen des DADS zu 7, = 20 ps gleichen einer spektralen Einengung einer ver-
breiterten Cu(I)-Bande. Dieses Verhalten ist charakterisitisch fiir das Kiihlen heiler
Grundzustédnde [PPKO01]. Damit deckt sich die Interpretation dieses Zerfallsprozesses
mit dem Modell der Infrarotdaten. Die Zeitkonstante unterscheidet sich von derjeni-
gen, die durch die IR-Messungen bestimmt wurde. Aufgrund der geringen Amplitude
und der dadurch reduzierten Prézision bei der UV/Vis-Messung kann man die beiden
Zeitkonstanten innerhalb des Fehlers als identisch betrachten. Aufgrund der wesent-
lich praziseren IR-Messung wird diesem Prozess die hier bestimmte Zeitkonstante
von 13 ps zugewiesen.

Beim DADS zu 7, = 2,2 ps deutet sich wie beim DADS zu 13 = 263 ps der Zerfall
eines Cu(II)-Zustandes in einen Zustand mit Cu(I)-Charakter an, bei dem allerdings
die entstehende Cu(I)-Bande leicht blauverschoben ist. Da ebenfalls ein Zerfall des
Chinolinradikals zu beobachten ist, kann bei diesem Zerfall ein Ubergang eines
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Zustandes mit MLCT-Charakter in den (heien) Grunzustand auftreten. Aus dem
Modell der IR-Messungen ist bekannt, dass bei diesem Prozess ebenso der Ubergang
von X; in den langlebigen Cu(II)-Zustand erfolgen. Eine Interpretation des Prozesses
zu Ty ist anhand des DADS schwierig, es werden noch weitere Informationen aus
theoretischen Rechnungen benotigt.

Weitere Erkenntnisse aus DFT-Rechnungen und
XAS-Messungen

Die hier gezeigten Messungen kénnen keine Aussagen iiber die genaue Geometrie
der in obigem Modell diskutierten Zustéande treffen. Dazu miissen sie mit weiteren
Methoden kombiniert werden.

DFT-Rechnungen aus der Gruppe Herres-Pawlis zeigen, dass bei Anregung mit 400 nm
ein hoherer, angeregter Zustand erreicht wird (S14). Dieser Zustand weist einen Winkel
zwischen den Ligandenebenen von 70°-75° auf, was einer Grundzustandsgeometrie
des Cu(I)-Komplexes entspricht. Demnach haben sich die Kernkoordinaten noch
nicht geandert und der Sy4-Zustand liegt im Franck-Condon-Regime. Es liegen keine
experimentellen Ergebnisse vor, die diesen Befunden widersprechen.

Es finden sich in den Rechnungen weiterhin Indizien fiir S;-Zusténde, deren Liganden-
geometrie ebenfalls der Grundzustandsgeometrie des Cu(I)-Komplexes entsprechen.
Ebenso gibt es aber Hinweise auf Singulett-Zusténde, bei denen der Winkel zwi-
schen den Ligandenebenen kleiner ist ist und mit einem Wert von etwa 45° im
Bereich der Cu(II)-Spezies liegt. Das bedeutet, dass es auf der Energiehyperflache
des Si-Zustandes zu einer Jahn-Teller-Verzerrung kommen muss. Damit ist bereits
der Winkelwert der Cu(IT)-Geometrie erreicht, was die spektrale Ahnlichkeit des
X Zustandes mit dem langlebigen Cu(II)-Zustand bei der IR-Messung erklért (s.
Abbildung 11.5). Deshalb liegt es nahe, den Prozess zu 7y mit der Ligandenabflachung
in einen Jahn-Teller-Zustand zu verkniipfen. Die Bildung der fiir Cu(II)-Geometrie
charakteristischen Bande bei 385 nm im DADS unterstiitzt diese Interpretation. Der
Zustand X; wird deshalb als ein abgeflachter ‘MLCT-Zustand interpretiert.
DFT-Rechnungen zeigen, dass der langlebige MLCT-Zustand Triplett-Charakter
aufweist. Er wird deshalb als SMLCT-Zustand bezeichnet. Im Vergleich zum abge-
flachten S; zeigt er eine verkleinerte Cu-Ngyu,-Bindungslédnge. Strukturauflosende
Anreg-Abtast-Rontgenabsorptionsexperimente (XAS, von der AG um Prof. M. Riib-
hausen durchgefithrt) stiitzen diesen Befund. Sie liefern Indizien dafiir, dass der
Abstand der Cu-Ngu,-Bindungen in ACN nach spétestens 50 ps demjenigen des
[Cu(TMG),]*" entspricht. Diese Abstandsianderung konnte die geringen, spektralen
Unterschiede des abgeflachten 'MLCT-Zustandes und des MLCT-Zustandes erkli-
ren.

Die Rechnungen liefern Indizien dafiir, dass die lose Koordination eines Losungsmit-
telmolekiils die Relaxation des SMLCT-Zustand beschleunigt und dass es mit geringer
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11.3. Interpretation der Messungen und Reaktionsschema

Wahrscheinlichkeit zur Bildung eines stabilen Losungsmittel-Exciplexes kommt, des-
sen Lebensdauer im Nanosekundenbreich liegen sollte. Es ist moglich, dass dieser
Exciplex die kleinen Absorptionsidnderungen am Ende der Messzeit hervorruft. Wie
in Unterabschnitt 11.2.1 erldutert kann als obere Grenze fir die Population dieses
Zustandes 5% aller angeregten Molekiile abgeschétzt werden.

11.3. Interpretation der Messungen und
Reaktionsschema

Die vorgestellten Ergebnisse und Interpretationen fiithren zu folgendem Reaktionssche-
ma der Cu-Guanidinquinolin-Komplexe (s. Abbildung 11.8): Nach Photoanregung mit
400 nm wird direkt ein Ladungstransfer vom Kupferzentrum auf das Ligandensystem
induziert. Der angeregte S14-Zustand zeigt noch dieselbe Ligandengeometrie wie der
Grundzustand. Mit einer Zeitkonstanten von 0,3 ps muss der Jahn-Teller-verzerrte S;-
Zustand gebildet werden. Es ist wahrscheinlich, dass dieser Zustand nicht direkt aus
dem Sy, gebildet wird, sondern dass zunéchst Singulett-Zustand entsteht, bei dem die
Geometrie noch derjenigen des Sy4-Zustandes entspricht. Durch Relaxation auf der
Si-Energiehyperfliche kommt es dann zur Jahn-Teller-Verzerrung. Dieser entatische
Zustand weist einen Winkel von 45° zwischen den Ligandenebenen auf. Von diesem
Zustand aus gabelt sich das Reaktionsschema. Zu etwa gleichen Teilen werden der
heifle Grundzustand und der Triplett-MLCT-Zustand mit einer Rate von je 1/4,4 ps
gebildet. Der heifle Grundzustand zeigt sowohl beziiglich der Ligandengeometrie
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Cu® s Te<lps 'MLCT flattened
=0,3 ps 1
! r\‘p MLCT flattened
Franck-Condon S— . SMLCT

ACN
o

—
11,=4,4 ps e
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¢
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Abbildung 11.8.: Reaktionsmodell der Kupferkomplexe nach den Messungen am BMO:
Die Kupferkomplexe sind als roter Kreis (Cu) sowie violette und tirrkise Striche (Liganden) dargestellt.
Im heiBen Grundzustand sind héhere Schwingungsmoden angeregt, die als orange Pfeile angedeutet sind.

als auch beziiglich des elektronischen Zustandes Cu(I)-Grundzustandskonfiguration.
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11. Zeitaufgeloste Messungen an Kupfer-GuaQu-Komplexen

Er ist lediglich schwingungsméafig angeregt und kiihlt mit einer Zeitkonstanten von
13 ps.

Beim ISC in den *MLCT-Zustand findet keine weitere Ligandenverdrehung statt.
Die Bindungsldngen Cu-Ngu. verkleinern sich. Dieser Zustand kann Losungsmittel-
molekiile koordinieren, was wie in Abschnitt 11.2.2 erwahnt zur Relaxation in den
Grundzustand und zur Bildung von Exciplexen fiihren kann. Die Unendlich-Spektren
der globalen Anpassung liefern keine eindeutigen Hinweise fiir die Existenz langle-
biger Spezies am Ende der Messung. Man kann anhand der Spektren abschétzen,
dass maximal 5% der angeregten Molekiile einen Zustand mit einer Lebensdauer im
Nanosekundenbereich bilden kénnen.

Die Zeit- und Losungsmittelabhédngigkeiten lassen sich folgendermaflen erkléren:
TD-DFT Rechnungen der Gruppe Herres-Pawlis zeigen, dass es im *MLCT-Zustand
zu einer losen Koordination von Losungsmittelmolekiilen kommen kann. Kurz nach
der losen Koordination eines ACN-Molekiils kommt es zum Ladungstransfer vom
Liganden zuriick zum Kupferion und die Ligandengeometrie dreht in die des Grund-
zustandes zuriick. Der Zerfall des SMLCT-Zustandes erfolgt also unter loser Koor-
dination eines Losungsmittelmolekiils an das Kupferzentrum. Die Koordination ist
in ACN stabiler als in DCM [Pen13] und beschleunigt somit die Reaktion in den
Grundzustand [MFC15].

Die Verlingerung der Lebenszeit des MLCT-Zustandes beim DMEG-Liganden
(400 ps) gegeniiber dem TMG-Liganden (260 ps) kann folgendermaflen erklart werden:
Als Gegenion befinden sich PFy-Ionen in den Losungen der Komplexe. Der DMEG-
Ligand ist aufgrund der Ethylbriicke planarer als der TMG-Ligand. Daher konnten
sich die PFg-Ionen an den abgeflachten >MLCT-Zustand mit DMEG-Liganden besser
anlagern und so die Losungsmittelmolekiile abschirmen. Daduch wird die Relaxation
iiber die Koordination der Losungsmittelmolekiile verringert.

Fiir dieses Modell (s. Abbildung 11.8) kénnen nun durch eine entsprechende Line-
arkombination der DADS die Differenzspektren der transienten Zustande (SADS)
berechnet werden. Durch Addition der reskalierten Grundzustandsspektren kénnen
dann auch die Absolutspektren der transienten Zusténde (SAS) abgeschétzt werden.
Dieses Verfahren wurde fiir die UV /Vis-Messungen angewendet. Abbildung 11.6 d
zeigt das Grundzustandsspektrum des [Cu(TMG)y]T-Komplexes (schwarz) und das
SAS des heilen Grundzustandes (orange). Man erkennt grundsatzlich eine grofle
Ahnlichkeit der beiden Spektren. Im SAS des heifien Grundzustandes ist allerdings
die Cu(I)-Bande verbreitert, wie man es fiir vibratonisch angeregte Zusténde erwartet
[PPKO1]. In Abbildung 11.6 e sind die SAS des Si4-Zustandes (rot), des S;-Zustandes
(griin), des abgeflachten *MLCT-Zustandes (blau) und des Cu(IT)-Grundzustandes
(braun) gezeigt. Man erkennt eine deutliche Abnahme der Absorption vom hoch
angeregten Syy-Zustand tber Si- bis zum abgeflachten Triplett-Zustand. Ab dem
Si-Zustand ist die Cu(II)-Bande bei 385 nm voll ausgeprégt. Zusatzlich ist die breite
Chinolinradikalabsorption im roten Bereich bei allen SAS vorhanden. Neben der
zu niedrigen, angeregten Zustidnden verschwindenen, breiten Absorption zwischen
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11.3. Interpretation der Messungen und Reaktionsschema
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420 nm und 550 nm ist eine Bande um 490 nm prasent. Diese Signaturen koénnten
folgendermaflen erklért werden:

Man wiirde normalerweise eine breite ESA der angeregten Zustidnde von 420 nm
bis 550 nm erwarten. Die verringerte Absorption bei 450 nm lésst sich durch das
Ausbleichen des Grundzustandes erklaren. Beim Absorptionsminimum bei 525 nm
konnte es sich um stimulierte Emission fluoreszierender Zwischenzusténde handeln.
Das Emissionsspektrum des Cu(I)-Komplexes (s. Abbildung 11.9) weist ein Maxi-
mum bei 500 nm auf, was diese Interpretation stiitzt. Der S;-Zustand kann direkt
fluoreszieren, beim 3MLCT-Zustand kénnte es sich um die sog. delayed fluorescence
handeln, wie sie bei anderen Liganden in der Literatur bekannt sind [Ber16]. Ein
strahlender Ubergang aus dem Triplett-Zustand in den Grundzustand ist verboten.
Liegen Triplett und S; aber energetisch so nah beieinander, dass der Triplett ther-
misch in den S; tiberfithrt werden kann, so misst man die Emission vom S; in den
Grundzustand. Ob diese Erkldrung auch auf die hier betrachteten Komplexe zutrifft,
konnte nur mithilfe von zeit- und spektral aufgelosten Emissionsmessungen geklart
werden, welche allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht durchfithrbar waren.
Zusammenfassend lasst sich mit grofler Sicherheit annehmen, dass die Kinetik mit
73 = 240 ps durch den Zerfall des SMLCT-Zustandes hervorgerufen wird und dass
parallel zum ISC ein heifler Grundzustand bevolkert wird, der mit 13 ps kiihlt.
Deutliche Signaturen fiir diese beiden Zustédnde finden sich in beiden Messungen,
d.h. in transienten Absorptionsspektren im UV /Vis- und IR-Bereich. Die UV /Vis-
Messungen liefern Hinweise darauf, dass es noch schnellere Prozesse unterhalb der
Zeitauflosung der Infrarotmessung gibt, bei denen es sich um die interne Konversion
in den S;-Zustand und die Jahn-Teller-Verzerrung handeln kénnte. Dies soll anhand
der Literatur auf Plausibilitat tiberprift werden.
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12. Vergleich der GuaQu-Komplexe mit
anderen Cu-Modellsystemen

Neben den hier vorgestellten Komplexen werden in der Literatur zahlreiche Systeme
mit anderen Liganden untersucht und diskutiert. Bestehende Modellvorstellungen
aus der Literatur sollen in diesem Kapitel vorgestellt werden, damit die in Kapitel 11
vorgestellten Modelle eingeordnet werden kénnen.

12.1. Cu-Phenanhtrolin-Komplexe und heiBBe
Grundzustande bei Metallkomplexen in der
Literatur

Zu den am besten untersuchten Systemen zahlen aufgrund ihres Potentials als Ener-
giewandler in der Solarindustrie die Kupferkomplexe mit Phenanthrolinderivaten
(phen) als Liganden. Mara et al. [MFC15] fassen die lichtinduzierten Reaktionen in
Abhéngigkeit verschiedener phen-Liganden zusammen. Dabei gehen sie von folgendem
Reaktionsschema aus (s. Abbildung 12.1): Nach der Photoanregung in einen hoher
gelegenen Zustand (Sz) wird ein Elektron vom Kupfer-Zentrum auf das Liganden-
system iibertragen. Die folgende interne Konversion in den 'MLCT-Zustand erfolgt
ultraschnell (<50fs). Danach kommt es auf der Subpikosekundenskala zur Jahn-
Teller-Verzerrung und anschlieend zum intersystem crossing in den Triplett-Zustand.
In diesem Zustand kann die Koordination eines Losungsmittelmolekiiles erfolgen,
wodurch ein Exciplex gebildet wird. Dieser relaxiert in den Cu(I)-Grundzustand. Die
Zuweisung der Zustande basiert auf zeit- und spektral aufgeloster Fluoreszenzspek-
troskopie und transienter Absorptionsspektroskopie im sichtbaren Spektralbereich
[ITT15] sowie élteren Untersuchungen der temperaturabhéngigen Emissionslebens-
dauer [Kir83].

Die von Mara et al. [MFC15] dargestellten Liganden- und Losungsmittelabhéngigkei-
ten der einzelnen Schritte werden nun néher betrachtet.

1. Grundzustandsgeometrie: Bei Substitutionen an den Positionen 2 und 9 des
Phenanthrolins mit Alkylresten wird die Geometrie des Grundzustandes mit
zunehmender Grofle der Substituenten tetraederformiger und die Lange der
Cu-N-Bindungen nimmt zu. Bei kleinen Substituenten ist schon der Grund-
zustand deutlich abgeflacht. Bei aromatischen Resten sind aufgrund von -
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12. Vergleich der GuaQu-Komplexe mit anderen Cu-Modellsystemen
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Abbildung 12.1.: Reaktionsschema fiir Cu-Phenanthrolinkomplexe nach MFC15:

Nach der Photoanregung in den Franck-Condon-Zustand S, kommt es zur internen Konversion (1C)
in den "MLCT-Zustand. Danach flacht die Ligandengeometrie durch eine Jahn-Teller Verzerrung (J-T
dist.) ab und es kommt zum intersystem crossing (ISC) in den 3MLCT-Zustand. Durch Koordination
eines Losungsmittelmolekiils wird die Relaxation in den Grundzustand beschleunigt.

m-Wechselwirkungen globale Aussagen nicht moéglich und erfordern jeweils
gesonderte Betrachtungen [MGK98, Kle90]. Fir eine tetraedrische Grundzu-
standsgeometrie ist die Oszillatorstérke fiir den Sq — S; Ubergang sehr gering
[Zgi03].

2. Jahn-Teller-Verzerrung: Da die Elektronenkonfiguration nach der Anregung
durch den MLCT einem Cu(II)-Zustand entspricht, passt sich die Liganden-
geometrie entsprechend an und der Winkel zwischen den Phenanthrolinebenen
wird kleiner. Nur im Fall sterisch sperriger Liganden bleibt die tetraedrische
Koordinationsgeometrie erhalten. Die Verzerrungsprozesse erfolgen schneller
als eine Pikosekunde.

3. Intersystem Crossing: Die Ubergangsrate in den Triplett-Zustand hingt von
der eben beschrieben Geometrieanderung ab [MFC15]. Mit der Abflachung
der Ligandengeometrie wird die fiir die ISC-Rate verantwortliche Spin-Bahn-
Wechselwirkung kleiner und die ISC-Rate sinkt. Bei kleineren Liganden, die
eine deutlich abgeflachte Geometrie nach der Jahn-Teller-Verzerrung zeigen, ist
dementsprechend die Bildungsrate des Triplett-Zustandes klein im Vergleich
zu sperrigen Liganden, die eine Tetraedergeometrie aufweisen und dementspre-
chend hohe Spin-Bahn-Wechselwirkung aufweisen.
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12.2. Einordnung der Cu-GuaQu-Komplexe

Studien von Chergui [Chel5b] zeigen, dass neben den strukturellen Dynamiken
auch die Zustandsdichten einen wesentlichen Beitrag zum Betrag der ISC-Rate
darstellen.

4. Exciplex-Bildung: Der nach dem ISC vorliegende abgeflachte *MLCT-Zustand
kann Losungsmittelmolekiile koordinativ binden, wodurch ein Exciplex entsteht.
Dadurch wird die Energiebarriere zum Grundzustand abgesenkt und eine Rela-
xation erfolgt schneller [MFC15]. Fiir die Wahrscheinlichkeit, dass ein Exciplex
gebildet werden kann, sind zwei Faktoren wesentlich: die Losungsmittelzugang-
lichkeit des Kupferzentrums und die Donorenstéarke der Losungsmittelmolekiile.
Sperrige Liganden schirmen das aktive Zentrum gut ab, wodurch die Exci-
plexbildung verschlechtert und die Lebensdauer des SMLCT-Zustandes erhoht
wird. Ebenso stabilisieren schwach koordinierende Losungsmittel wie DCM den
SMLCT-Zustand.

Die Lumineszenzlebensdauern betragen beispielsweise fiir [Cu(phen),]™ in ACN
16 ps [Loc10] und fir den Di-2,9-Tertbutylphenanthrolin-Liganden in DCM
3260 ns [GGB09].

Nach Wissen des Autors wurden an Phenantrolin-Systemen weder Messungen im
mittelinfraroten Abtastbereich durchgefiithrt, noch heifle Grundzustiande diskutiert.
Letztere wurden aufgrund transienter Absorptionsmessungen im sichtbaren Spektral-
bereich allerdings fir andere Kupferproteine und Modellkomplexe vorgeschlagen.
Ultraschnelle transiente Absorptionsmessungen am blauen Kupferprotein Umecya-
nin zeigen Indizien fiir das Kiihlen eines heifen Grundzustandes mit 2 ps [Del06].
Die Zuweisung des heiflen Grundzustandes wurde mittels transienter Absorptionss-
pektroskopie durch die spektrale Einengung der Grundzustandsbande wahrend des
Kiihlprozesses (s. )Kapitel 11) vollzogen. Ebensolche Hinweise auf einen heiflen
Grundzustand, der mit 760 fs kiihlt, wurden fiir das Protein Rusticyanin diskutiert
[Biz12]. Bei Photoanregung des Plastocyanins wird von Nagasawa et al. [Nagl0]
ausschlielich die Relaxation iiber einen heiflen Grundzustand beobachtet.
Weiterhin werden heie Grundzustande bei Cu(II)-Chloro-Komplexen diskutiert. Sie
stellen auch hier wichtige Relaxationswege in den Grundzustand dar [Merl5, Merl4,
Mer12]. All diese Studien zeigen, dass heifle Grundzusténde bei der Betrachtung von
Kupfersystemen berticksichtigt werden miissen.

12.2. Einordnung der Cu-GuaQu-Komplexe

Die in Kapitel 11 gezeigten IR-Messungen liefern starke Indizien dafiir, dass ein
Ubergang in einen heifen Grundzustand beim Reaktionsschema des MLCT von Cu(I)-
Guanidinquinolin-Komplexen in Konkurrenz zum ISC tritt. Dies ist ein grundlegender
Unterschied zum Reaktionsschema der Phenanthrolin-Komplexe (s. Abbildung 12.1).
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12. Vergleich der GuaQu-Komplexe mit anderen Cu-Modellsystemen

Eine mogliche Erklarung fiir diesen Unterschied konnte die hohere Mobilitat der
GuaQu-Liganden im Vergleich zu den Phenanthrolin-Liganden sein. Durch die gerin-
gere sterische Abstoflung der Liganden untereinander kénnen sie leichter abflachen.
Durch diese Einnahme des energetisch herabgesetzten, entatischen Zustandes wird
die Energiebarriere zum Grundzustand kleiner und die Rate der Relaxation in den
heiflen Grundzustand nimmt zu.

Das intersystem crossing ist fiir die GuaQu-Komplexe mit 4,4 ps etwas schneller als
es bei den Phenanthrolin-Komplexen der Fall ist (5ps - 10 ps [MFC15]). Diese schnel-
le Triplett-Bildung ist bemerkenswert, da man aufgrund der gréfSleren Abflachung
im Vergleich zu den Phenanthrolin-Komplexen eine Verringerung der Spin-Bahn-
Wechselwirkung und somit eine kleinere ISC-Rate erwarten wiirde. Andererseits
muss fiir die Triplettbildung keine Abflachung mehr erfolgen. Lediglich die Cu-Ngya-
Bindungslédnge muss sich verringern, was durch eine kleine geometrische Umlagerung
schnell ablaufen kann. Dieser Befund legt analog zu den Ergebnissen von Chergui
[Chelbb] nahe, dass bei Kupferkomplexen fiir die ISC-Rate neben der Spin-Bahn-
Wechselwirkung auch geometrische Faktoren von grofier Bedeutung sind. Man kann
deshalb den abgeflachten *MLCT-Zustand als entatischen Zustand sehen, der die
ISC-Rate erhoht. Solche entatischen Zustande beziiglich der Spinmultiplizitat wurden
bisher in der Literatur noch nicht diskutiert.

Bezitiglich der Losungsmittelabhéngigkeit stimmen beide Schemata iiberein. Das stark
koordinierende Losungsmittel ACN erhoht die Relaxationsrate des *MLCT-Zustandes.
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13. Zusammenfassung der Messungen an
Cu-Komplexen

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit wurden die ersten transienten Absorpti-
onsmessungen im infraroten Spektralbereich zur Beobachtung des lichtinduzierten
Ladungstransfers in Kupferkomplexen durchgefiihrt. Aufgrund der ausgepréagten,
spezifischen Infrarot-Banden fiir beide Oxidationsstufen des Kupfers erlauben die
Infrarotmessungen die Zuweisung von Zwischenzustédnden. Im Detail konnten das
Kiihlen eines heien Grundzustandes mit 13 ps und der Zerfall des SMLCT-Zustandes
nachgewiesen werden. Die Bildung eines heiflen Grundzustandes wurde bisher fir
andere Kupferproteine vermutet, aber nicht im Detail untersucht. Sie stellt einen zur
Triplett-Bildung konkurrierenden Kanal dar und muss bei der Entwicklung neuer
Energietransfersysteme fiir Solarenergiekonversion moglichst gering gehalten werden.
Zusétzlich wurden transiente Absorptionsmessungen im sichtbaren Spektralbereich
durchgefiihrt, deren bessere Zeitauflosung schnellere Prozesse zugénglich macht. Die
Ergebnisse dieser Messungen legen zusammen mit DFT-Rechnungen nahe, dass
zusatzlich zu den aus den Infrarotmessungen bekannten Zustinden noch eine Jahn-
Teller-Verzerrung des S;-Zustand mit 0,3 ps ablauft.

Die Kombination der transienten Absorption fiir verschiedene Spektralbereiche, der
XAS-Messungen und der DFT-Rechnungen erméglichte es, ein detailliertes Bild des
lichtinduzierten Ladungstransfers bei Kupfer-Guanidinquinolinkomplexen aufzustel-
len. Es finden sich Indizien fiir die Existenz eines entatischen Zustandes beziiglich
der Spinmultiplizitdt, der ein schnelles ISC begiinstigt. Dieser entatische Zustand
konnte ein Grund fiir die effiziente Bildung langlebiger Elektronentransferzustande
in Kupferproteinen sein und hohe Relevanz in biologischen Systemen haben.
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14. Zusammenfassung

Proteine ermoglichen das Leben, wie wir es kennen. Sie erfiillen unterschiedlichs-
te Aufgaben in Organismen: sie dienen als Signaltransmitter, erlauben in unseren
Muskeln die Umsetzung von chemischer Energie in mechanische Arbeit, grenzen als
Bindegewebe Korperregionen ab, wandeln duflere Signale wie z.B. Lichtreize in elek-
trische Impulse um, katalysieren Redox-Reaktionen und vieles mehr. Bei all diesen
unterschiedlichen Aufgaben ist ihnen eines gemein: Sie funktionieren nur, wenn sie
eine definierte, raumliche Anordnung — den nativen Zustand — aufweisen. Anfinsens
Experimente haben gezeigt, dass dieser native Zustand in der Aminosdurensequenz
eines Proteins codiert ist. Welchen Weg ein ungefaltetes Protein zum gefalteten,
nativen Zustand nimmt und zu welchen Prozessen es dabei in welcher Reihenfolge
kommt, ist bis heute nicht abschliefend geklart. Einige Theorien gehen davon aus,
dass es zuerst zur Bildung von Sekundérelementen (a-Helices und p-Faltblatter)
kommt, die sich anschlieBend zur nativen Struktur reorganisieren.

a-helikale Modellsysteme sind schon seit langerem Gegenstand der Forschung, wo-
hingegen stabile, S-faltblatt-artige Systeme erst mit der Entdeckung des TrpZip2
im Jahre 2004 zugénglich wurden. Diese durch hydrophobe Trp-Paare stabilisierte,
[-Haarnadeln-bildende Struktur wurde bereits in zahlreichen Studien untersucht.
Durch die dort verwendeten Methoden war es nicht moglich, eine Zeitauflosung
unterhalb weniger Nanosekunden zu erreichen. Es konnte zudem nur die temperatur-
sprunginduzierte Entfaltung direkt beobachtet werden. Eine definierte Adressierung
der Faltungsreaktion war nicht moglich. Um diese Probleme anzugehen, wurde die
Schleifensequenz des TrpZip2 durch einen Photoschalter (AMPP) ausgetauscht, der
photokontrollierbare cis-trans-Isomerie zeigt [Aem05, Don06]. Das so entstandene
Molekiil trégt den Namen AzoTrpZip2 (ATZ). Im cis-Konformer bildet das ATZ sta-
bile, monomere -Haarnadeln aus. Dagegen findet man fiir das trans-Konformer des
AMPP ein Ensemble mehrerer, ungefalteter und offener Strukturen. Liegt das AMPP
im trans-Isomer vor, kann man es durch Belichtung in das cis-Konformer iiberfiithren
(355 nm) und umgekehrt (430 nm). Da beide Konformere des AMPP-Schalters fiir
die Dauer der Experimente stabil sind!, lassen sich mithilfe dieses Ansatzes die
Faltungsreaktion (trans — cis) und die Entfaltungsreaktion (cis — trans) getrennt
untersuchen. Vorhergehende Arbeiten iiber Infrarotspektroskopie im Amid-I-Bereich
haben bereits ultraschnelle Vorgange fiir beide Reaktionen sowie die Faltung des
ATZ vom Femtosekundenbereich bis zu mehreren hundert Mikrosekunden untersucht.

'Das trans-Konformer ist thermisch stabil, das cis-Konformer geht thermisch auf der Zeitskala
mehrerer Tage in das trans-Konformer tiber
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14. Zusammentfassung

Bei der Faltungsreaktion konnte beobachtet werden, dass es hauptséachlich auf der
Mikrosekundenskala zur Bildung von Wasserstoftbriicken zwischen den Peptidstran-
gen kommt. Eine geringe Amplitude entféllt auf eine Nanosekundendynamik. Ein
Vergleich von isomerisierungsinduzierter Faltung und temperatursprunginduzierte
Entfaltung zeigte, dass die Faltung des ATZ ein thermisch aktivierter Prozess sein
muss und man bei der isomerisierungsinduzierten Faltung auf der Mikrosekunden-
zeitskala im Wesentlichen den Ubergang aus dem entfalteten cis-Konformer in das
gefaltete cis-Konformer beobachtet. Die beiden Zustdnde werden von einer relativ
groen Energiebarriere von 40 n% getrennt. Im Rahmen dieser Messungen war es
nicht moglich, die Dynamik der Seitenketten aufzulosen, die die S-Haarnadelstruktur
durch die hydrophoben Wechselwirkungen der Tryptophane wesentlich stabilisieren.
Dazu wurde in dieser Arbeit ein Aufbau realisiert, der die Messung der zeitabhéngi-
gen Fluoreszenzintensitat nach Auslosen der cis — trans Isomerisierung des AMPP
erlaubt. Diese Messungen zeigten fiir die Faltung des ATZ zunéchst einen spontanen
Anstieg am Zeitnullpunkt, der auf eine Anderung der FRET-Effizienz von Tryptophan
auf Azobenzol zuriickgefithrt werden konnte. Die weitere Dynamik zeigte dieselben
Zeitkonstanten, wie die vor dieser Arbeit durchgefiihrten Infrarotmessungen (100 ns
und 17 ps). Daher ist anzunehmen, dass sich die hydrophoben Wechselwirkungen
zusammen mit den Wasserstoffbriicken ausbilden. Es ist sehr wahrscheinlich, dass
die Paarung der Tryptophane den ratenlimitierenden Schritt der Faltung des ATZ
darstellt.

Bei den Infrarotmessungen der Entfaltungsreaktion zeigten sich bereits auf der Piko-
sekundenskala Signaturen fiir einen beginnenden Entfaltungsprozess. Allerdings ist
die Entfaltung nach 3 ns noch nicht abgeschlossen. Messungen auf langeren Zeitskalen
sind erst mit der in dieser Arbeit vorgestellten Integration des N'T 242-Lasers in den
bestehenden Aufbau moglich geworden, der die nétige Wellenldnge von 430 nm zur
Verfiigung stellen kann und elektronisch mit der Abtastanlage synchronisierbar ist.
Diese Messungen ergaben drei weitere Prozesse (71 = 30ns, 75 = 1,9 ps, 73 = 17ps).
Durch spektrale Analysen der zu diesen Prozessen gehorigen Zerfallsspektren konnte
ein sequentielles Modell der Entfaltung des ATZ vorgeschlagen werden:

Nach der Photoisomerisierung des AMPP beginnt mit etwa 600 ps ein unzipping
der Interstrang-Wasserstoftbriicken vom AMPP zu den Termini, das bis etwa 2 ps
dauert. Danach sind alle Wasserstoftbriicken auf dem Weg zum entfalteten trans-
AT7Z gebrochen, die Peptidstrange liegen aber aufgrund des noch bestehenden hy-
drophoben Kerns der Trp-Paare immer noch parallel nebeneinander in einer (-
faltblattartigen Anordnung vor. Diese geht erst mit dem Auflésen der hydrophoben
Trp-Trp-Wechselwirkung (17 ps) verloren. Mit diesen Ergebnissen kann der gesamte
Zyklus der strukturellen Anderungen des ATZ diskutiert werden. Diese Betrach-
tung unterstreicht die Wichtigkeit der getrennten Adressierbarkeit von Faltung und
Entfaltung, da beide Reaktionen grundlegend unterschiedlichen Pfaden folgen. Die
kombinierte Betrachtung deutet darauf hin, dass die Dynamiken der Wasserstoft-
briicken um eine Gréflenordnung schneller sind, als diejenigen der hydrophoben
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Wechselwirkungen. Fiir die Faltung groflerer Proteine konnte das bedeuten, dass sich
[-Faltblattregionen dann schnell falten konnen, wenn ihre Umgebung bereits eine
Struktur geschaffen hat, die die raumliche Néhe der Stringe fordert.

Diese Arbeit ermoglicht detaillierte Einblicke in die Dynamiken der Wasserstoft-
briicken und der hydrophoben Wechselwirkungen wéhrend der Faltung und der
Entfaltung des -Haarnadelmodellpeptids ATZ, da mit den hier durchgefiihrten
Messungen der gesamte Schaltzyklus des ATZ diskutiert werden kann.

Einen besonderen Einfluss hat die Proteinstruktur auf die Klasse der blauen Kup-

ferproteine. Dort wird ein Kupferion im aktiven Zentrum von Aminosduren (z.B.
Histidin) komplex gebunden. Diese Proteine fungieren als Redox-Katalysatoren und
sind am FElektronentransfer beteiligt. Dabei &ndert sich die Oxidationsstufe des
Kupfers. Es wurde gezeigt, dass die Struktur der umliegenden Proteinmatrix grofien
Einfluss auf das Redoxpotential hat, indem sie die Geometrie der Liganden verédndert.
Diese geometrisch verzerrten Zustande liegen energetisch naher am Elektronentrans-
ferzustand, wodurch dieser effektiver erreicht werden kann. Man nennt sie entatische
Zustiande. Kupfer-Guanidinchinolin(GuaQu)-sind Modellsysteme fiir das aktive Zen-
trum blauer Kupferproteine. Diese Komplexe zeigen entatische Zustidnde in beiden
Oxidationsstufen. Regt man die Cu(I)-Spezies mit einer Wellenldnge von 400 nm
an, so kommt es zu einem Ladungstransfer vom Kupfer zum Liganden (MLCT),
der in dieser Arbeit zeitaufgelost untersucht wurde. Durch Kombination verschie-
dener spektroskopischer Methoden und dichtefunktionaltheoretischen Rechnungen
konnte gezeigt werden, dass es etwa 0,3 ps nach der Photoanregung des MLCT zu
einer Abflachung der Liganden zu einer Cu(II)-typischen Geometrie kommt. Mit
etwa 2 ps wird zum einen ein heiler Grundzustand bevolkert, der mit 13 ps abkiihlt.
Zum anderen erfolgt die Bildung eines Triplett-Zustandes. Bei diesem Ubergang
findet keine Ligandenabflachung mehr statt — es verktirzt sich lediglich der Abstand
der Cu-Ngu.-Bindung um etwa 0,1 A. Damit kann der abgeflachte MLCT-Zustand
mit Singulettcharakter als entatischer Zustand fiir den Triplett-Zustand interpre-
tiert werden, da er bereits die korrekte Verdrehung der Liganden aufweist. Der so
entstandene Triplett-Zustand zerfallt mit einer Zeitkonstanten von 240 ps in den
Cu(I)-Grundzustand. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Messungen liefern
keine Hinweise auf transiente Zustdnde am Ende der Messzeit (3 ns).
Die an den Cu-GuaQu-Komplexen durchgefithrten Messungen erlauben das Aufstellen
eines Reaktionsschemas fiir diese Modellsysteme und unterstreichen die Wichtig-
keit des Konzeptes des entatischen Zustandes. Zusammen mit anderen Methoden
legen sie nahe, dass es nicht nur fiir elektronische Ubergénge, sondern ebenfalls fiir
den Wechsel der Spinmultiplizitdat entatische Zustiande gibt, was bisher noch nicht
diskutiert wurde.
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