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Kurzfassung

Die vorliegende Arbeit liefert neue Bedtgé zu zwei wichtigen biophysikalischen Frage-
stellungen der Peptid-/Proteinfaltung:

1. Welchen Einfluss hat das Losungsmittel auf die initiale Konformationsdy-
namik? Das Molekil Azobenzol dient dazu, gezielt in einem ringfiigen Oktapeptid
getriebene Konformatioasiderungen auszwdéen. Azobenzol isomerisiert nach Licht-
anregung innerhalb weniger Pikosekunden. Es werden neue Ergebnisse zum Isomeri-
sierungsmechanismusgsentiert, die wichtige Hintergrundinformationen zum \émsit"
nis der Molekildynamik liefern. Durch die Isomerisatiandert sich dig,Lange" des
Azobenzols um fast den Faktor zwel, wodurch in den Azobenzol-Peptiden konformatio-
nelle Umorganisationen ausgst werden. Bereits @itier durchgaflirte Messungen an
DMSO-I6slichen Azobenzol-Peptiden zeigten, dass kinetische Prozesse, die mit Zeitkon-
stanten von~10 ps und~100 ps ablaufen, der Bewegung des Peptid-Teils zugeordnet
werden lohnen. Die hier @Sentierten Ergebnisse an Azobenzol-Peptiden, die in Wasser
l6slich sind zeigen, dass Prozesse auf Zeitskalgrps in Wasser um den Faktor 1.5-2
beschleunigt ablaufen. Man sieht in diesen ultraschnellen Kinetiken echte Umorganisatio-
nen des Peptid-&kgrats, deren Geschwindigkeit durch die Viskasiiss losungsmittels
bestimmt sind.

2. Wie schnéll ist die Kontaktbildung in Peptiden? Fur ein Verséindnis der Pro-
teinfaltung ist wichtig zu wissen, wie lange es dauert, bis zvairtrlich entfernte) Ami-
nosauren innerhalb eines Peptids einen Kontakt ausbilden. Zur Bestimmung dieser Kon-
taktbildungsrate werden Experimente an Xanthon-Peptideseptiert, die zwei Marker-
Molekile enthalten. Messungen ergeben, dass der durch einen kurzen Lichtimpuls ange-
regte Donor Xanthon innerhalb weniger Pikosekunden einen langlebigen Triplett-Zustand
besetzt. Weiterhin wird gezeigt, dass bei direktem Kontakt zum Akzeptor Naphthalin ein
Triplett-Triplett Energietransfer innerhaldl ps stattfindet. Das System Xanthon/Naph-
thalin bildet somit ein ideales Paar von Marker-Mal&i. In den hier untersuchten Pep-
tiden sind Donor und Akzeptor durch zwei (bzw. sechs) Aménwsin voneinander ge-
trennt und man findetut alle Peptide zwei Zeitkonstanteurfdie Kontaktbildung. Dies
ist ein Hinweis darauf, dass die Peptide im Gleichgewicht in zwei Sub-Ensembles vorlie-
gen: etwa ein Viertel der Peptide befinden sich in einer eher kompakten Form, von der
aus eine Kontaktbildung mit ~250 ps erfolgen kann, der Rest der Peptide ist in einer
eher gestreckten Konformation und die Kontaktbildung erfolgt mit einer Zeitkonstanten
im Bereich 6-14 ns.
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1 Proteinfaltung — Peptidfaltung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Antworten auf zwei wichtige biophysikalische Fragen
Zu geben:

1. Welchen Einfluss hat daklingsmittel auf die initialen Faltungsvargge in Pep-
tiden?

2. Wie schnell ist die Kontaktbildung in kurzen, frei beweglichen Peptiden?

Bevor die zwei Modellsysteme vorgestellt werden, mit denen in dieser Arbeit Ant-
worten auf diese beiden Fragen gefunden werden sollessem 'zuerst einige elementare
Begriffe eingefihrt und erkéirt werden, die zur Diskussion der Protein- bzw. Peptidfal-
tung rotig sind. Anschlielend wird das prinzipielle Problem der Proteinfaltung umrissen
und eine kurzdJbersicht etablierter Untersuchungsmethoden gegeben. Das Problem der
Proteinfaltung umfal3t einen Zeitbereich von Femtosekunden bis Stunden, also fast 17
GroélRenordnungen in der Zeit. Nach einem Blick auf die Zeitskalen von Mikrosekunden
und langer folgt eine Vorstellung deuf diese Arbeit interessanten ultraschnellen Prozes-
se im Sub-Nanosekundenbereich, bevor schlie3lich diet#asiorgestellt werden, die
im Rest dieser Arbeit verwendet wurden, um die initialen Schritte der Peptidfaltung zu
untersuchen. Am Ende dieses Kapitels steht eine kulzersichtuber den Aufbau der
restlichen Arbeit.

1.1 Begriffskl arung

Zundchst sind einige grundlegende Begriffe zu unterscheiden [Str94]:

e Aminosaure: Elementare Struktureinheit, bestehend aus einer Aminogruppe, ei-
ner Carboxylgruppe, einem Wasserstoffatom und eipRest’ R, alle gebunden an
ein Cy-Kohlenstoffatom. In der Seitenkette R unterscheiden sich die 201icét”
vorkommenden Aminaaliren (siehe Anhang H ab Seite 207).

e Peptid: Zwei beliebige Aminoauren lonnen stetaiber eine Peptidbindung che-
misch miteinander verbunden werden. Dabei geht der carboxyl-terminale Rest der
ersten Aminoaure mit dem amino-terminalen Rest der zweiten Amams unter
Abspaltung eines Wassermolg& eine Bindung ein. Abgeleitet vom Begriff der
Peptidbindung bezeichnet man kurze AmiamaEsequenzen (einige 10 Amiaos-
en) als Peptid.
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e Biopolymer: Makromolekile, die in Lebewesen gefunden werdemkén. Dazu
geloren Proteine, Nukleirmiren (DNS, RNS) und Polysaccharide (lange Zucker-
ketten).

e Protein: Lange Aminogurekette (Sequenz bestehend aus mehreren 100 Amino-
sduren). Proteine bilden die elementaren Bestandteile einer Zelle (in der Nahrung
als Eiweil3 bezeichnet).

e Enzym: Komplexe Proteine, die in der Zelle produziert werden und katalytisch in
spezifischen biochemischen Reaktionen eingesetzt werden.

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Bioproben handelt es sigfilish um Pep-
tide, der Einfachheit halber werden die Begriffe Protein und Peptid im folgenden aber
synonym behandelt. Mit dem Begriff Protein (oder Enzym) ist streng auch die dreidimen-
sionale Struktur verkumpft: Nur in der,,nativen Form* kann das Protein seine biologische
Funktion ertillen. Zur Charakterisierung der Struktur eines Proteins werden die folgenden
Begriffe verwendet [Str94]:

e Random Cail: Ein denaturiertes Protein, d. h. eine nicht gefaltete, unstrukturier-
te, lineare Aminoaurenkette wird als random coil bezeichnet. Erst in geeigneten
Losungsmitteln und bei geeigneten Randbedingungen (z. B. pH-Wert, Temperatur)
beginnt die random coil sich zu falten (typischerweise in einigen Sekunden oder
Minuten).

e Primarstruktur: Sequenz der Amin@siren und die Stellung von DisulfidimKen,
falls solche vorhanden sind.

e Sekundérstruktur: Geordneteatimliche Anordnung von Aminasireresten, die in
der linearen Sequenz nahe beieinander liegen, a-Belix, 3-Faltblatt oder Colla-
genhelix. Hier wurden auch erste Regaln diie Proteinfaltung aufgestellt. Pauling
und Corey haben 1951 aufgrund experimentell ermittelter Bindungswinkel und -
langen die Struktur dex-Helix vorhergesagt, diese wurde dann sechs Jalaeisp”
in Myoglobin durch Rnhtgenstrukturanalyse bastjt. In dera-Helix bildet sich je-
weils zwischen der CO-Gruppe des Restesd der NH-Gruppe des Restes+ 4)
eine Wasserstoffoicke aus (erstaunlicherweise tretfHelices nur rechtsridig
auf).

e Supersekundarstruktur: In zahlreichen Proteinen findet man zviebtrange, die
durch einen-Helix getrennt sind; man nennt dies ef@B-Einheit. Supersekurzd-
strukturen werden aldbergang zwischen Sekuad und Tertarstruktur betrachtet.

e Tertidrstruktur: Raumliche Beziehung von Aminasieresten, die innerhalb der
linearen Sequenz weit auseinanderliegen (die Trennungslinie zwischen &ekund”
und Tert&arstruktur ist ein wenig willailich).
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e Quartiarstruktur: Proteine, die aus mehr als einer Polypeptidkette bestehen, zei-
gen eine weitere strukturelle Organisationsebene. Jede Polypeptidkette eines sol-
chen Proteins wird als Untereinheit bezeichnet. Die Qaiathitiktur beschreibt die
raumliche Anordnung solcher Untereinheiten und die Art ihrer Kontakte (z. B. be-
steht Immunglobulin G aus zwei L- und zwei H-Ketten).

e Native Form: Die biologisch funktionsdihige, (endgltige) dreidimensionale Kon-
formation eines Proteins wird als seine native Form bezeichnet.

Nachdem nun die Begriffaif die verschiedenen Grade der Ordnung in einem Protein
zur Verfligung stehen, folgt eine Emfirung in das Problem der Proteinfaltung.

1.2 Was bedeutet Protein-/Peptidfaltung?

CL‘-I/—J‘-

Abbildung 1.1: Im Faltungsprozess bildet eine aghist ungefaltete Aminasifenkette (links)
zuerst Sekurakstrukturelemente aus (mitte), bis schlie3lich das Protein im nativen, biologisch
funktionsfihigen Zustand vorliegt (rechts). Das Fragezeichen deutetudetieSe Arbeit in-
teressanten Teil des Faltungsprozesses an — die initialen Konfornaatatersingen.

Die 20 natirlich vorkommenden Aminaairen lohnenuber Peptidbindungen belie-
big miteinander kombiniert werden. Eine dermal3emuriaty oder kinstlich hergestell-
te (beliebig lange) Aminaairenkette kann als random coil aohst keine biologische
Funktion ertillen (Abb. 1.1, links). In geeignetenolsungsmitteln und bei geeigneten
Temperaturen kann die random coil in einem sogenannten Faltungsprozesseekndd”
Tertiarstrukturen ausbilden (Abb. 1.1, mitte), so dass nach einigen Sekunden oder Minuten
das voll biologisch funktionstfiige Protein im nativen Zustand vorliegt (Abb. 1.1, rechts)
[Stro4].

In Experimenten hat man beobachtet, dass diese Faltung reversibel sein kann: Wird
eine Losung von Proteinen im nativen Zustand zum Beispiel erhitzt (oder der pH-Wert
geandert), danndenaturiert’ das Protein, es verliert seine native Form und wird wieder
zur random coil. Bei zu starker Erhitzung wird das Protein dann irgendwann irreversi-
bel zersvit. Kihlt man die losung jedoch rechtzeitig wieder ab, kann das Protein seine
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native Form wieder finden. Eine Schlussfolgerung aus diesen Experimenten ist, dass der
native Zustand, also die exakte dreidimensionale Konformation des Proteins, bereits in
der Aminosiuresequenz codiert ist. Die Untersuchung der Proteinfaltung ist danaref”
Biologie essentiell, denn in der Zelle werden nur random coils erzaugtjrién lebenden
Organismus sind aber funktionierende Enzyme notwendig. Die exakte dreidimensionale
Form des Enzyms ist dabei oft extrem wichtig. Eine abweichende Konformatiois-(
folding“) kann dazu @ihren, dass das Enzym seine Aufgabe nicht mehuilerf'’kann,

im Falle von Prionen werden diese abweichenden Konformationen sogar als Krankheits-
ausbser fir BSE verantwortlich gemacht. Eine kleine Sammlung aktueller #&né&iber

das Problem der Proteinfaltung und -Missfaltung findet sich z. B. in [Smi03].

1.3 Beschreibung der Proteinfaltung —
Faltungstrichter

Es gibt eine Reihe von Modellen zur Beschreibung der Proteinfaltung: bekannt sind das
Nucleation-growth-Modell (es werden einige kritische kinetische Nuklei geformt, um
die herum der Rest der Strukturaahist) und dagramework Modell (zuréichst falten

sich die Sekunarstrukturelemente; diese docken dann im ratenlimitierenden Schritt zur
nativen Struktur) [GGK 03].

Heutzutage sehr beliebt ist d&sodell des hydrophoben Kollaps. Dabei beginnt
der Faltungsprozess damit, dass sich in Teilen des random coil erste Sekrurdir-
Elemente ausbilden und auRerdem hydrophobe Araumesireste nach innen und hy-
drophile Seitenketten nach aul3en (zuosurigsmittel Wasser hin) ausgerichtet werden
[Dil85, FF03]. Das Modell des hydrophoben Kollaps sagt einen Zustand voraus, der als
»molten globule’ bezeichnet wird. In diesem Zustand ist das Protein bereits kompakt ge-
faltet, eine deutliche Seitenkettenpackung und eine definierteafsrtiktur fehlen aber
noch, die meisten Bindungen sind bereits ausgebildessery aber noch einmal aufgebro-
chen werden, um in den nativen Zustand zu gelangen [Jae91].

Sehr verbreitet ist die Veranschaulichung der Proteinfaltuingr ‘einen Faltungs-
trichter (,folding funnel*), wie er in Abbildung 1.2 schematisch dargestellt ist [ BOSW95,
OowWo04].

Die Vorstellung ist, dass das ungefaltete Protein in einen (zweidimensionalen) Trich-
ter fallt, der durch die Entropie und Energie des Proteins aufgespannt wird. Das spitze
untere Ende des Trichters hat die niedrigste Energie und die niedrigste Entropie und ent-
spricht dem nativen Zustand des Proteins. Die random coil, das komplett ungefaltete Pro-
tein, hat eine grosse Entropie und eirmnéie Energie und befindet sich am oberen Rand
des Trichters. Vereinfacht gesagt werden oben in den Trichter random, emitgefillt’
und kommen unten im nativen Zustand heraus.

Fir das Versiindnis des Bildes ist wichtig, dass das Protein sich nur entlang des
aul3eren Trichterrandes hinunter bewegar@/der Trichter glatt, danroknte das Protein
ungehindert (und schnell) in die native Forfallen®. Der ,reale” Faltungstrichter bildet
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Abbildung 1.2: Ein Faltungstrichter als Modell der Proteinfalturdyg? ist ein MaR fir die
Rauhigkeit der Energielandschaft, dgiWert gibt an, wieviele Bindungen im Protein bereits
»richtig” sind undA beschreibt, welcher Bruchteil der Bindungswinkel den nativen Wert hat
(siehe Text). Die Abbildung basiert auf Darstellungen in [WOT95, OWLS95].

jedoch Unebenheiten aus, in denen sich das Protein verfangen kann. Dadurch wird der
Beobachtung Rechnung getragen, dass Proteine in nicht nativen Konformationen gefun-
den wurden, die zum Teil recht lange brauchen, um wieder aus diesen lokalen Minima
herauszukommen.

Abbildung 1.2 enthlt zusitzlich Q- und A-Werte, die aus der Simulation eines 60
Aminosiuren langen helikalen Peptids stammen [OWLS95].@#&Vert gibt an, wieviele
Bindungen im Protein bereitsichtig” sind (flir Q = 1 ist das Protein im nativen Zustand).
Der A-Wert gibt an, welcher Bruchteil der Bindungswinkel den nativen Wert hatgji
random coil sollteA ~ 0.68 sein, im nativen Zustand &t= 1).

In der Abbildung 1.2 ist ebenfalls eingezeichnet, in welchem Bereich des Faltungs-
trichters der hydrophobe Kollaps und dasolten globule band“ liegt, aul3erdem auch
noch der Bereich ddsbergangszustandgfansition state"), der weiter unten in Abschnitt
1.6 eine Rolle spielt.
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Nach dieser prinzipiellen Beschreibung stellt sich @shstes die Frage, auf welchen
Zeitskalen die einzelnen Prozesse der Proteinfaltung ablaufen.

1.4 Zeitskalen und Untersuchungsmethoden

Abbildung 1.3 zeigt schematisch die Zeitskalen verschiedener Prozesse der Proteinfal-
tung. Die erste Kontaktbildung zweier Amiraagén der random coil kann bereits im
Zeitbereich von einigen Nanosekunden stattfinden [B\8], KFB™03]. Hir ein 60 Ami-
nosiuren langes Protein wurdarfden hydrophoben Kollaps eine Zeitkonstante von ca.

60 ns gefunden [SLMO3]. Im Sub-Mikrosekundenbereich findet die Ausbildung von Se-
kundérstruktur-Elementen statt-Helices werden gebildet [BK99, KHEO4]. Die For-
mung vonp-Faltblattern dauert ca. 10 Mikrosekunden [BK99, KHEO4]. Auf der Zeits-
kala von ettlichen Mikrosekunden bis hinein in den Millisekunden-Bereich findet dann
die Ausbildung der Terdifstruktur statt [BK99, KHEO4]. & kiunstliche Proteine wur-

de der Begriff der,ultrafast folders* begridet, so berichten Wang et al. von einem 45
Aminosiuren langen Peptid, dessen Faltungsvorgang sich mit einer Zeitkonstanten von
T = 1lus beschreibendRt [WZGO04] (siehe dazu auch [YGO03, KHEO4]). Die schnells-

te Ausbildung der kompletten nativen Form undith vorkommender Proteine wurde im
Sub-Millisekunden-Bereich berichtet, je nach Protein kann dieser Faltungsprozess jedoch
auch einige Stunden dauern [BK99].

Abbildung 1.4 zeigaquivalent dazu die diversen experimentellen Untersuchungsme-
thoden und die jeweils damit zagglichen Zeitskalen. @ die Untersuchung von Pro-
zessen, die nur wenige Nanosekunden dauern, eignen sich demnach nur noch die Laser
Flash Photolyse [BWH99, KFB"03] und Laser-induzierte Temperatursprungexperimen-
te [HGZ"02, ZAM*03].

Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Verfahrerde 'an dieser Stelle zu weit
fuhren. Interessant ist aber die Feststellung, dass mit jeder neuen Generation von Expe-
rimenten wieder ein neuer (kZerer) Zeitbereich erschlossen werden konnte und damit
verbunden die Absd@tzung fir die am schnellsten Ablaufenden Prozesse in der Protein-
faltung stetig nach unten korrigiert werden mussten.

Die hier vorliegende Arbeit interessiert sialr tdie schnellsten Prozesse im Faltungs-
prozess eines Peptids, d. tir ien Sub-Nanosekunden Zeitbereich. Doch welche Prozesse
erwartet man auf diesen Zeitskalen?

1.5 Ultraschnelle Prozesse

Die bisher besprochenen Faltungsprozesse beschreiben das Entstehen der langreichweiti-
gen Ordnung im Protein. Einer der allerersten Schritte dabei ist die Kontaktbildung zweier
nicht direkt benachbarter Aminasien als Vorstufe der Ausbildung von Sekarstiuktu-
relementen auf der Zeitskala einiger Nanosekunden.
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Abbildung 1.3: Zeitskalen in der Proteinfaltung. Links ist schematisch der Ordnungsgrad
des Proteins angegeben, angefangen bei der ersten Kontaktbildung (ganzibateti ‘Aus-
bildung von Sekunalstruktur-Elementeno¢Helices und3-Faltblitter) bis hin zum komplett
gefalteten, nativen Protein (ganz oben). Die Abbildung ist entnommen aus [BK99].

Die Proteinfaltung beginnt jedoch nicht erst mit dieser ersten Kontaktbildung. Auf
der Zeitskala von einigen 10 Pikosekunden beobachtet man bereits die Bewegung von
Peptid- und Seitengruppen, dazahien die Rotation von Seitengruppen und daslern
von Dihedralwinkelf [MH87]. Auf noch kirzeren Zeitskalen kommen die Prozesse der
Molekilrotation (100 fs—1 ns) und Molekvibration (10 fs—10 ps) sowie die Elektro-
nenbewegung (0.1-10 fs) hinzu [PMH90]. Eine Zusammenfassung dieser ultraschnellen
Vorgange gibt Abbildung 1.5.

Die Erschliessung dieses neuen Zeitbereichs ist seit ca. 10 Jahren durch die expe-
rimentelle Technik der Ultrakurzzeitspektroskopieghch. Als einer der Pioniere auf
diesem Gebiet wurde Ahmed Zeweil 1999 tlie Begtindung des Forschungsgebiets der
,Femtochemie“ mit dem NobelpreisfChemie ausgezeichneutféine schireUbersicht
siehe z. B. [ZewO00]). In der Ultrakurzzeitspektroskopie erzeugt ein wenige Femtosekun-
den dauernder Anregungs-Lichtimpuls eine Besetzung im elektronisch angeregten Zu-
stand. Zeitlich veragert dazu kann mit einem ebenfalls nur wenige Femtosekunden dau-
ernden energetisch schealieren Abtast-Lichtimpuls die transiente Absorption der Probe
gemessen werden. Mit dieser Technik, wie sie in Kapitel 2 detailliert beschrieben wird,
kann die transiente Absorption eines Malékim Zeitbereich von einigen Femtosekunden

LIm Peptid findet manufi jede Aminosure zwei FreiheitsgradgDihedralwinkel*), die die relative Lage
der Aminosiuren gegeneinander beschreiben [Stro4].
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Abbildung 1.4: Zur Aufklarung der Proteinfaltung eingesetzte Untersuchungsmethoden und
damit zugingliche Zeitskalen. Die Abbildung ist entnommen aus [BK99].
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Abbildung 1.5: Vorgange in Peptiden und Molelen auf der fs—ns-Zeitskala. Die Daten
stammen aus [MH87, PMH90].
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bis zu drei Nanosekunden erfasst werden.

Als nachstes werden die in dieser Arbeit verwendetenafdgeszur Untersuchung
initialer Schritte der Peptidfaltung vorgestellt. Zatst folgt hier jedoch ein kurzer Abriss
kinetischer Theorien der Proteinfaltung.

1.6 Kinetische Theorie der Proteinfaltung

Die kinetische Theorie der Proteinfaltung ist ein eigenes grof3es Forschungsgebiet. Um
die Experimente an den Xanthonpeptiden in Kapitel 7 in einefzg@én Zusammenhang
einordnen zu &inen, folgt hier ein kurzer Abriss [BKOO].

Fur die kinetische Theorie der Proteinfaltung wird zu Beginn meistens eine grol3e
Vereinfachung durchgefirt, indem nur noch zwei Bereiche des Konformationsraums un-
terschieden werden. Ausgehend von dem Faltungs-Trichter in Abbildung 1.2 werden
samtliche Konformationsvarianten, die zum nativen ZustandgghinN (,,nativ*) zu-
sammengefasst und die Gesamtheit aller anderen Konformatiokke(,umfolded”). Ei-
ne recht grol3e Zahl von Proteinen konnte experimentell diesen,sogrstate foldern*
zugeordnet werden (siehe z. B. [SD03, HMRO03, JK3]).

Der Ubergang vom rauhen Faltungstrichter zum Zwei-Zustands-Modell ist in Abbil-
dung 1.6 angedeutet. Der Zustaddist metastabil und durch eine Barriere der freien
Enthalpie, AG?, von N getrennt. InAG? sind enthalpische’\H®) und entropischeAS®)
Anteile zusammengefas@G® = AH? + AS®, und es gibt eine reversible Reaktion zwi-
schenU und N mit den Ratenkonstanteky (,folding rate) undk, (,unfolding rate")
[ZZ91, Zwa97]:

K
U N.
ku
Fur die Ratenkonstante ergibt sich dann [Kie04]
AG° AHO — TAS
— O . _—— — O . S
ki = Kt exp( ~T ) Ks exp( RT > . (1.1)

Der Termk? heisst paexponentieller Faktor, er bestimmt die maximale Reaktionsge-
schwindigkeit beim Fehlen der Energiebarriere. In der Literabar Proteinfaltung spielt
der paexponentielle Faktor im Zusammenhang mit der maximalen Faltungsgeschwindig-
keit der, two-state-folder“-Proteine eine groRe R8I[BIHSE96, BWH"99, BK99, BKOO,
PTWO01, CLWGO03, DDM 04].

Im Folgenden sind die wichtigsten Zaiggje dargestellt, diesengmxXponentiellen
Faktor zu ermitteln.

IDie Werte fir kg schwanken dabei zwischen8.0.108 s~1, siehe dazu auch die Augffungen in Ab-
schnitt 7.6.4 (Seite 183).



1 Proteinfaltung — Peptidfaltung

Energie

T
Reaktionskoordinate (Grad der Ordnung)

Abbildung 1.6: Vereinfachung in der kinetischen Theorie der Proteinfaltung: Die Gesamtheit
aller ungefalteten Zuatide wird inU (,unfolded‘) zusammengefasst. Der native Zustiind
besitzt eine goRere Ordnung bei kleinerer Energie und ist durch eine Barfi€?evon U
getrennt. Wihrend der Faltung befindet sich das Protein kurzzeitighergangszustan@S
(,transition state").

1.6.1 Der Zugang nach van’t Hoff und Arrhenius

Van't Hoff [Hof84] und Arrhenius [Arr89] fanden empirisch die Temperatuiaidigkeit
von Ratenkonstanten chemischer Reaktionen. In eingasktari Temperaturbereichen

gilt
Ea
k=A-: exp(—R—T>

Dabei istA ein von der Temperatur unadahgiger Faktor uné, ist die Aktivierungsener-
gie. Durch Vergleich mit GI. (1.1) egif man darauAH® = E5— RT und

Ea
0 _ A
k =A: exp( )

1.6.2 Theorie des Ubergangszustandes (TST)

Basierend auf Eyring [Eyr35] wird in der Theorie désergangszustandg¥ansition state
theory”, TST) postuliert, dass in einer kleinen Umgebung des Sattelpunktes in Abb. 1.6 ein
sog.Ubergangszustangtfansition state*, TS, siehe dazu z. B. [VMODO04]) im Gleichge-
wicht mit den Reaktanden steht:

Ky

U TS——>N.

Fur den paexponentiellen Faktor ergibt sich dann

k?:%« mitk < 1.
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1.7 Indieser Arbeit untersuchte Systeme

Der Faktork heisst Transmissionsfaktor und gibt an, welcher Anteil der ungefalteten Pro-
teineU, die den Sattelpunkt erreicht haben, sich weiter zum nativen Zubtdalten.
Meistens wirck = 1 gesetzt,(conventional TST*). Dies vereinfacht die Datenanaly-
se, ist aberdi Reaktionen in b3ung nur eine Bfierung.
Die Theorie des#Jbergangszustandes wurde flie Gasphase entwickelt und ist des-
halb flir Reaktionen in b3ung prinzipiell nicht optimal geeignet. Besserutajéeignet
ist Kramers Theorie.

1.6.3 Kramers Theorie

In der Theorie nach H. A. Kramers gelangt wiederum ein Teilchen aus einem Potential-
topf Gber eine Barriere in einen benachbarten, energetisch tiefer liegenden Potentialtopf
[Kra40]. Der Einfluss eines dsungsmittels wird aber explizit in die Theorie integriert:

die Bewegung des Teilchens ist thermisch aktiviert und durch dsehgsmittelreibung
gedampft. Rir den paexponentiellen Faktor findet man damit

C
k==
Y

mit einer Konstantef, die von der jeweiligen Reaktion abhgig ist.

In einem ausihrlichenUbersichtsartikel gebenatiggi et al. auch die zwei entschei-
denden Annahmen in Kramers Theorie an [HTB90]:

e Starke Kopplung: Ein thermodynamisches Gleichgewicht muss stetdl& Frei-
heitsgrade gegeben sein. Alle Effekte, die auf einer Abweichung vom thermodyna-
mischen Gleichgewicht beruhen, werden vernassiljt.

e Punkt ohne Widerkehr: Jede Trajektotberquert den Sattelpunkbdbfistens ein-
mal.

1.7 In dieser Arbeit untersuchte Systeme

Wie oben in Abschnitt 1.4 dargelegt, geht die meiste Literatur zur Proteinfaltung davon
aus, dass die schnellsten relevanten Faltungsprozesse wie der Kontakt zweier entfern-
ter Aminosiuren innerhalb einiger Nanosekunden ablaufen. Die uwusfigen in Ab-
schnitt 1.5 legen jedoch nahe, dass konformation&ifiderungen im Peptid bereits im
Sub-Nanosekunden Zeitbereich ablaufen. Ein Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist es des-
halb, weitere Untersuchungen in diesem Zeitbereich durcihzen.

Das Problem bei der Erschliessung jedes neuen Zeitbereichs ist doppelt: Die Ap-
paratefunktion des Experiments muss kurz genug sein und aul3erdssemgeeignete
Systeme gefunden werden, die im relevanten Zeitbereich klar erkennbare Dynamiken zei-
gen.

11
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Das in dieser Arbeit verwendete experimentelle Verfahren ist die Ultrakurzzeit-Spek-
troskopie im sichtbaren Spektralbereich. Sie erlaubt es, den Zeitbereich von einigen Fem-
tosekunden bis hinaus zu vier Nanosekunden zu untersuchen. Die Apparatefunktion ist
dabei ca. 100 fs. Mit dieser Technik kann darzest zugngliche Zeitbereich um ca. zwei
Gr6R3enordnungen nach unten in den Bereich weniger Pikosekunden verschoben werden.

Es ist klar, dass in diesem Zeitbereich langreichweitige Ordnung keine Rolle spielen
wird, sondern dass hier kurzlebig@derungen ablaufen. Die untersuchten Probmmieh
also aus relativ kurzen Aminasiesequenzen bestehen. Kleine Peptide haben ausserdem
den Vorteil, dass sie sich in heutigen Computersimulationen bereits relativ gut theoretisch
untersuchen lassen (im Falle der Azopeptide wurde dies in einer zu dieser Arbeit parallel
durchgetihrten Dissertation von H. Carstens austich gezeigt, siehe [Car04]).

In der hier vorliegenden Arbeit werden zwei sehr unterschiedliche Modellsysteme
eingesetzt. Im ersten dienen geeignete Schaltermlgeddzu, gezielt getriebene Fal-
tungsdynamiken in einem kleinen, rimgfiiigen Peptid auszoséen. Im zweiten Modell-
system geht es darum, den Zeitpunkt der Kontaktbildung in einem kurzen linearen, frei
beweglichen Peptid zu bestimmen, ohne es atest”

Es folgt eine kurze Vorstellung der zwei Systeme.

1.7.1 Getriebene Konformations &anderungen in Azopeptiden

Die sog. Azopeptide bieten ein Modellsystem, in dem durch Photoanregung gezielt in-
nerhalb weniger Pikosekunden getriebene Konformagindeiungen beobachtet werden
konnen.

Die zugrundeliegende Idee ist in Abbildung 1.7 dargestellt. Ausgangspunkt ist das
Schaltermoleul’ Azobenzol, das in der Abbildung durch ein vereinfachteg&énmo-
dell stilisiert wurde. Die Photochemie von Azobenzol wirétgs'in einem eigenen Kapi-
tel austihrlich beschrieben, an dieser Stelle wichtig ist die Erkenntnis, dass daswiolek™
durch Licht innerhalb weniger Pikosekunden reversibel voncdelForm (links im Bild)
in die transForm (rechts),geschaltet* werden kann und dabei seim@gé um den Faktor
zwei dndert.

In einem aufvandigen Verfahren kann Azobenzol in eine Pseudo-Ananmsumge-
baut werden, ohne seine Eigenschaften zu verlieren. Die Azobenzol Pseudo-Aumneos”
kann nun mit natilichen Aminosiuren verbunden und daraus ein Peptid-Ring geformt
werden: es entsteht das Azobenzol-Peptid, kurz Azopeptid. In der Nomenklatur die-
ser Arbeit spricht man vom Photoschalter (die Azobenzol Pseudo-Aaun@sind dem
Peptid-Teil (in der Abbildung schematisch als Schlauch dargestellt).

Durch die Besonderheiten des Azobenzaiahén die Azopeptide nahezu beliebig
oft zwischen detrans und cisForm hin- und hergeschaltet werden. Der Peptid-Teil hat
in dertransForm eine deutlich andere dreidimensionale Struktur als ic@dform, beim
Ubergang zwischen den beiden Formenssen also konformationellenderungen im
Peptid-Teil ablaufen, die (indirekt) mit den Mitteln der Ultrakurzzeitspektroskopie beob-
achtet werdendrinen.
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1.7 Indieser Arbeit untersuchte Systeme

(b)

Photoanregung isomerisiert

Schaltermolekil und 16st damit

getriebene Konformations-
anderungen aus

Abbildung 1.7: Azopeptide sind ein ringifimige Modellpeptide, in denen Azobenzol als
Schaltermoleldl’integriert ist. Durch Photoanregung kann das Azobenzol reversibel zwischen
dercisForm (a) und detransForm (b) hin- und hergeschaltet werden und dadurch getriebene
Konformationginderungen im Peptid-Teil (als Schlauch dargestellt)oseasl.”

Beim Modellsystem der Azopeptide wird also durch den Anregungs-Lichtimpuls ei-
ne gezieltéAnderung im Peptid-Teil ausgest und diesé@nderungen werden spektrosko-
pisch durch den Abtast-Lichtimpuls verfolgt.

1.7.2 Kontaktbildung in frei beweglichen Xanthonpeptiden

Im zweiten Modellsystem der Xanthonpeptide wird ein ganz anderer Ansatz verfolgt: Hier
wird durch den Anregungs-Lichtimpuls nicht das Peptid beeinflusst, sondern nur ein belie-
biges Peptid markiert, dessen weitere Bewegung dann spektroskopisch durch den Abtast-
Lichtimpuls verfolgt wird.

Das zugrundeliegende Prinzip zeigt Abbildung 1.8. Im Zentrum des Interesses steht
ein moglichst flexibles, frei bewegliches Peptid, das von sich aus keine spezielle Konfor-
mation realisiert hat (Abb. 1.8a). Untersucht werden soll die Fragestellung, wie schnell
zwei beliebige Teile dieses Peptids in Kontakt kommen (dabei bewege sich das Peptid
beispielsweise atidig zwischen den beiden in Abb. 1.8a links und rechts dargestellen
Formen hin und her).

Die experimentelle Realisierung ist in Abb. 1.8b dargestellt: Zwei unterschiedliche
Marker-Molekile werden in das Peptid eingebaut, ein Donor (Xanthon) und ein Akzep-
tor (Naphthalin). Die Beobachtung startet mit der Markierung des Donors: durch den
Anregungs-Lichtimpuls geht das Xanthon-Malékrinerhalb weniger Pikosekunden in
einen Triplett-Zustand, in dem es mehrere Mikrosekunden lang verweilt. Das Peptid wird
dadurch nicht gestt und bewegt sich weiter frei indsung. Irgendwann kommen Do-
nor und Akzeptor in direkten Kontakt. Wenn dies geschieht, findet ein Triplett-Triplett
Energietransfer vom Donor zum Akzeptor statt, der spektroskopisch beobachtet werden
kann. Aus diesen Untersuchungen kann die Kontaktbildungsratgri Peptid mit einer
spezifischen Aminaairesequenz ermittelt werden.
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1 Proteinfaltung — Peptidfaltung

(a) Idee: Beobachte frei

@ bewoglone Papide

“—

Realisierung:
Marker-
Molekle /\
 — : P~

Abbildung 1.8: Xanthonpeptide. (a) Untersucht werden soll die Kontaktbildungsrate eines
frei beweglichen Peptids. (b) In der experimentellen Umsetzung werden Markeut®lak ™

das Peptid integriert. Der Zeitpunkt des direkten Kontakts zwischen Donor und Akzeptor kann
mit Ultrakurzzeitspektroskopie beobachtet werden.

1.8 Aufbau dieser Arbeit

Nachdem das Prinzip der beiden Methoden, mit denen die initialen Schritte der Peptidfal-
tung in dieser Arbeit untersucht werden sollen kurz dargestellt wurde, gibt die folgende
Liste eineUbersichtuber den Rest dieser Arbeit:

e Die spter pesentierten experimentellen Ergebnisse wurden mit spektroskopischen
Methoden gewonnen. Kapitel EXperiment) beschreibt die Technik der durch-
geflihrten Experimente.

e Spektroskopische Untersuchungen sind prinzipiell immer indirekt und es ist oft
nicht leicht, abgesicherte Erkenntnisse aus den gemessenen Daten zu extrahieren.
Das Kapitel 3 Methoden) beschreibt verschiedene Aatge, wie sich dieser Pro-
zess eventuell vereinfachen oder verbessabt bzw. wie sich das Vertrauen in die
extrahierten Informationen vergfsérn &l3t.

e Wie oben bereits kurz beschrieben, sollen zwei sehr unterschiedliche Arten von
Experimenten Antworten auf die Eingangs gestellten beiden Fragen liefern. Ein
Verstndnis der biophysikalisch interessanten Experimente erfordert jedoch detail-
lierte Voruntersuchungen. Die beiden Kapitel 4 (Azobenzol) und 6 (Xanthon) be-
schaftigen sich deshalb eingehend mit der Photochemie unsdéek tlphysik der
Referenz-Systeme.

e Denbiophysikalisch interessanten Fragestellungen widmen sich dann schlie3lich
die Kapitel 5 (Azopeptide) und 7 (Xanthonpeptide).
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2 Experiment

Fur diese Arbeit wurdetr ansiente Absor ptions-Experimente mit Anregungs-Lichtim-
pulsen bei einer Zentralwellearige von 266 nm, 340 nm und 480 nm in Kombination
mit einer spektral breitbandigen Detektion durchidet.” Abschnitt 2.1 beschreibt Auf-
bau und Durchihrung der Experimente sowie die Datenaufbereitung. Bei Anregung im
ultravioletten Spektralbereich treten zum Teir(fliese Arbeit)storende Effekte durch
zusatzliche Signale eines solvatisierten Elektrons auf (Abschnitt 2.1.7).

Ergdnzende Informationen zu Azobenzol wurden dgehionare Fluoreszenzmes-
sungen gewonnen. Abschnitt 2.2 gibt eine Beschreibung des dazotigger experimen-
tellen Aufbaus.

2.1 Transiente Absorptionsmessungen

Der grolite Teil der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse wurde mit zeitasige|”
transienter Absorptions-Spektroskopie gesammelt. Die folgenden Aspekte werden in den
nachsten Abschnitten behandelt:

e Dasgrundlegende L aser system stellt intensive, kurze Lichtimpulse bei einer Zen-
tralwellenéinge von 800 nm zur Varfjung (Abschnitt 2.1.1).

e Durch nichtlineare optische Prozesse werden Anregungs-Lichtimpulse bei einer
Zentralwellentinge von 266 nm, 340 nm oder 480 nm erzeugt (Abschnitt 2.1.2).

¢ Ebenfalls durch nichtlineare optische Prozesse werden die Lichtimpulsdoties-
Kontinuums erzeugt (Abschnitt 2.1.3).

e Am Probenort wird mit einem Abtast-Lichtimpuls die durch den Anregungs-Licht-
impuls induzierte transiente Absorption der Probe bestimmt (Abschnitt 2.1.4).

e Der prinzipielle Ablauf eines Experiments in€atenaufbereitung ist in den Ab-
schnitten 2.1.5 und 2.1.6 beschrieben.

2.1.1 Das fs-Lasersystem

Fir alle zeitaufgedsten transienten Absorptionsmessungen wurde ein am Lehrstuhl f~
BioMolekulare Optik entwickeltes Lasersystem verwendet. Der Aufbau des Lasersystems
bildete einen Teil der Doktorarbeiten von So8in, I. Lutz und R. Huber [Sp01, LutO1,
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2 Experiment

Hub02]. Dort sind aintliche Uberlegungen, die in die Konzeption und den Aufbau der
Anlage eingeflossen sind, aukflich dargelegt.

Das Lasersystem ist in Abb. 2.1 schematisch dargestellt, die technischen Details der
Anlage sind in Tab. 2.1 und 2.2 zusammengefasst.

Coherent Verdi Spectra Physics IR-Experiment
YVO 4, Merlin, Nd:YLF ca. 500pJ
5W, 532nm, cw 10W, 527nm, 1kHz

A
Oscillator Expander Regenerative Compressor
Ti:Sapphire =3 4—fold gratings m=»| Amplifier =y 4—fold gratings
90MHz, 200nJ 100ps, 150nJ 1.2mJ, 100ps 800pJ, 1kHz
800nm, 25fs 90fs

A4

VIS—-Experiment
ca. 300uJ, 90fs
1kHz, 800nm

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau des fs-Lasersystems.

Technische Daten Ti:Saphir-Oszillator
Coherent, Verdi 5W,
YVO 4-Festlorperlaser,
2.7 W cw, 532 nm

Pumplaser

Zentralwellentéinge 800 nm

FWHM 46 nm
Faltungs-Geometrie X
Resonatodinge 1.67m
Intra-Cavity Kompression Prismen (SiQ)
Pulsdauer 25 fs (ext. Kompression

Repetitionsrate 90 MHz
Pulsenergie (98% OC) ca.2nd
Strahldurchmesser 2.5 mm

Tabelle 2.1: Technische Daten des Ti:Saphir-Oszillators, die Daten stammen aa81Sp”
Lut01, Hub02].

Fur Expander und Kompressor wurde jeweils eine 4-fach gefaltete Gitteranordnung
verwendet. Dabei kommen holographisch hergestellte Gitter mit 1400 Strichen pro Milli-
meter auf dem Substrat ULE in Littrow-Anordnung (Gitterwinkef BAum Einsatz (Stan-
dard Glassubstrate wie BKatién einen zu grof3en thermischen Ausdehnungskoeffizien-
ten, was sich negativ auf die Stakalitdes Lasersystems auswirkeardg).
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2.1 Transiente Absorptionsmessungen

Technische Daten regenerativer Ti:Saphir-\agti
Spectra Physics, Merlin 10 W
Pumplaser Nd:YLF, 10 mJ, 527 nm
Pulsdauer: 300 ns
Puls-zu-Puls Schwankung: 0.2-2% RMS

Zentralwellenéinge 800 nm
FWHM 15nm
Resonatodnge 2.6m
Pulsdauer 70-90 fs
Repetitionsrate 1 kHz
Umlaufe 12-15
Transmission Expander ~T12%
Transmission Kompressor 60-75 %
Pulsenergie nach Kompressor biszu 1 mJ
Strahldurchmesser nach Kompressor 4 mm
Puls-zu-Puls Schwankung 0.2-2% RMS

Tabelle 2.2: Technische Daten des des regenerativen Ti:Saphiraf&ess, die Daten stam-
men aus [Sp01, Lut01, Hub02].

2.1.2 Erzeugung der ben 6tigten fs-Anreg-Lichtimpulse

Kurzpuls-Lasersysteme, die auf Titan-dotiertem Saphir als Lasermedium basieren, wer-
den normalerweise mit einer Wellamge um 800 nm betrieben. Es gilt jetzt, daraus Lich-
timpulse abzuleiten, die im Bereich der Absorptionsbanden der zu untersuchenden Mo-
lekile liegen. i die hier untersuchten Systeme waren das drei Anregungsveeiggam’

266 nm, 340 nm und 480 nm.

Der schematische Aufbau der Experimente B&6 nm Anregung ist in Abb. 2.2
gezeigt. Die Fundamentale des Lasebs=(800 nm) wird zuerst in einem BBO-Kristall
(Dicke = 0.5 mmp =29, o= 0°, p-coating, Typ |, Fa. MolTech) in einem nichtlinearen
Prozess verdoppelt 2= 400 nm). Mit einem\ /2-Plattchen wird die Polarisation der
400 nm-Lichtimpulse angepasst, um anschlieend in einem zweiten BBO-KTristall (Dicke
= 0.5 mm,0 = 44°, ¢ = 0°, p-coating, Typ |, Fa. MolTech) die Summenfrequenz zu
erzeugen (& = 266 nm).

Die Erzeugung von Anregungs-Lichtimpulsen bei 340 nm oder 480 nm istauafiw ™
ger und geschieht unter Ausnutzung der nichtkollinearen optisch-parametrischem-Verst™
kung (NOPA). Dabei wechselwirken ein energetisch schwacher Seed-Lichtimpuls und ein
energiereicher Pump-Lichtimpuls in einem doppelbrechenden BBO-Kristall (2 mm dick,
0 =29, o= 0°, p-coating, Typ I, Fa. CasTech). Durch die nichtkollineare Anordnung
wird erreicht, dass zum einen ein optimaler Energietransfer vom Pump-Lichtimpuls auf
den Seed-Lichtimpuls stattfindet und zum anderen der Seed-Lichtimpuls spektral breit-
bandig versrkt wird (der versaikte Seed-Lichtimpuls wird dann als Signal-Lichtimpuls

17



2 Experiment

To SC generation (probe pulse)

To delay stage (pump pulse)
\ t
T~ SFM ‘
[ yl \
HR266
A
=
SHG .
800 nm
90 fs [ 1 > H S
200pJ HR400  HR800

Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau zur Erzeugung der Anregungslichtimpulse bei einer
Zentralwellenéinge von 266 nm.

bezeichnet). Aufgrund der Impulserhaltung wird dabei im Kristall ein neuer Lichtim-
puls erzeugt (Idler-Lichtimpuls: liegt der Signal-Lichtimpuls im sichtbaren Spektralbe-
reich, so wird der Idler-Lichtimpuls im nahen Infrarot-Spektralbereich erzeugt und um-
gekehrt). Augiihrliche Beschreibungen des NOPA-Prinzips finden sich bei [WPR97,
LWP*99, RBP 00, Sw01, Lut01, Hub02]. Auf diese Weise lassen sich kurze Lich-
timpulse (bis zu< 10 fs Impulsdauer) mit ausreichender Energie (einideerzeugen,
deren Zentralwellealige im gesamten sichtbaren und nahen Infraroten Spektralbereich
frei wahlbar ist (450-750 nm, 850-1700 nm, bestimmt durch das Spektrum der Seed-
Lichtimpulse, der Bereich der Fundamentalweléergé des Lasers ist nicht zagjlich).

Zur Erzeugung von Anregungs-Lichtimpulsenim sichtbaren Spektralbereich (480 nm
bzw. 680 nm) muss ein Winkel von 6.2wischen Seed- und Pump-Lichtimpuls eingestellt
werden (entsprechend einem NichtkollineatistWinkel innerhalb des BBO-Kristalls von
3.8), um die Phasenanpassungsbedingung optimal mllesrf”

Die Effizienz des Prozessesargt von der Intensat der Seed-Lichtimpulse ab, die
Durchstimmbarkeit (Zentralwelleafige des Signal-Lichtimpulses) ist besoikt durch
das Spektrum der Seed-Lichtimpulse. Normalerweise werden die Seed-Lichtimpulse f~
den NOPA-Prozess in Saphirg@ichen erzeugt (Fa. Sappro, Dicke 2 mm, poliert, orien-
tiert in Z-Richtung). Die Intensdt des so erzeugten Spektrums nimmt im Bereich un-
ter 500 nm rapide ab (siehe das Spektrum in Abb. 2.7 und den folgenden Abschnitt).
Um dies auszugleichen werden zwei NOPA-Prozesse hintereinander geschaltet und der
Signal-Lichtimpuls der ersten Stufe dient als Seed-Lichtimpuls der zweiten Stufe. Dieses
Konzept wurde @i einen Teil der Experimente verwendet, die A480 nm Anregungs-
Lichtimpulsen durchgetihrt wurden, der schematische Aufbau ist dargestellt in Abb. 2.3.

Im Laufe dieser Arbeit fanden am Lehrstuhl aber auch weitediide Entwicklun-
gen des NOPA-Konzeptes staturidie hier durchgeitirten Messungen waren vor allem
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2.1 Transiente Absorptionsmessungen

To delay stage (pump pulse)
480nm, 50fs

A
i
//\\v $

ﬁ To SC generation (probe pulse) |
BS

2N

l |BS Att.
I |Im m\ L)
\U L R=50cm/ /\Ulﬂ r=3oem/ |V U U 7
BBO BBO Sap.
;g?sw 7',3/5 800nm [|BBO  400nm
800nm

Abbildung 2.3: Erzeugung von Anregungs-Lichtimpulsen bei einer Zentralwellegd” von
480 nm (NOPA).

weiterflihrende Arbeiten zur Weil3lichterzeugung im UV-Spektralbereich relevant. Die
Verwendung eines Kalziumfluorid-&tchens (Layertech, 2 mm dick, UV-grade, super
polished, RMS-Rauhigkei: 0.1 nm, Keil < 3°) erlaubt es, speziell im Bereich unter
500 nm wesentlich intensivere Seed-Lichtimpulse bereitzustellen (siehe die Spektren in
Abb. 2.7 und den folgenden Abschnitt). In diesem Fall reicht bereits eine NOPA-Stufe
aus, um Anregungspulse bei 480 nm mit ausreichender Ini¢asittrzeugen. Das Prin-

zip des,Kalziumfluorid-geseedeten NOPA" ist dargestellt in Abb. 2.4 undwusth be-
schrieben in [HSZWO01, Hub02]. Durch die Verwendung von rein reflektiver Optik nach
der Weil3lichterzeugung (Off-Axis Parabolspiegel und Silberspiegel) wird keirsdztds”
che Dispersion einggfirt und bereits bei der Erzeugungadrft der Seed-Lichtimpuls in
Kalziumfluorid weniger Dispersion als in Saphir.

Apparativ am aufwhdigsten ist die Erzeugung vémregungs-Lichtimpulsen bei
340 nm. Die Erzeugung von Anregungs-Lichtimpulsen mit einer Zentralwedlegd un-
terhalb 450 nm ist mit dem bisher beschriebenen NOPA-Aufbau nicglioh. Zwei
Auswege bieten sich darfan:

1. Es ist noglich, statt 400 nm Pump-Lichtimpulsen 266 nm Pump-Lichtimpulse zu
verwenden. Tzankov et al. berichten von einem NOPA-Aufbau, der mit 266 nm-
Lichtimpulsen gepumpt wird und Signal-Lichtimpulse im Bereich 335-480 nm lie-
fert [TFBO3]. Die Effizienz des NOPA-Prozesses geht dabei jedoch deutliabkzur”
die Energie der Signal-Lichtimpulse liegt nur noch im Bereich 100-250 unJdie”
hier durchgefihrten Experimente wurden Signal-Lichtimpulse mit caJberotigt
(Verluste an Aluminium-Spiegelufiren dazu, dass nur etwa dialHé der im NO-
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To delay stage (pump pulse)
480nm, 50fs

P

|
To SC generation (probe pulse) ¢
£ BS
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[o0]
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250 1
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soonm | BS 800nm UsBO 400nm

Abbildung 2.4: Aufbau der fs-Experimente mit 480 nm Lichtimpulsen (S&OPA).

PA erzeugten Energie zur Probe gelangt). Es wurde deshalb die zwaiiechKeit
gewahlt:

2. Die Zentralwellerdihge der Signal-Lichtimpulse wird auf 680 nm eingestellt und in
einem nachgeschalteten BBO-KTristall (Dicke @, ¢=35°, Typ I, p-coating, Fa.
MolTech) wird der Signal-Lichtimpuls frequenzverdoppelix2 340 nm). Die Ef-
fizienz dieses Prozesses lagfirca. 10%. Die so erreichte Impulsdauer egtichte
eine Apparatefunktion (Kreuzkorrelationsbreite) von ca. 200 fs, wadi€ durch-
geflihrten Experimente ausreichend war, weshalb auf eine Komprimierung der UV-
Anregungs-Lichtimpulse verzichtet werden konnte. Der schematische Aufbau ist in
Abb. 2.5 gezeigt.

2.1.3 Erzeugung der Abtast-Lichtimpulse — Weil3licht

Zeitlich versetzt zum intensiven Anreg-Lichtimpuls misst der satheéie Abtast-Licht-
impuls die transiente Absorptioasderung der Probe. Je breiter das Spektrum des Abtast-
Lichtimpulses ist, desto mehr Information athimanuber die zu untersuchende Probe.
Das hier verwendete Detektionskonzept erlaubt es, einen 336 nm breiten Bereich des
Spektrums in einer Messung zu erfassen (siehe folgender Abschnitt).

Die Erzeugung spektral sehr breiter Lichtimpulse ist recht einfach und in Abb. 2.6
schematisch dargestellt: Lichtimpulse aus dem Lasersystem (i3-Edergie, 800 nm
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340
// m | To delay stage (pump pulse) |
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Abbildung 2.5: Aufbau der fs-Experimente mit 340 nm Lichtimpulsen (SHG aus NOPA).
Der Filter F (Calflex X, Fa. Linos, 2 mm dick) untetaikt die 800 nm-Fundamentale, die
einen Betrieb des NOPA bei 680 nm erschweremde:

Zentralwellendinge) werden mit einer Linse (Brennweite 150 mm) in ein transparentes
Medium fokussiert (typischerweise ein Saphiaf®then mit 2 mm Dicke in Z-Orientier-

ung) und erzeugen dabei ein spektral breites Superkontinuum, das je nach Material von
300-1700 nm reicht. Dieser Effekt wurde bereits Ende der 1960er Jahre zuerst in ver-
schiedenen Fissigkeiten, sptéer auch in Kristallen und @sern beobachtet (siehe z. B.
[Shi67, AS70]). Auch in Quarz- oder Hohlfasern lassen sich Superkontinua erzeugen
[KFD*85, NYW'03]. Erklarungsanstze dieses Riiomens umfassen Selbstphasenmo-
dulation und Selbstfokussierung [RSSAN95], Vier-Wellen-Mischen, stimulierte Raman-
und Brillouinstreuung und die Ausbildung von Schockwellen [LNM94, BHOOQ]. Eine um-
fassenddbersicht neuer Arbeiten zum Thema WeiRlichterzeugung findet sich in [Zhe03]
(siehe auch die darin enthaltenen Referenzen).

CaF, oder
Att. Saphir
800nm > | ¢I {\ |‘| (\ Superkontinmin
1 [ U

Abbildung 2.6: Erzeugung eines Superkontinuurtiaer eine Irisblende und einen Graukeill
(Att.) konnen gumliche Mode und Intensit'des 800 nm Lichtimpulses eingestellt werden
(die Brennweite der Linse betgt 100 mm).

Die Erzeugung der Abtast-Lichtimpulserfdie hier durchgeffirten Experimente er-
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folgt nach dem in Abb. 2.6 gezeigten Schema, als Medium wurde Kalziumfluoridrgew™
Am Lehrstuhl und zum Teil auch im Rahmen dieser Arbeit durchigee& Untersuchungen
zur Weil3lichterzeugung (siehe [HSZWO01,d8d, Hub02]) ergaben, dass dieses Material
speziell im Wellerdihgenbereick: 500 nm wesentlich besser geeignet ist als Saphir (siehe
Abb. 2.7).

Erste Untersuchungen von S. @f@in zur Weililichterzeugung in Kalziumfluorid
wurden an einem Lasersystem mit 20 Hz Repetitionsrate dunchgeiind zeigten er-
mutigende Resultate. Beitibergang auf das neue 1 kHz-System stellte sich jedoch her-
aus, dass an der Obexthe des Kalziumfluorid-Substrats Degradations-Erscheinungen
auftraten, die den Prozess der Weildlichterzeugung unterbrachen. Nach einigen Sekun-
den beobachtet man, wie ein Single-Filament Weil3lidfbricht* und zur Messung
nicht mehr verwendet werden kann (vgl. das Single-Filament in Abb. 2.8 mit dem Multi-
Filament in Abb. 2.9). Die bSung des Problems wurde von R. Huber zusammen mit
der Werkstatt des Lehrstuhls erarbeitet und besteht aus einer Feinmehistikiebe-
Vorrichtung. Sie erlaubt es, das Substrat unaibdig in X- und Y-Richtung zu verschie-
ben siehe [HSZWO01, Hub02]. Wird das Material auf diese Art bewegt, treffen jeweils nur
ein paar Laser-Lichtimpulse auf die gleiche Stelle des Materials und man beobachtet keine
Degradation mehr.

Neben der Repetitionsrate scheint die Dauer der Laser-Lichtimpulse von entschei-
dender Bedeutung bei der Erzeugung eines stabilen Superkontinuums4re€sEin.
Das hier verwendete Lasersystem liefert Lichtimpulse mit ca. 90 fs Pulsdauer, womit
die Weildlichterzeugung in jedem Fall problemlosghch war. Typische dabei erzeug-
te Single-Filamente zeigt Abb. 2.8. Werden die 90 fs-Lichtimpulse jedocistkch ge-
streckt (z. B. mit 10 cm SF58-Glas atf300 fs oder mit 10 cm SF55-Glas auf800 fs),
kann nur noch ein Multi-Filament beobachtet werden (in Abb. 2.9 gezeigt). Zur Messung
kleiner Transmissior@iderungen ist nur ein stabiles Single-Filament geeignet, mit ei-
nem Multi-Filament Abtast-Lichtimpuls arén die hier durchgafirten Messungen nicht
maoglich gewesen. Di®ulsdauer ist also offensichtlich von entscheidender Bedeutung
(vgl. Tab. 2.3).

Beobachtung bei der Erzeugung von kadritem Weil3licht
Stabiles Single-Filament Instabiles Multi-Filament
Fixes Cak Substrat, 20 Hz System-—

1 kHz System: Caf-Substrat 1 kHz System:
bewegt (Lissajous-Form) Fixes Cak Substrat
Pulsdauek 100 fs Pulsdauer- 150 fs

Tabelle 2.3: Beobachtungen bei der Erzeugung eines Superkontinuums.
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Abbildung 2.7: Superkontinuum erzeugt in Saphir und ¢##lie Abbildung stammt aus
[HSZWO01]).

Abbildung 2.8: Stabiles Single-Filament Superkontinuum: Langzeitstabile Abtast-
Lichtimpulse mit geringen Puls-zu-Puls Schwankungen sind die Grundlagiefbreitbandi-

ge und genaue Messung kleiner Absorptaomderungen (die links sichtbaren Streifeimnmen
von feinen Rillen im Off-Axis Parabolspiegel her).

2.1.4 Der Messplatz

Der Anregungslichtimpuls mit eingestellter Zentralwelbardgé und kurzer Pulsdauer wird
iiber einen Schrittmotor gefitt (Abb. 2.10).Uber eineAnderung der optischen Wemige
fur den Anreg-Lichtimpuls wird die Zeitveogiérung relativ zum Abtast-Lichtimpuls ein-
gestellt (siehe Tabelle 2.4). Die Kombination ay2-Plattchen und Polarisator erlaubt es,
die Energie der Anreg-Lichtimpulse abzus@uohién und eine feste Polarisationsrichtung
einzustellen, die dann mit dem zweitkyi2-Pldttchen auf die gewrischte Geometrie des
Experiments eingestellt werden kanrurfelie meisten durchgefirten Experimente wur-
de der,magische Winkel* (54.7) zwischen Anreg- und Abtast-Lichtimpuls eingestellt,
um das Signal der Rotationsdepolarisation beregtsnerid des Experiments auszsghen

23
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Abbildung 2.9: Instabiles Multi-Filament Superkontinuurdsthetisch, aber Aufgrund un-
kontrollierbarer Intensittsschwankungen nicht zum Abtasten kleiner Absorpéindsifungen
verwendbar.

[Fle86]. Einige Experimente wurden aber auch sowohl mit paralleler als auch mit senk-
rechter Polarisations-Geometrie durchget. In diesem Fall wird die Absorptioasde-

rung AA, die der Messung unter magischem Winkel entspricht, aus den Messungen un-
ter paralleler fA) und senkrechte’¥A+) Geometrie berechnet [FMR76, LJ79] (alle in
dieser Arbeit enthaltene Abbildungen zeigen die entsprechenden Daten unter magischem
Winkel):

AAl 2. AAL
3

Die Erzeugung der Abtast-Lichtimpulse wurde im vorigen Abschnigiigdit. Durch
den Strahlteiler (BS in Abb. 2.10) werden ca. 50% des Abtast-Lichts, einstellbar durch
Verschieben eines Graukeils, an der Probe vorbei in ein Referenz-Spektrometer geleitet.
Der reflektierte Teil des Abtast-Lichts ist hinter dem Strahlteiler kollinear mit dem Anreg-
Licht (Hohenversatz 1 cmUber einen Off-Axis Parabolspiegel (Brennweite 75 mm) wer-
den Anreg- und Abtast-Lichtimpuls (unter einem Winkel von #h die Probe fokussiert.
Die Blndelradien in der Probe betragen dabei 40u®0Ur das Abtast-Licht (aldrigig
von der Wellerdihge) und 120-2@0n fur die Anregung (je nach verwendetem Aufbau).
Die Abtast-Lichtimpulse gehen horizontal durch die Probe und werden in der Diodenzei-
le des Signal-Spektrometers gemessen, die Anregungs-Lichtimpulse kommesg sar”
unten und khnen geometrisch durch einen Spiegel hinter der Probe umgelenkt werden,
um (i) die (nicht absorbierte) Rest-Energie der Anreg-Lichtimpulse aufzuzeichnen und (ii)
Streulicht im Detektor zu vermeiden.

Das verwendete Detektor-Konzept ist eine Eigenentwicklung des Lehrstuhls: Die
Spektrometer (Fa. LTi) besitzen zwei Gitter mit jeweils 600 Linien pro Millimeter, opti-
miert fir 300 nm bzw. 500 nm (Blaze) und bilden das Abtast-Licht (Signal bzw. Referenz)

AAT2Y (2.1)
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2.1 Transiente Absorptionsmessungen

auf eine Diodenzeile mit 46 Elementen ab (Fa. Hamamatsu, Serie 4114, Frontfenster aus
Quarzglas). 42 Elemente der Diodenzeile werden genutzt (bedingt durch diedmdgehr”
Anzahl der Kaale des Analog-Digital-Wandlers). Aus der Diodeni@e, den Abbildungs-
eigenschaften der Spektrometer und der Strichzahl der eingesetzten Gitter ergibt sich eine
Wellenlingenautisung von 8 nm pro Diodenelement. In einem einzelnen Experiment
kann also ein Spektralbereich von-&nm = 336 nm simultan abgetastet werden.

Am Lehrstuhl entwickelte Vorveratker-Impendanzwandler veaskén das Signal
der Dioden und liefern es an einen 96-Kanal Analog-Digital-Wandler (Fa. Le Croy, Typ
1885F). 84 Kaale verarbeiten die Daten von Signal- und Referenz-Spektrometer, die rest-
lichen 12 Kamle sind mit Kontrolldioden verkupft, die z. B. Puls-zu-Puls Schwankungen
oder Impuls-Energien messen. Der Analog-Digital-Wandler integriert die anfallenden La-
dungen nur innerhalb eines Zeitfensters von ca. 800 ns (getriggert durch die Elektronik
des Nd:YLF Pump-Lasers im regenerativen \@risti). Messungen an der Probe finden
jede Millisekunde statt, Streulicht (Laborbeleuchtung etc.) wird also mit einem Faktor von
etwa 1:1000 unterdickt. Die Datenbertragung zum PC, der das komplette Experiment
steuert, erfolgt danaober FastBus, allerdingsussen diaibertragenen Pegel erst auf PC-
konforme Werte gewandelt werden. Dies geschieht durch eine am Lehrstuhl entwickelte
Einsteckkarteudi PC. Dieses problemangepasste Detektionskonzept wibetemiehrere
Jahre optimiert, Details dazu finden sich in [Zur92, Hoc96, SWZ97].

Der Anreg-/Abtast Aufbau
Strahlfihrunguber Schrittmotor 2-fach bzw. 4-fach gefaltet
Minimale Schrittweite 0.3um (12 fs bei 4-fach Faltung
MaX|m?Ier Lichtweguiber 1.2 m (3.6 ns bei 4-fach Faltung)
Verzorgerungsstrecke
Wegstrecke zwischen Erzeugung des
Superkontinuums und Probenort

0.25m

Tabelle 2.4: Der Anreg-/Abtast Aufbau.

Alle Experimente wurden so ausgelegt, dass die Probenmenge zwischen zwei aufein-
anderfolgenden Anreg-/Abtast-Lichtimpulsen komplett ausgetauscht wurde. Als Durch-
fluRklivette kam stets eine Spezialanfertigung der Fa. Hellma (Typ-Nr. 130.199) zum Ein-
satz. Die Form der Kvette istin Abb. 2.11 dargestellt: Dieukétte besteht aus Quarzglas,
ist4.5 cm hoch und 1 cm breit. In der Mitte befindet sich ein 1 mm breiter und 0.5 mm di-
cker Kanal, durch den die zu messenasiig gepumpt wird. Um zag&liche Dispersion
zu minimieren beagt die Dicke des Frontglases nur 0.3 mm. Riekseitige Wandst'ke
tragt nicht zur Dispersion bei und bagt'1.2 mm.

Die zur Verftiigung stehende Probenmenge war bei den meisten duntitgat Mes-
sungen nur 3-5 ml. Zwei Pump-Konzepte wurden dabei eingesetzt:

e Fir die ersten Experimente wurde die g€ Probe in eine Glasspritze (Fa. Ha-
milton) aufgezogen und mit ein&pritzenpumpe (Fa. TSE Technical & Scientific
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Spectrometer 1 Spectrometer 2
Delay stage Reference Signal
At =12fs 42 diodes * 8nm 42 diodes * 8nm
Tmax=3.6Ns A A
$ ——F ——F
Sample
N2 Pol. N2 cell
Pump pulse M 1 Tl
|_| |_| |_| BS PM
Att. CaF,
2
Boom | ¢I N n° |
| @ U |_| 7/ PM

Abbildung 2.10: Aufbau des dispersions-minimierten Experiments. Die Brennweiten der bei-
den Off-Axis Parabolspiegel (PM) batyt 75 mm, die Brennweite der Linse tagt”100 mm.
Geeignete Kantenfilter (F; Fartaglér, Fa. Schott) unterdsken die Anregungs-Welleaaigen,

die ansonsten im Spektrometer in 2.ter Ordnung die MessunalsenEn knnten.

Equipment GmbH, Typ No. 540210C, schematisch dargestellt in Abb. 2.11a) in ein
Ausgleichsged3 gepumpt (die Probe kommt dabei mit Glas, Edelstahl und Teflon in
Kontakt). Dieses Konzept ist jedoch problematisch, da an den Umkehrpunkten der
Probenaustausch nicht gelarfeistet ist. Deshalb musste ein atdicher magneti-
scher Shutter integriert werden, der an den Umkehrpunkten die Datenaufzeichnung
anhdlt. Leider veréingert diese Malinahme die Messzeit um bis zu 30%.

e Der smter konzipierte Probenstand hert”deshalb einderistaltikpumpe (Fa.
Masterflex, Model-no. 7520-67, Abb. 2.11b). Die Probe kommt hierbei nur mit Glas
und Teflon in Kontakt und wird stets in eine Richtung gepumpt. Die Bedingungen
sind also €iir jeden Messpunkt identisch, aiglich wird Messzeit eingespart.

Fur die Experimente an Azobenzol und an den Azopeptiden sindtzici’ noch
weitere Vorkehrungenatig: Vor der Messung desis—translsomerisierung muss durch
UV-Belichtung ein photostati@rés Gemisch hergestellt werden (in dem dann ca. 80—
90% der Molekile in dercisForm sind; durch kontinuierliche Belichtung bleibt diese
Konzentration auch alirend des Experiments bestehen). Dies geschieht durdi\ein
Belichtungsmodul. Kernstick ist eine Hg(Xe) Bogenlampe (1000W, Fa. Oriel, lamp mo-
del no. 6293, luftgeltilt, Netzteil: Oriel Universal Power Supply No. 68820), hinter deren
Kollimator ein wassergakilter Filter (UG11, 2 mm dick, Fa. Schott) den Wellkemijen-
bereich> 380 nm unterdxckt. Rir Experimente an reinem Azobenzol werden mit einem
zweiten Filter (WG305, 2 mm dick, Fa. Schott) drei intensive Spektrallinien bei 313 nm,
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2.1 Transiente Absorptionsmessungen

(@) (b)
5ml
D Reservoir
(Teflon)
Probe
pulse7
Spritzenpumpe PuMp Peristaltikpumpe
pulse

Abbildung 2.11: Probenstand: Der Kanal der Quarz Durchflutte ist 1 mm breit und

0.5 mm dick. Das Frontfenster ist nur 0.3 mm dick umatakche Dispersion zu minimieren.

(a) Die Probe wird von einer Spritzenpumpe in ein Ausgleiche§gEpumpt. Das Experiment
lauft dann mit zwei verschiedenen Pumprichtungen (Probleme an den Umkehrpunkten). In
(b) wird deshalb eine Peristaltikpumpe verwendet. Auf diese Weise kann die Probe im Kreis
gepumpt werden, die Proben-Bedingungen bleiben stets gleich.

335 nm und 365 nm ausgeWwit, die ein effektives belichten in digs-Form erlauben.
Flr Experimente an den Azopeptiden ist ein anderer Filegign(WG320, 2 mm dick,
Fa. Schott), der nur die beiden Spektrallinien bei 335 nm und 365 nm aablgcht
bei 313 nm wirde hier bereits wieder einauBkbesetzung ddransForm bewirken). Der
Betrieb der Lampe erzeugt jedoch erheblicaWié und beeinflusst durch elektromagne-
tische Strahlung negativ das Dunkelrauschen der Detektore®1$pEs ist deshalb not-
wendig, die Lampe in einem separaten Raum zu betreiben. Das Licht der Lampe wird dort
mit einer Linse (Brennweite 50 mm) in einen Fluid-Lichtleiter (Fa. Lumatec, Serie 300,
Offnungs-Durchmesser 3 mmahge 10 m) fokussiert. Am Ende des Lichtleiters stehen
dann ca. 100 mW Lichtleistung zur Veding, konzentriert auf die relevanten Spektralli-
nien.

Absorptionsspektren der Proben wurden entweder mit einem Lambda 19-Spektro-
meter (Fa. Perkin-Elmer) oder mit einem Aspect-Spektrometer (Fa. Analytik Jena, Typ
SPECORD 100S) aufgenommen.

2.1.5 Die Messung transienter Absorptions anderungen

Die eigentliche Messung einer Probe wird valistlig von einemui' MS-DOS (Version
6.22, Fa. Microsoft) compilierten C-Programm (compiliert mit Borland C++, Fa. Bor-
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land) gesteuert, ebenfalls eine Eigenentwicklung des Lehrstuhls, begonnen ca. 1993 und
seither kontinuierlich weiterentwickelt. Ist das Lasersystem justiert, der Probenkreislauf
beflillt und in Gang gesetzt und der Spektrometer-Untergrund gespeighertjimmt der
PC. Typischerweise werdenrféin Experiment zu 150 aufsteigenden \@geiungszei-
ten zwischen Anreg- und Abtast-Lichtimpuls Messwerte aufgezeichnet, etwaatfie H"
davon mitaquidistanter Schrittweite im Zeitbereich -1 ps bis 1 ps. Zur Messung der zwei-
ten Hilfte des Datensatzes wird die Schrittweite exponentiebl@hAuf diese Weise
erhélt man in jeder Dekade der Vagérungszeit gleich viele Messpunkte und kann einen
Zeitbereich von 5 Ga3enordnungen (10 fs bis 4 ns) in vertretbarem Zeitaufwand und mit
ausreichender Genauigkeit problemangepasst optimal messen.

Das Messprogramm mittelt pro Datenpunkt (feste Wgeringszeit zwischen Anreg-
und Abtast-Lichtimpuls) typischerweise 2000 Einzelmessungen. Sind alle 150g¢erz”
rungszeiten abgearbeitet, werden die jeweilige dgeziingszeit in Pikosekunden, der
Mittelwert der gemessenen Transmissamdérung sowie die errechnete Standardabwei-
chung der Transmissioasderung im ASCII-Format abgespeichert und anschliessend zur
Archivierung und weiteren Auswertung per FliBeir das Netzwerk auf den Datei-Server
des Lehrstuhls kopiert. Eine solche Messung wird als Scan bezeichnet und dauert ca. 14
Minuten. Da das Rauschen beMessungen mi{/n abfallt werden fir eine Probe ca. 8
Scans wiederholt und ausserhalb des Messprogramms gemittelt (zur Daten-Aufbereitung
siehe @chsten Abschnitt). Dieses Vorgehen hat den weiteren Vorteil, dass ein langsames
Verschieben der Strahllage z. B. aufgrund von Temperaturschwankungen in einer ver-
schlechterten Datenqualitaufeinanderfolgender Scans gesehen und rechtzeitig behoben
werden kann.

2.1.6 Datenaufbereitung

Zur Datenaufbereitung, Analyse und Visualisierung dient das am Lehrstuhl entwickel-
te Programmpaket Z20das in der Programmierumgebung IDL (Fa. Research Systems
Inc., Ver. 5.4) geschrieben wurde. Mit dem Programonién die einzelnen Scans eines
Experiments kontrolliert und gemittelt werden. Weiterhonkén Losungsmittel-Signale
subtrahiert [LZN"02] und die Dispersion der Abtastwellanijen untereinander korrigiert
[ZK98] werden. Schliel3lich stehen umfangreiche Methoden zur Analyse, zum Fitten und
zur Visualisierung der Daten zur Vedgung. Beschreibungen des Programms finden sich
in [Spo01, Lut01, Hub02] (zur Analyse, Fit und Visualisierung siehe auch Kapitel 3 —
samtliche dort beschriebenen Methoden sind in Z20ugdréir).

An dieser Stelle muss noch darauf hingewiesen werden, dass die Absaptiens”
rung bei Experimenten zur transienten Absorption stets in mOD gemessen wird. Die in
dieser Arbeit pasentierten Daten unterschiedlicher Malkksind aber nicht direkt mit-
einander vergleichbar, da sie mit zum Teil sehr unterschiedlichen Bedingungen aufge-

1Benannt nach dem Labor, in dem bisher alle Programmierer gearbeitet haben. Begonnen woleid. Sp”
und I. Lutz, weiterentwickelt von Chr. Root und dem Autor (im Juni 2004 immerhin 45369 Zeilen
Programmtext).
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nommen wurden (z. B. mit unterschiedlicher Anregungsenergie oder anderem angeregtem
Volumen).

2.1.7 Zusatzliche Effekte bei UV-Anregung — solvatisiertes
Elektron

Andernorts ein eigenes Wissens- und Forschungsgebiet [HB62, Dor65, JSF88, MM89,
TG91], zeigt sich das solvatisierte Elektron bei Anregung mit Lichtwedlegén unter-

halb 400 nm bei den hier durchggiiten Experimenten teilweise alosgindes Signal, das
zustzlich zur transienten Absorption des untersuchten Mdge&uftritt unduber den ge-
samten beobachteten Zeitbereich Signalbgérliefert, die sich sehr schwer (zum Teil gar
nicht) aus dem erhaltenen Messsignal herausrechnen lassen (Abb. 2.12 zeigt die transien-
te Absorption eines solvatisierten Elektrons in Wasser und Ethanol). Abhilfe schafft hier
eine Senkung der Anregungsenergie (evtl. gleichzeitig eine dggting des angeregten
Volumens) oder ein zagZliches Strecken des Anregungs-Lichtimpulses.

A O @
o O o©

Absorbance Change [mOD]
n
o

Absorbance Change [mOD]

Abbildung 2.12: Transiente Absorption des solvatisierten Elektrons (hach Anregung mit
Lichtimpulsen beApump= 266 nm). Links: Wasser. Rechts: Ethanol.

2.2 Fluoreszenzmessungen

Um weitergehende Informationarbér Azobenzol zu erhalten, wurden an diesem Mo-
lekil zusatzlich Fluoreszenzmessungen durcligef.” Die Fluoreszenz-Quantenausbeute
von Azobenzol ist mitPs = 10 ° jedoch so niedrig, dass sie mit kommerziell ath
chen Fluoreszenz-Spektrometern nicht mehr nachweisbar ist. Diese Messungen wurden
deshalb mit einer Eigenentwicklung des Lehrstuhls duraltgef”

Der bemtigte Aufbau war bereits vorhanden und ist in [Sed99] @udith beschrie-
ben. Ein Schema des Experiments ist in Abb. 2.13 dargestellt: Durch einen Selbstbau-
Monochromator wird die 488 nm-Linie (Dauerstrich) eines Multimode Argon-lonen La-
sers ausgeahlt (Innova 310, Fa. Coherent, 10 W) und mit einer Linse (Brennweite 80 mm)
auf die Probe fokussiert (30V auf ein Anregungs-Volumen mit 136n Durchmesser und
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Abbildung 2.13: Schematischer Aufbau der Fluoreszenz-Experimente.

1.0 mm Lange, als Probenstand kam aimlicher Aufbau wie in Abb. 2.11b beschrieben
zum Einsatz, lediglich die Durchflusskétte wurde ausgetauscht). Das emittierte Licht
wird in Ruckwértsrichtung von einem Mikroskop-Spiegelobjektiv (Fa. Ealing, NA = 0.5,
f=13.4 mm) aufgesammelt, um das Anregungs-Licht zu unteidni und roglichst viel
Fluoreszenz-Licht einzusammeln. Ein holographischer Notch-Filter (Fa. Kaiser, HNSF-
488.0-1.0) dient dazu, verbleibende Reste des Anregungs-Lichts zu wictexdr”Das
Fluoreszenz-Licht wird schlie3lich mit einer achromatischen Linse (Brennweite 90 mm)
auf den Eintrittsspalt eines Spektrometers fokussiert (Fa. ISA, HR460, 150 Linien/mm).
Detektiert wird die spektral aufgette Fluoreszenz schliesslich von einer hocloesefh-

den CCD-Kamera (Princeton Instruments, 33010 Pixel, 16 Bit Aufbsung). Steuerung

und Datenaufnahmabéernimmt ein PC [Har99]. Zur Untengckung von Artefakten auf-
grund kosmischer Strahlung wird jede Messung dreimal durcihgetind anschlieRend

fur jeden Messpunkt der Median gellt. Zur Korrektur der wellemfigenabaigigen
Detektor-Empfindlichkeit wird der so gewonnene Datensatz noch mit einer Kalibrations-
kurve multipliziert.
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Dieses Kapitel behandelt der Reihe nach diese Themen:

3.1

Simulation von Daten: Dieses Kapitel besditigt sich eingehend mit verschiede-
nen und zum Teil neuen Verfahren zur Datenanalyse.uDagrden synthetische
Daten mit definierten Eigenschaften logigt.

Globales Fitten: Die meisten photochemischen Reaktionemién durch ein Ra-
tenmodell beschrieben werden, d. h. die transienten Absorptionsdatererk”
durch eine Summe von Exponentialfunktionen mit Zerfallszeiterdfé einzelnen
Zustnde beschrieben werden. Hier geht es um die Bestimmung von Konfidenz-
Intervallen und einen neuen Ansatz, wie der verwendete Levenberg-Marquardt-
Algorithmus erweitert werden kann.

Singularwertzerlegung (SVD): Die SVD stellt eine weitere analytische Methode
dar, aus den experimentellen Daten Aussagen zu gewinnen. Es wird ein umfas-
sendeiUberblickuber Grundlagen, erweiterte Anwendung und Probleme der SVD
gegeben.

Visualisierung von Daten: Die rein analytische Extraktion von Aussagérer pho-
tochemische Prozesse durch globales Fitten oder SVD ist meist nicht eindeutig, des-
halb wird hier eine Methode dargestellt, wie durch sehr einfache Differenzbildung
und geeignete Darstellung der Rohdatenatzigghe wertvolle Informationeunber
beteiligte Dynamiken gewonnen werden kann.

Simulation transienter Absorptions-Daten

Zur Beurteilung neuer Analysemethoden sind Datéres'imit bekannten Eigenschaften
von unscltzbarem Wert. Aus diesem Grund wurde die Auswertesoftware Z20 um zwei
Funktionen erweitert, die es erlauben, ausreichend komplexe Absompiersingen mit
vorgegebenen Eigenschaften zu erzeugen. Im nachfolgenden werden die beid&® Ans™
erlautert, nach denen dieikStlichen Dateratze generiert wurden.

Physikalischer Ansatz

Der erste Ansatz zur Erzeugung realistischer Datenmatrizenufpeintdie Spektren von
Zwischenzusiinden. Der einfachste Ansatz zur Modellierung der Einzelspektese w"
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sicherlich eine GaulB3-Funktion. Reale Spektren (Grundzustandsabsorption, Emissions-
spektrum) sind jedoch meist asymmetrisch. Um dem gerecht zu werden, kommen asym-
metrische Gaul3-Funktionen zum Einsatz (skewed Gaul3), beschrieben durch

2

log (1+ 25y X AO)
fyro,a(X) =exp| —log(2) , (3.1)

Y

dabei isty € [—1,1] ein MaR fir die Asymmetrie:y < O fuhrt zu einer Asymmetrie der
rechten Flanke, die linke Flanke bleibt Gawd®rhig (umgekehrtidi y > 0). Wie bei nor-
malen Gaul3-Funktionen bestimmgg die Lage des Maximums und die Breite der
Funktion.

Zur Modellierung der Zeitaldmgigkeit werden gestreckte Exponentialfunktionen
(,stretched exponentials®) verwendet:

f(x)=e", (3.2)

dabei ist3 ein Mal3 fir die Streckung (zur Bedeutung gestreckter Exponentialfunktionen
siehe z. B. [SSB91)).
Die synthetische Datenmatrix wird wie folgt gebildet:

A\ B1
t . .
AA(A;t) = —alexp<— (T—Jl) ) fypasitj) 02 (A1) (Stim. Emiss.)
J B1
+azexp| — (T_l) fysn3.03 (M) (ESA)
A\ B1
+a4k2k_lk [exp(— (t—‘> ) (Photoprodukt)

] y47)\61704

—a [kz — k1 ( ) (Grundzustand)

(3.3)

ylv)\(]jaol

mit

AS(t)) = A5+ Aghift (1—exp<— l )) (3.4)

Tshift
Als einfaches Modell wird das transiente Absorptionssignal eines Mtdedomit
durch folgende Eigenschaften beschrieben (vgl. Abb. 3.1):
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Grundzustandsspektrum: Asymmetyie Maximum beil}, Breiteoy.

Spektrum der stimulierten Emissioyy, )\5, Oo.

Spektrum des angeregten Zustands (E§4)A\3, os.

Spektrum des gebildeten Photoproduk{lzs:)\é, 04.

Zwei Zeitkonstantent; undts.

Dynamischer Stokes-Shift ugpift mit der Zeitkonstantemgyit.

Mathematischer Ansatz

Ausgangspunkt ist die Darstellung der Absorptexmdérungen, die sich aus einem Raten-
modell mit n Zustinden ergibt [HFK 90]:

BAOG) = /Owa(Ai,rk)e‘%K(tj “t)dt. (3.5)
=1

Dabei istK (t) die Apparatefunktion, i’ die normalerweise eine Gaul3-Funktion mit der
aus dem Experiment ermittelten Kreuzkorrelationsbrejtengesetzt wird. Damit ergibt

sich: ,
n
= % aln T ) (1, Ll g(t T
AA()\.,t,)_kzla.()\.,rk)exp(4T2 Tj><2+2erf - . (3.6)

Tec j

Zur Erzeugung synthetischer Daten liest man Gleichung (3.6) in Matrixform:
DA ) = (A)ij = Bampl Ctime: (3.7)

In diesem Fall mSsen also Amplitudenspekirég , und ZeitveréufeCijme vorgege-
ben werden. Diéreien Parameter der Simulation sind somit (vgl. Abb. 3.2:

e Drei Ampitudenspektren: Diese sind jeweils die Summe zweier asymmetrischer
Gaul3-Funktionen — Asymmetnig », Lage des Maximum)‘sé2 und Breiteogy .

e Drei ZeitverBiufe: Jeder Zeitverlauf ist durch die zugeordnete Zeitkonstariie-
stimmt.

e Kreuzkorrelationsbreiteg.

Lim Ratenmodell erfolgt das Verlassen eines Zustandes nach einem einfachen Exponentialgesetz (Stre-
ckungsfakto = 1).
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Abbildung 3.1: IDL-Dialog: Synthetische Daten (physikalischer Ansatiher Schiebereg-

ler kbnnen alle wichtigen Simulations-Parameter eingestellt werden. In einer kleinen Grafik
werden die Spektren von Grundzustand, angeregtem Zustand, stimulierter Emission und Pho-
toprodukt angezeigt.

34



3.1 Simulation transienter Absorptions-Daten
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Abbildung 3.2: IDL-Dialog: Synthetische Daten (mathematischer Ansatber Schiebereg-

ler kbnnen alle wichtigen Simulations-Parameter eingestellt werden. In einer kleinen Grafik
werden die Amplitudenspektren und Zeitarfé der vier unaldrigig voneinander einstellba-

ren exponentiellen Prozesse angezeigt.

Rauschen

Die Stabilitéit neuer Methoden zur Datenauswertuagst 'sich nur an verrauschten Da-
tensitzen beurteilen. Dazu wird eine Matdk mit Zufallszahlen generiert und zu den
unverrauschten Datehaddiert. Die Zufallszahlen werden dabei durch die IDL-Funktion

r andomm erzeugt (diese erzeugt mit der BoxaNEr Methode normal verteilte (Pseudo-)
Zufallszahlen). Die damit erzeugte Matrik hat Erwartungswert null und Standardab-
weichung eins.R wird dann noch mit einer Zahl multipliziert, die das einzustellende
Rauschen beschreibt (das Feld Std-Dev. im Dialog von Abb. 3.2 bzw. Abb. 3.1). Die

Rausch-Matrix muss jetzt nur noch zu den unverrauschten Daten addiert werden:
A=A+R (3.8)

Auf die gleiche Weise wi& wird noch eine zweite Matrik¥ erzeugt (ebenfalls mul-
tipliziert mit dem Wert des Feldes Std-Dev.). Diese Matrix atitdie simulierten Fehler
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(Standard-Abweichung) jedes simulierten Messpunktes.

3.2 Globaler Fit mit exponentiellen Zeitkonstanten

Unter,globalem Fit* wird in der gesamten Arbeit das finden einer Modellfunktionajgém”
Gl. (3.6) verstanden. Dabei wird ein nichtlinearer Algorithmus nach Levenberg-Marquardt
[PTVF92] verwendet, um (nach einem Ratenmodell) exponentielle Zeitkonstanten und
Amplitudenspektren zu ermitteln, die die experimentell ermittelten transienten Absorp-
tionsdaten optimal beschreiben (Methode der kleinsten Quadrate, d. h. bestimmen von
Parameternuf die x2 minimal wird).

Bei beliebigen spektroskopischen Daten ist es im allgemeinen schwierig, allein durch
sture Anwendung des Fit-Algorithmus zuassige Aussageubér die untersuchte Probe
zu erhalten, denn:

e Ohne Vorwisseruber die untersuchte Probe ist ddmzahl der bendtigten Zeit-
konstanten vollig unklar.

e FUr den Fit-Algorithmus rasserStartwerte fur die exponentiellen Zeitkonstanten
vorgegeben werden (die Amplitudenspektrenkén dann draus berechnet werden).
Je nach experimentellem Datensatz ist der Algorithmus manchmal sehr sensibel auf
diese Startwerte, d. h. bei ungklich gewahlten Startwerten findet der Algorithmus
nicht (oder nur extrem langsam) das globale MinimumyfeHyperfiéche.

Ausgehend von diesen Beobachtungen war es ein Ziel dieser Arbeitzlzcisé Hil-
festellungen zu liefern, die die Quaiitdes globalen Fit verbessern. Die zwei folgenden
Abschnitte besdiftigen sich deshalb mit dem Thema Konfidenz-Intervall. Diese erlauben
es, Fehler-Angaben zu den ermittelten Zeitkonstanten zu geben. Danach wird unter dem
Stichwort, stochastisches Fitten® ein Verfahren beschrieben, dasofielierte Messwer-
te eventuell bessere Ergebnisse liefern kann.

Bestimmung von Konfidenz-Intervallen (I) — Auswertung der
Kovarianz-Matrix

Der Levenberg-Marquardt Algorithmus, der in den Numerical Recipes [PTVF92] be-
schrieben ist, verwendet den dimensionslosen Parameten Wechsel zwischen feinem
Abtasten dery?-Hyperfiéiche, um den tiefsten Punkt eines Minimums genau zu finden
(A << 1) und dem Auffinden alternativer Senken gérHyperfidche, damit der Algorith-
mus nicht in lokalen Minima &rigen bleibtX >> 1). Das im Algorithmus verwendete
Array covar dient wehrend der Iterationsschritte als Zwischenspeicher. Wenn die opti-
malen Zeitkonstanteny (die nichtlinearen Parameter) mit dem optimaj@%qn gefunden
wurden, muf3 die Funktionr gm n. ¢ noch einmal miA = O aufgerufen werden. Da-
bei wird keine Iteration mehr ausggfit, sondern die Covarianzmati@ (covar ) mit
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3.2 Globaler Fit mit exponentiellen Zeitkonstanten

den Varianzen und Kovarianzen gét'und richtig sortiert. Fix gehaltene Zeitkonstanten
erhalten dabei eine Varianz von 0.0 zugeordnet.
Die Varianz-Kovarianz Matrix ist folgendermal3en aufgebaut:

(C)ij = 0i0j. (3.9

Nur fur den Fall unkorrelierter Parameter ist esamsi(y, aus der Kovarianz-MatiixFeh-
lerangaben abzulesen:

.[;[rue € [Ti—\/ai,'[i—i— Cii] bzw.

e ¢ {Ti—\/()'iz,'[i—i—\/()'iz

Im Falle korrelierter Parameter (wie es meist der Fall ist) darf diese Beziehung nur als
formaler Ausdruck hingeschrieben werden. Insofern kann die Kovarianzmatrix meistens
hochstens als sehr grober Anhaltspunkt gelten. Aus diesem Grund wurde zur Bestim-
mung von Konfidenzintervallemufdie in dieser Arbeit extrahierten Zeitkonstanten der im
Folgenden beschriebene Ansatz verwendet.

Bestimmung von Konfidenz-Intervallen (II) — Exhaustive
Search

Die Methode des 'exhaustive Search’ bedient sich selbst wieder des Levenberg-Marquardt
Algorithmus. Das Vorgehen ist wie folgt [Joh83, RLH92, Hol96, SZ03]:

1. Verwende den Levenberg-Marquardt Algorithmus zur Bestimmungwogitkon-
stanten{t;} mit optimalen Werter{t%} bei minimalemy? = x2,..

2. BestimmeAx? mit Hilfe der ,incompletel -function:

_ [Fettatdt

M@Y= oot tdr

(3.10)
Dabei gilt
r(v/2,8¢°/2) =1-p, (3.11)

wobeiv die Anzahl der Freiheitsgradést und p ist das gewischte Konfidenz-
Intervall, z. B.p = 0.68 oderp = 0.95. Wennp undv gegeben sind ist Gl. (3.11)
eine implizite Gleichungui Ax? die gebst werden kann. Erfahrungsgafkann
manAx? aber auch aratiern, z. B. fif Messungen, bei denennicht bekannt ist.
Im Falle der Auswerte-Software Z20 wirdrf'solche Rlle (willkurlich) eine Ab-
weichung von 3% geafilt: Ax? = 0.03- X2, .

ldabei giltv = s-ch— ((ch+1) - 1) undsist die Zahl der gefitteten Zeitpunkighist die Zahl der gefitteten
Kandle undrt ist die Zahl der zu fittenden Zeitkonstanten.

2Ein Konfidenz-Intervall mip=0.68 bedeutet, dass der wahre Wert mit 68% Wahrscheinlichkeit im ermit-
telten Konfidenz-Intervall liegt.
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3. Andere eine Zeitkonstante ufit und halte diesen Parameter fest und gib die ande-
ren (n— 1) Zeitkonstanten als variabelukie den Levenberg-Marquardt Algorith-
mus sooft aus, big? wieder ein Minimum gefunden hat. g€ > xﬁ“n + Ax?, dann
ist At die Abweichung der festgehaltenen Zeitkonstanten, andernfallsogseye
At und wiederhole diesen Schritt.

4. Wiederhole den vorherigen Schritirfille Zeitkonstanten mit positiven und negati-
ven Werten @i At.

Diese Methode ist auchuf’korrelierte Parameter zagsig und kann insbesondere
auch ermitteln, ob die gesuchten Fehlerbereiche asymmetrisch liegen (was im Falle expo-
nentieller Zeitkonstanteruf transiente Absorptionsdaten typisch ist).

Erweiterung des Fit-Algorithmus —  ,, stochastisches* Fitten

Der hier beschriebene Algorithmus beruht auf einem Vorschlag von V. A. Mandelshtam
[Man04]. Ausgangspunkt ist die Erkenntnis, dass der Levenberg-Marquardt Algorithmus
sehr sensitiv auf die vorzugebenden Start-Werte der exponentiellen Zeitkonstanten reagiert
und deshalb manchmal in lokalen Minima gegrHyperfliche,hdangen bleibt' ohne das
globale Minimum zu finden.

Die Idee ist jetzt, ausgehend von einafiupel von Startwertertg, To, ..., Tn) durch
Einfuhrung eines zuaflligen Elementsui jede dem Zeitkonstanten eine Verteilung zu
bekommen. Aus der Breite dieser Verteilung kann man dann (hoffentliclafzicies
Vertrauen in die ermittelten Zeitkonstanten gewinnen.

Der zu fittende Datensatz ist die Matxder transienten Absorptioasderungen
AA: Ajj = AA(A,tj). Jedes Element dieser Matrix stellt den Mittelwert aus typischerwei-
se 10000 Einzelmessungen dar,aaBch gibt es @i jeden Messpunkt noch eine Fehler-
angabe (Standardabweichuoly Eine wesentlichéM otivation des Verfahrens ist, dass
die Fehler der einzelnen Messwerte korreliert sind und durch dagzhické zuéllige
Element die Qualdat des Fits verbessert werden kann.

Das Verfahren besteht darin, den Globalen Fit-Algorithmus wiederholt auf stets leicht
veranderte Datersgze anzuwenden. Folgende Schritte sind duraiimeii:

1. Gib einn-Tupel von Startwerten vorz{, 1o, ..., Tp).

2. Bestimme ausgehend véndie zufillige Matrix A, indem zu jedem Elemeny;;
eine Zufallszaht € (—oij,0ij) hinzuaddiert wirdAj = Ajj +r.

3. lteriere den Levenberg-Marquardt Algorithmus it solange, bis ausreichende
Konvergenz erreicht wurde (z. B. bisx® < 1073). Dies liefert einn-Tupel von
exponentiellen Zeitkonstanterj( t3, ..., T5).

4. Trage die Werte der® in n Histogramme ein und gehe zu Schritt 1.
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Aus den erstellten Diagrammen kann schlie3lighj€den ermittelten Satz von Zeit-
konstanten der minimale und maximale Wert, Mittelwert, Median und Varianz ermittelt
werden.

Der Rechenaufwand hierbei ist ndtch grol3, es muss die normalerweise schon auf-
wendige Levenberg-Marquardt-Iteratiam fédes neués wieder durchgafhirt werden.

Uber die Qualiéit des Verfahrens kann an dieser Stelle leider noch nicht sehr viel
ausgesagt werden, es wurde erst gegen Ende dieser Arbeit in die Auswerte-Software Z20
implementiert und muss sich erst im Alltag bewén. Erste Tests mit synthetischen Da-
tensitzen waren allerdings nicht sonderlich ermutigend, die jeweils gefundenen Vertei-
lungen waren deutlich schateér als die Konfidenz-Intervalle, die nach dexhaustive
search*-Methode ermitteltet wurden.

3.3 Zur Singularwertzerlegung

Die Singularwertzerlegung (Singular Value Decomposition — SVD) ist ein leistahgsf”
ges Werkzeug, mit dem auf recht bequeme Art wichtige Aussagenjédwede Matrix
gewonnen werden kann. Anwendungen reichen dabei von der Bildverarbeitung (siehe Sei-
te 47) bis zur Verwendung der SVD im human genome project [ABBOO]. In der Kurzzeit-
spektroskopie wird die SVD zur Datenanalyse verwendet [HCD78, HSHES3,"l861S
HHL89, HH92, CB91, HLE 90, EKS"01, HSBO1].

Das golite Problemdi die Anwendung der SVD ist das Vorhandensein von Rau-
schen in den Datenmatrizen: In einem Beispiel auf Seite 53 wird gezeigt, dass im Falle
von Rauschen eindeutige Aussagen eventuell gar nicht mehr gemacht wenthemk ™

Es gibt viel Literaturuber SVD, jedoch keinen zusammamigenden Text, der al-
le Details aufzeigt, die zur Anwendung der SVD auf die Datenanalyse von transienten
Absorptionsdaten notwendig sind. Dieses Kapitel versucht, eine Zusammenfassung aller
wichtigen Aspekte zu geben:

¢ Die Einfihrung beschreibt elementare Eigenschaften der SVD. Dieser Abschnitt
enthalt viel lineare Algebra und soll hauptsfilich als kompakte Referenz dienen.

e Im AbschnittApproximation wird die Leistungsfihigkeit der SVD zur verlustbe-
hafteten Komprimierung gezeigt (ab Seite 46).

e Der Abschnitt,gestorte Matrizen* untersucht die SVD auf ihre Aafligkeit ge-
geniber verrauschten Dateatzén. Hier sieht man die Grenzen der SVD (ab Seite
49).

¢ Die Anwendung auf zeitaufgeloste Spektroskopie veranschaulicht, wie sich die
SVD zur Datenanalyse in der Praxis einsetzdt (ab Seite 53).

e DasBeispiel: Simulierte Messdaten mit Rauschen behandelt schlief3lich noch
einmal Ur einen synthetischen Datensatz eine exemplarische Auswertung mittels
SVD (ab Seite 57).
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3.3.1 Einfuhrung

Im folgenden werdeiM x N MatrizenA betrachteti > N, M Zeilen undN Spalten), die
eine lineare Abbildung eind$-dimensionalen linearen Vektorrauni' (RN oder CV) in
einen goRererM-dimensionalen Vektorraut™ vermitteln:

A: KN kKM, dimKN =N, dimkKM =m, (3.12)
v=Au, uekNvekM (3.13)
V1 air .--- AN
: : Uy
=1 2 B (3.14)
UN
VM aM1i --- auvN

Definition 1 (Zeilen- und Spaltenvektoren) Ein Vektorv € KN, ist ein N-elementiger
Spaltenvektor,

Vi
V2
V= , (3.15)
VN
seine Transponierte ist ein N-elementiger Zeilenvektor (€ Ky)
Vi = (v, vo,...,W). (3.16)

Beachte, dassif komplexwertige Vektoren und Matrizen mibzw. A immer die komplex
konjugierte Transponierte gemeint ist.

Bemerkung 1 Die i-te Komponente vor wird mit v; bezeichnetyj = ve) und diei-te
Zeile in derj-ten Spalte vorA mit Ajj (Aij = e{Aej). Mit a; wird der j-te Spaltenvektor
der MatrixA bezeichnet, alsb = (a, ..., an).

Matrixmultiplikation ist immer, Zeile mal Spalte®, demnach ergitstw = SN, viw
das Skalarprodukt (geschrieben asw) = viw = SN . viw;), hingegen ergibvw! eine
Matrix A (mit den KomponenteA;j = viw;).

Definition 2 (SVD, Singularwertzerlegung) Die Singularwertzerlegung (SVD) einer
M x N Matrix A (M > N) ist eine Zerlegung der Form

A=USV. (3.17)
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S1 0
ailr ' AN Uiz -+ Uim . t
_ 0 SN . .
) ’ ) ' 0 VN1 *** VNN
ami1 - auN Uvi --- Uwvwm
(3.18)

Dabei ist S eine Mk N Matrix. Die Elementejsvon S heil3en Singularwerte von A und
werden mit sbezeichnet. Die Spaltenvektoren von U und V heil3en linke bzw. rechte
Singularvektoren.

Bemerkung 2 (Ist Squadratisch oder nicht?) Die Definitionen der Singularwertzerle-
gung in der Literatur sind nicht eindeutig. Da es huSingularwerte gibt, sind auch nur

N Spalten vorlJ nétig. DamitU ,schon®, also quadratisch wirdufjt man nochiM — N
Spaltenvektoren hinzu undahgt anSnoch einelM — N) x N Null-Matrix an. Das kann
man machen, oder maalit die,unwichtigen* Vektoren votJ weg und hat dan® qua-
dratisch. Beide Varianten sind in Ordnung, die Wahl wie in Definition 2 hat den Vortell,
dass matJ undV direkt als Basen der jeweiligen Vektaufe lesen kann.

Bemerkung 3 (SVD und Eigenwerte, I) Mit A=USWV folgt Al = (USV)! =V SU und
damit
AA =USWVSU = USU. (3.19)

Da U undV unitéar sind (siehe weiter unten), sind die Singularwerte also Wurzeln der
Eigenwerte VoA (bzw. vonAlA, je nachdem welche der beiden resultierenden Matrizen
Kleiner ist).

Satz 1 (Existenz der SVD)
Jede reell- oder komplexwertigé x N Matrix A (mit M > N) besitzt eine Singularwert-
zerlegung [EY39, Sch07a, Sch07b].

Der Beweis des Satzes ist einfach und bringt einiges an EinsichiOl)” Gesucht
sind uniéire MatrizerlJ undV, dieA ,diagonalisieren”,

UAV =S, (3.20)

mit einer Diagonalmatris. Dass solche Matrizen exisitieren, sieht man folgendermalfien.
Sei (&) wieder die kanonische Basis imNRMit V g =: vy undU uy := g kann GI. 3.20
so ausgefhrt werden:

UAV g = UAV, = Uscug = s &, (3.21)

wenn
AV = S Uy, (3.22)

14 = Sgilt nur, wennS quadratisch gewfilt wurde.

41



3 Methoden

wobeiS= (s). Also ist die Frage, ob es Orthonormalbasgrund vy gibt, so dass 3.22
gilt. Und die gibt es: Mit der transponiertexi sind A'!A und AAl positive symmetrische
Matrizen und damit diagonalisierbar mit positiven Eigenweminund dﬁ und einem
orthonormalen Eigensystew unduy,. Aber aus

A'Avy = a2vy, (3.23)
folgt
AA AV = aZAvy, (3.24)

also istAvy Eigenvektor vorAA, dessen Eigenwerte sind ahﬁeﬁ'mit den Eigenvektoren
Un. Eventuelles Umnumerieren liefert al§§ = O(E undAvy = ¢ Ug, wobei

S = (ScUk, S Uk) = (AVk, Avk) = (A'Avk, Vi) = o (Vi, Vk) = @, (3.25)

d. h.s = a.

Satz 2 (Einfache Eigenschaften der SVD)
SeiA eineM x N-Matrix mit der Singularwertzerlegurty= US\. Es gelten folgende

Aussagen [Ste73]:

1. Orthonormalidt vonU undV:
U ist eine orthonormal&! x M Matrix, V eine orthonormal®& x N Matrix, d. h.
UU-1=uUU!= Iy undvVv—1=VV! = Iy undly bzw.ly ist die Einheitsmatrix in
KM bzw. KN (lij = 9ij).

2. Positivieit ders;:

Durch Multiplikation einzelner Spalten id bzw.V mit Skalaren binnen dies
immer positiv gemacht werdesg, > 0.

3. Ordnung der Singularwerte:
Die Singularwertes undsj kbnnen vertauscht werden, wenn gleichzeitigimnd
V diei-te undj-te Spalte vertauscht werden. Dadurch kann man immer erreichen,
dasss; > s> ... >sy > 0.

Satz 3 (Min-/Max- Charakterisierung der Singularwerte)
Die Singularwerte devl x N Matrix A kann man mit Hilfe der UnteatimeV C KN iiber
eine der beiden folgenden Beziehungen ausrechnen [Ste79]:

s dim(V):INle [xev,|x)|(2:1( (AA) )}’ ( )

beziehungsweise
= max min  (X'(A'A)X) | . 3.27
siz dim(V)=i Lev7|x|2:1 ( ( ) )} ( )
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Bemerkung 4 (Historisches zur Singularwertzerlegung) Fir den speziellen Fall qua-
dratischer Matrizen wurde die SVD zum ersten Mal 1889 von Sylvester untersucht [SyI89].
Entdecker der Singularwertzerlegunyg féchteckige Matrizen ist jedoch Schmidt, der die
Zerlegung 1907 bei der Untersuchung von Integralgleichungen eingdiat [Sch07a,
Sch07b] (als,Entwicklung willkiirlicher Funktionen nach Systemen vorgeschriebener”).
Spéter wurde von Eckart und Young gezeigt, dass jede reell- oder komplexwertige-

Matrix Singularwerte besitzt [EY39]. Der mittlerweile haugtslich verwendete nume-
rische Algorithmus zur Bestimmung der SVD wurde Ende der 1960er Jahre von Golub
entwickelt und ist numerisch sehr stabil [GK65, GR70]. mcBérn zur linearen Algebra
wird die SVD zum Teil auch als Orthogonale Normalform einer Matrix bezeichnet (siehe
z. B. [Koe85]). Ausitihrlich dargestellt wird die SVD in den beidemé&iern von Stewart
[Ste73, SS97]. Eine kurze Abhandlunber die Singularwertzerlegung findet sich z. B.
auch in dem Buch vondrhig [TS88].

Definition 3 (Kern, Bild und Rang einer Matrix) Fur eine Matrix A, die eine lineare
Abbildung A KN — KM beschreibt, definiert man Kern, Bild und Rang durch [Koe85]

Kern(A) = {xeV:Ax=0},
Bild(A) = {Ax:xeKN}  und
RandA) = dimBild(A).

Aus A= USV folgt

AV =USVV =US (3.28)
und damit
Avj = AVej
= USej
= USj €
= sjUe;
Sj uj, j=12,...,N.
Damit wird sofort klar, dass
vj€Bild(A)  fur s;#0 und (3.29)
v eKern(A)  fur s;=0. (3.30)

Bemerkung 5 (SVD zum Losen homogener Gleichungen) Mit Gleichung (3.30) ergibt
sich spontan die @&Sung der homogenen GleichuAg = 0 (die Losung der homogenen
Gleichung wird ja gerade durch K& gegeben).

Wenn alsd Singularwerte von Null verschieden sind, gilt offenbar

dimBild(A) = k und
dimKernA) = N-k
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Satz 4 (Singularwerte und Rang einer Matrix)
Hat die MatrixA genatk von Null verschiedene Singularwerte, so gilt

RandA) = k. (3.31)
Bemerkung 6 (Zusammenhang SVD und Eigenwertgleichung) Die Gleichung

Avj = sjUu;j (3.32)
sollte man analog zu einer Eigenwertgleichung

Avj = EjV; (3.33)

lesen. Es werden alternative Badérin KM undV in KN gesucht, damit die Abbildung,
die durchA vermittelt wird, eine noglichst einfache Gestalt hatamlich derj-te Basis-
vektorv; € KN soll auf ein Vielfaches depten Basisvektorsj € KM abgebildet werden.

Satz 5
Aus der Singularwertzerlegung vérkann man sofort orthonormale Basen ablesen:

1. {vj : sj = 0} ist eine orthonormale BasisifKern(A)

2. {vj : sj # O} ist eine orthonormale Basisiif das orthogonale Komplement von
Kern(A)

3. {uj : sj # O} ist eine orthonormale BasigifBild (A)
4. {uj : sj = 0} ist eine orthonormale Basisiif das orthogonale Komplement von
Bild(A)

Definition 4 (Norm von Vektor und Matrix) Die 2-Norm (Euklidische Norm) eines N-
dimensionalen Vektorsist definiert durch [Koe85]

N
||X||z:\/xt_:,/2x,?. (3.34)

Die 2-Norm einer Matrix A (k-Norm) ist definiert durch

IAX]l2y _ e {j4x ]2 (3.35)

|
||A[|2 = max
[1%]]2 1 Hz 1

Die Frobenius Norm einer Matrix A ist definiert als die euklidisclémge des aus A kon-
struierten M- N-Komponentigen Vektors [Koe85]:

|AllF = (3.36)
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Satz 6 (Singularwert und Matrixnorm)

Die M x N-Matrix A (M > N) habe die Singularwertzerleguhg= U S\ mit den Singu-
larwertens. Dies seien in absteigender Reihenfolge sortisft s, > ... > sy). Dann
gilt [Ste73]:

A2 = s, (3.37)
N
IAlle = S5 (3.38)
2
Bemerkung 7 Aus dem Satz sieht man sofort, dass
Al <[|Al[r VA (3.39)

Definition 5 (M oor e-Penrose-Pseudoinverse) Sei A eine Mk N Matrix. Die Nx M Ma-
trix X heif3t Moore-Penrose-Pseudoinverse, wenn sie folgende vier Bedingungénh erf
[Koe85]:

(XA = XA (3.40)
(AX)! = AX, (3.41)
AXA = A, (3.42)
XAX = X. (3.43)

Satz 7 (Konstruktion der Pseudoinver sen)

Die M x N-Matrix A (M > N) habe die Singularwertzerleguidg=U SV mit den Sin-
gularwertens;. Die eindeutige Moore-Penrose-Pseudoinverse Aiast gegeben durch
AT =V StU! [Ste73, Koe85]. Dabei ist

St = diags") (3.44)
und 1 @ 0
+ . S ur §>
5= { 0 fir s=0. (3.45)

Die Moore-Penrose-Pseudoinversestellt eine Verallgemeinerung des Begriffs der
inversen Matrix auf nichtinvertierbare und nichtquadratische Matrizen dar.
Mit der Pseudoinverse™ kann man noch einmal das lineare Gleichungssystem

AX=b (3.46)

betrachten. WegeM > N ist das Gleichungssystem unterbestimmt, es gibt also keine ein-
deutige losung. Fordert man jedoch gleichzeitig, dass des(ngs-)Vektox minimale
Lange haben soll

[1X[[2 = min, (3.47)
dann gibt es wieder eine eindeutigedting und die ist gegeben durch [Koe85]
Xx=ATp=VSUp. (3.48)
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3.3.2 Approximation

Der Rang einer MatriA ist gleich der Zahl der von Null verschiedenen Singularwerte

s von A. Was bedeutet es aber, wenn eine gewisse Anzahl von Singularwerten nicht
exakt Null ist, sondern einfach nur klein oder sehr klein? Was heif3t kleiner Singularwert?
Ab wann kann man kleine Singularwerte adgntfernen ohne einen grof3en Fehler zu
machen und wie grol3 ist dieser Fehler? Kann die Mairidurch eine MatrixAx aus
einemk-dimensionalen Unterraum vd@" x KN approximiert werden?

Satz 8 (Approximation durch Matrix mit niedrigerem Rang)

Die Matrix A besitze die SingularwertzerleguAg= U S\t mit den absteigend sortierten
Singularwerte s} undRandA) =r. Dann gibt es eine beste Approximatibg von A
mit RandAx) = k < r und es gilt [Ste73]:

k
A=y sunt (3.49)

min ||[A—Bl|2=||A— = 3.50
T 1A= B2 = A~ Adlo = S (350)

min  [|A—B||r = ||A—AdlF =
RangB)=k

N
Z . (3.51)
i=k+1

Bemerkung 8 Dieser Satz ist sehr wichtig. Er sagimlich nicht nur die Existenz einer
ApproximierenderAx von A voraus, sondern gibt einen expliziten Ausdruak Ay und

sagt dauberhinaus @Zise, wie grol3 der Fehler ist, der durch die Approximation gemacht
wird. Die Singularwertzerlegung liefert also (ganz nebenbei) die beste Approximation
der Matrix A durch eine MatrixAx von niedrigerem Ran§ und die Konstruktion dieser
Matrix ist extrem simpel: Setze einfach alle ayffolgenden Singularwerte Nulk, 1 =

...= sy = 0 und berechngdy = U S VL.

Bemerkung 9 (Keine Einschrankungen) Beachte, dass der Satz keine Einseikitingen

macht und keine Kleinerzeichen vorkommen. Der Satz gilt immer und die Aussagen sind
exakt.

Beispiel 1 (Approximation einer 3 x 4 Matrix) Betrachte folgende Matrix:

42 3 1
A=|56 8 1 (3.52)
5 9 12 10

Diese Matrix hat die Singularwerte 21.8, 5.0 und 1.9. Die Matrix A éftthlso drei linear
unablangige Vektoren (alle Singularwerte sindagger Null). Wird @ir die Rekonstruktion
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3.3 Zur Singularwertzerlegung

von A nur der goldte Singularwert (21.8) benutzt, ergibt sich als beste Approximation

17 24 32 20
Ai=1| 36 53 71 44
64 93 125 7.8

: (3.53)

verwendet man die zwei@Bten Singularwerte (21.8 und 5.0), &tman

27 26 36 04
A=| 56 57 77 13 |. (3.54)
50 90 120 100

Die grofRte Abweichung ergibt sich in beidealfen fur das fett gedruckte Matrixelement
—in A eine Abweichung um 340%, i Anmerhin noch um 30%.

Bei der Verwendung von drei Singularwerten &timan selbstverandlich wieder
die Ausgangsmatrix A, die ja drei linear unanigige Vektoren enthielt.

Eine sehr anschauliche Anwendung der besten Approximation, die die Singularwert-
zerlegung liefert, liegt in der Bildbearbeitung. Hier kann die Singularwert- Zerlegung zur
Reduktion der BildgoRRe benutzt werden. Zur Ver-
anschaulichung dient das nebenstehende Bild.
besteht aus 28% 408 Pixel und wurde mit 256
Graustufen gespeichert, eathdlso 115 KByte In-
formation. Werden nun Singularwerte zur Rekon-
struktion des Bildes verwendet,ussen nur 408
n-+n+ 289- n Byte gespeichert werden. Abb. 3..
zeigt nun die Rekonstruktion der Bilder nmt= 1,
6, 11, 20, 42 und 100 Singularwerten. Im vo
liegenden Beispiel sind 20 Singularwerte berel &g
ausreichend, um die Bildinformation deutlich z
erkennen — das Bild betigt dann nur noch 13°
KByte Speicherplatz, was einer Reduktion um fa;
90% entspricht. Je mehr Singularwerte hinzu
nommen werden, desto mehr Details werden sic
bar (wie etwa auch in der Fourier-Analyse, we
die hohen Frequenzen mit verarbeitet werden).
Verwendung von mehr als 100 Singularwerten Agibildung 3.3: Als ,Datenmatrix‘ A ein
keine signifikante Verbesserung mehr erkennigdgl mit289 x 408 Pixel (8 Bit Graustufen).
Selbstversifidlich sind zur Bildkompression Ver2as Bild zeigt Clara Ondrusch (mit freund-

. . | licher Genehmigung der Eltern).
fahren wie JPEG besser geeignet,ungsichtigen
sie doch das Sehverhalten des Auges und erreichen die Datenreduktion, indeoi3sie gr-
ren Bildbereichen mittlere Helligkeiten zuweisen. Es ist aber schon einigermal3en erstaun-
lich, dass die Singularwert-Zerlegung auf sehr einfache Weise eine solche Anwendung
ermoglicht.
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Abbildung 3.4: Die Abb. 3.3.2 wurde als 289 408 Matrix mit der Singularwertzerlegung
bearbeitet und (von links oben nach rechts unten) mit 1, 6, 11, 20, 42 und 100 Singularwerten
rekonstruiert (schwarze Sprenkel sind auf Rundungsfehlerckatitiihren).

Bemerkung 10 (Abweichung vom Mittelwert — Normalisierung) Betrachtet man die
einzelnen Bilder in Abb. 3.4 so sieht man, dass eine Rekonstruktion der Daten mit sehr we-
nigen Singularwerten bereits diejenigen Komponenten gut widergibt, die nicht weit vom
Mittelwert der Ausgangsmatrix abweichen (im Beispiel mittlere Graustufen). Je weiter
einzelne Komponenten der urspiglichen Matrix aber vom Mittelwert abweichen, desto
mehr Singularwerte werden batigt, um auch diese Werte gut nachzubilden. Soll die
Singularwert-Zerlegung dazu dienen, die beste Approximation zu finden, kann es hilf-
reich sein, die einzelnen Spaltenvektoren der Ausgangsnfatzix normalisieren, d. h.

auf Lange 1 zu normieren:

N a
al — . (3.55)
ol
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3.3 Zur Singularwertzerlegung

Die Normen merkt man sich\( Sttick) und bei der Rekonstruktion der Daten wird jede
Komponente einfach wieder mit dem entsprechenden Norm-Faktor multipliziert. Beson-
ders bei einer starken Variabditder Komponenten vofdlassen sich auf diese Weise zum
Teil bessere Ergebnisse erzielen (Abb. 3.4 wurde ohne Normalisierung erstellt).

Beispiel 2 (Beste Approximation einer normalisierten Matrix) Betrachte noch einmal
die Matrix aus Beispiel 1:

42 3 1
A=| 56 8 1 (3.56)
5 9 12 10

Fur die drei Zeilenvektoren der Matrix wird zuerst die Norm bestimmt (5.47723, 11.2250
und 18.7083) und dann die normalisierte Matrix berechnet. Markrh

0.73 037 055 018
ANOMM_ 1 045 053 071 0089 (3.57)
0.27 048 064 053

mit den Singularwerten 1.65910, 0.431228, 0.247861 und Null. Eine Rekonstruktion mit
dem gibR3ten Singularwert und Multiplikation der Matrixelemente mit den entsprechenden
Norm-Werten ergibt
26 25 35 15
Ar=| 55 53 73 30 |, (3.58)
88 85 12 40

verwendet man die zwei@gten Singularwerte (1.65910 und 0.431228) &triman

3.6 23 33 049
A= 61 51 72 25 |. (3.59)
44 95 12 92

Beim Vergleich mit der Rekonstruktion ohne vorherige Normalisierung sieht man, dass
bei der Approximation von A nur mit demdaisten Singularwert jetzt die maximale Ab-
weichung von 340% auf 200% geschrumpft ist — hier bringt die Normalisierung also
Vorteile. Rir das Beispiel sieht die Bilanz bei Verwendung von zwei Singularwerten zur
Approximation aber schon anders aus: Ohne Normalisierung war déBigrFehler 30%,

mit Normalisierung ist er aber 150%! Die vorherige Normalisierung bringt also wohl nur
bei Verwendung von sehr wenigen Singularwerten wirklich Vorteile.

3.3.3 GestoOrte Matrizen

Eine Matrix A mit beliebigen reellen Komponentes; hat typischerweise maximalen
Rang, d. h. alle Spaltenvektoren sind linear unabdiigig. Dies wird in der Numerik
insbesondere durch Rundungsfehleratabch beginstigt.
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Die Singularwertzerlegung gibt jetzt ein praktisches Instrument, um den Rang einer
Matrix festzustellen. Die Singularwertzerlegung gibt aber auch ein Mal§ dafsagen
was es bedeutet, dass eine Matrix effektiv niedrigeren Rang hat (der nur durch Rundungs-
fehler und Rauschen verdeckt wird). Hier zeigt sich gleichzeitig deeMigkeit, aber
auch die Grenzen der SVD.

Die weitere Diskussion geht davon aus, dass aufgrund von Rundungsfehlern und Rau-
schen R) das,wahre” A nicht bekannt ist. Zugriglich ist nur ein,verrauschtesA. Es gilt
aber, dass

A=A+R (3.60)
R[] < €. (3.61)

Mit § werden die Singularwerte vohbezeichnet.

Nun gibt es zwei wichtige Fragen:

1. Welchen Rang hat das watk€ohne Rauschen und Rundungsfehler)?
Dabei geht es darum, dass der Rang Rdrestimmt nicht maximal sein wird. Die
Frage ist also, welche der kleingnkonnen weggelassen werden, weil sie nur von
Rkommen?

2. Wieviele von dengestrten” (d. h. kleinen) Singularwerterokinen/missen ernst
genommen werden? Das walkeann dabei durchaus @8tnoglichen Rang ha-
ben. Hier geht es um die entgegengesetzte Frage: Welche von den kleinen Singu-
larwerten nuissen mitgenommen werden, weil sonst das waAhrieht mehr korrekt
rekonstruiert werden kann?

Diese beiden Fragen sind von grof3er Bedeutung und bereiten ausreichend Probleme.
Eine erste und einfachere Frage ist jedoch, wieweit die Singularwerté v A
auseinanderliegen. Hier hilft der nachfolgende

Satz 9 (Singularwerte gestorter Matrizen) B
Wie oben seA = A+ R. A hat die Singularwerts;, A hat die Singularwertg. Es gilt
[SS97]

s—s| < [IRl2, i=1...,N (3.62)

Z¥§—SV

Dieser Satz gilt wiederui jedes beliebigdR, es wird nicht verlangt, dasR in ir-
gendeinem Sinne klein sein soll. Wertvollearg jedoch eine Aussage, in die explizit die
Kleinheit vonR eingeht. Die Frage ist also, ob es noch eine bessere Atmaoty gibt.

Einen Ansatz liefert der folgende

IN

IRl (3.63)
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3.3 Zur Singularwertzerlegung

Satz 10 (Storungsentwicklung far Singularwertel)

Wie oben seA= A+ R. A hat die Singularwerts, A hat die Singularwertg. Flir alle
nicht entarteten Singularwergg von A mit zugetorigem linken Singularvektonj und
rechtem Singularvektor; gilt: Fir ||R|| — O gibt es einen eindeutigen Singularwsyt

vonA, so dass [SS97]
2
§j=sj+UiRv;+0 <|| 6” ) und &= min|sj—Sj+1|. (3.64)

Diese Entwicklung kann nun etwas Einblick geben, wie stark die Abweichung in
den Singularwerten mit Gl. (3.63)pbérsclatzt wird. Dazu seien die Elemente vBrun-
abhangige ZufallsgoRen mit Erwartungswert Null und VariaezWenn die Singularwerte
vonA alle einfach sind und Terme zweiter Ordnung vernassikjt werden, ist die &tling
im i.ten Singularwert gleich! Rv;. Der Erwartungswertiidie Quadratsumme der Fehler
in den Singularwerten ist dann

<§ (Ul Rv1)?) = Ne?, (3.65)
=1

wohingegen der Erwartungswetirfdas Quadrat der Frobeniusnorm \®gleich
(|IRI|E) = MNeg? (3.66)

ist. Man sieht daran, dass Gl. (3.63) dazu neigt, den (RMS-)Fehler in den Singularwerten
mit einem Faktor von/M zu tiberschizen.

Beachte aber, dass in der Abathiing aus Gl. (3.63uf ' mehrfach vorkommende
Singularwerte das Gleichheitszeichen gilt, sei z. B.

A:(é’?), R:(ii), (3.67)

Dann hatA den zweifachen Singularwert 1, die Singularwerte #aind 1 und 1+ 2 und

2

3 (8-8)2=2=Rle. (3.68)

Stewart hat gezeigt, dass dieo&trigsentwicklung in Gl. (3.64) bedeutet, dadsr
Abstand eines Singularwertes von seinen Nachbarn die Serditie$ zugebrigen Sin-
gularvektors auf &t‘ungen kontrolliert* [Ste84, Ste90]. Eirmiiliche Stfungsentwick-
lung der Singularwerte gibt auch Vaccaro [Vac94].

Satz 11 (Storungsentwicklung far Singularwertell)
Wie oben seA = A+R. A hat die Singularwerts, A hat die Singularwertg. SeiP die
orthogonale Projektion in den Spaltenraum YorDann ist [Ste79, Ste84]

&= (F+&)°+n?  (i=1,2...,N), (3.69)
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wobei
& < [|PA] (3.70)

und
nt 110 = P)A <y < (1= P)AL (3.72)
Die Auswirkung dieses Satzes sieht man bei folgender Betrachtung [Stes:-S6i
dann ist(§)? = (&) + (ni)%. An dieser Stelle muss man die Dimension Voginbezie-
hen: Mit steigendenN wird (&;)? von der Ordnung 1 seina¥irend(n;)? die Ordnung\
hat. Statt dem Singularwert 0 wird man also einen Singularwert der Ordybhfinden
(als, Geisterwert* bezeichnet).

Man sieht also, dass es bei ggsth Matrizen sehr schwierig sein kann zu entschei-
den, welche Singularwerte zum Rauschenageh und welche nicht. Den Einflu3 von
Rauschen auf kleine Singularwerte zeigt Abb. 3.5: die dargestellte Datenmatrix wurde
synthetisch erzeugt und emlhdrei Basisspektren — in Abb. 3.5c¢ sieht man, dass der
Abstand des 3. Singularwertes von déirigen noch sehr groR3 ist. Die Situatiandert
sich, sobald etwas Rauschen hinzuaddiert wird. Abb. 3.5b zeigt eine Einzelkurve mit und
ohne Rauschen, in Abb. 3.5d sieht man, dass zwar die ersten beiden Singularwerte nach
wie vor grol3 sind, ab Ordnungsnummer 3 bis 40 sind jedoch alle Singularwerte von der
gleichen GolRenordnung und es ist nicht mehoghch zu entscheiden, welche Singular-
werte vernacldssigt werdenutfen. Allein durch betrachten der Singularwerte ist es also
sehr schwer zu entscheiden, welche Basisvektoren zum Signal und welche zum Rauschen
geloren. Dazu werden weitere Werkzeuge ttegt.

Autokorrelations-Koeffizienten

Alle bisher gemachten Aussagen gelten allgemeindde Matrix. In dieser Arbeit soll

die Singularwert-Zerlegung natich auf transiente Absorptionsdaten angewandt werden
und dort werden alle beobachteten Spektren glatt sein und insbesondere nur wenige Vor-
zeichenwechsel zeigen, d. h. nur diejenigen Spaltenvektorety drzw. V) sind glatt,
welche zum Signal gefnén. Starke Fluktuationen im Vorzeichen werden typischerweise
nur die hinteren Spaltenvektoren vbnzeigen, jene, die zum Rauschen gedri. Shra-

ger und Hendler haben vorgeschlagen, diese Fluktuationen mit gizetokorrelations-
Koeffizienten* abzuschizen, den sie wie folgt berechnen [SH82]:

Definition 6 (Autokorrelations-K oeffizient) Der Autokorrelations-Koeffizient des j.ten
Spaltenvektorgj der M x N Matrix A ist definiert als [SH82]

M-1
Cay = Z (@)1 (aj)i41. (3.72)

DaU undV orthonormierte Matrizen sind, liegen die Autokorrelations-Koeffizienten
zwischen 0 und 1. Wertauf'den Autokorrelations-Koeffizienten 1 beschreiben groRRe

52



3.3 Zur Singularwertzerlegung
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Abbildung 3.5: Der EinfluB von Rauschen auf kleine Singularwerte. (a) Simulierter Daten-
satz mit Rauschen. (b) Eine Einzelkurve zeigt das relative Rauschen der Daten. (c) Singular-
werte der unverrauschten Daten aufgetragen gegen ihre Ordnungsyainid( zugitzlich die
Singularwerte 3..40 vergoRert @, x40). (d) Singularwerte der verrauschten Datgi (In

der Vergol3erung sieht man, dass die Singularwerte 3 und40 (®, x40) alle die gleiche
GrolRenordnung haben (sq@:eisterwerte™).

Glattheit. Je mehr die Werte in dexq fluktuieren, desto kleiner uncahér bei Null wird

der Autokorrelations-Koeffizient sein. Allgemein kann man sagen, dass Autokorrelations-
Koeffizientenx 1 als Indiz fir ,Signal-Vektoren" gewertet werderokilen. Sobald der
Autokorrelations-Koeffizient kleiner wird als 0.5, wird der zugehé Vektor eher zum
Rauschen als zum Signal gekn [SH82].

3.3.4 Anwendung auf zeitaufgel 0Oste Spektroskopie

Hier stellen sich zuerst einige Fragen: Was hat zeitaafgelSpektroskopie mit Singu-
larwertzerlegung zu tun? Wo ist die lineare Abbildung? Und von wo nach wo geht die
Abbildunguberhaupt?

Der Zusammenhang wird folgendermalf3en hergestellt. Im Experiment wird die Ab-
sorptionginderung einer Probe gemessen und dieses Messsignal wird von vielen Parame-
tern ablaihgen:

AA = AA(ProbeLosungsmittel, A jump A probe, T, Experimentatar. . .). (3.73)
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Ein gutes Experiment liegt dann vor, wenn es nicht mehr vom Experimentator oder
der Mondphase alaimgt (sonst &ien die Experimente nicht wirklich reproduzierbar). An-
dere Parameter lassen sich nicht so leicht weglassen. Die Temperangegjieit wird
oft wichtig sein, genauso wie z. B. die Energie von Anreg- und Abtastimpuls.
Normalerweise geht man aber davon aus, dass der Experimentator weiss, was er tut
und dass er seine Sache richtig macht. Er wird also angeben, dass er die Experimente bei
Raumtemperatur, Normaldruck, passend @eier Anregungswelleahige usw. durch-
geflihrt hat. Im Experiment wird dann die Absorptiamsierung einer Probe in ABhgig-
keit von der Abtast-Wellealige und der Vegerungszeit zwischen Anreg- und Abtast-
Impuls gemessen. Das Messignal sieht damit folgendermal3en aus:

M, IR = R, (3.74)

Diese kontinuierlich verteilte Messgfsé wird im Experiment aber nur auf einem
Gitter ausgewertet. Im speziellen Beispiel der Vielkanaldetektion in dieser Arbeit wird die
transiente Absorption bei 42 verschiedenen Abtastwelleggih aufgezeichnet, die jeweils
8 nm auseinanderliegen. Die Vegerungszeit wird im Bereich von -1 ps bis 4 ns mit ca.
150 Messpunkten abgedeckt. Die Situation in der Raat damit folgende:

DAL T xAN—=Q (3.75)
N={Aj:]=1...,NAjy1—Aj =AA}, (3.76)
T={t:i=1,....M}. (3.77)

_ Die Verbindung zur Singularwertzerlegung ist jetzt folgendermafen: Identifiziere
A= DAA(tj,A) als Matrix mitM Zeilen ¢) undN Spalten §;).
Die Ausgangslage ist nun:

AA(ti, A ) = A=A+R, (3.78)

dabei enthalté\ das,reine” Signal der Probe und Rwird das Rauschen der Messwerte
zusammengefassh ist eine wohldefinierte Matrix,uf" die die vorhin bereits gestellten
Fragen nach Rang und Approximierbarkeit gestellt werdemkhn.

Bemerkung 11 (Gemeinsame Zeitachse) Um die Singularwertzerlegung anwenden zu
konnen, ist es nur notwendig, eine MatAxaufzuschreiben, der Algorithmus findetrf”
jede rechteckige Anordnung von Zahlen Singularwerte. Im hier vorliegenden Fall ist es
jedoch so, dass aufgrund der gechirpten Abtast-Impulse die Zeit-Nullpunkte jedes Abtast-
Kanals leicht unterschiedlich liegen. Bei der Datenauswertung wird dieser Zeitversatz
durch Anwendung der Sellmeier-Gleichung [ZK98] ermittelt und auch korrigiert. Jedoch
hat ab diesem Zeitpunkt jeder der 42 k#nSeine eigene Zeitachse — jeder Kanal wird
guasi in einer anderen Basis dargestellt. Die Zerlegung dieser Matrix ist zaglcin™

(und darin liegt eine der Gefahren der SVD), jedoch hat die Anzahl der Singularwerte
nichts mit der Anzahl der beteiligten exponentiellen Prozesse zu tun. Um relevante Aus-
sagen machen zwkinhen, muss vor der Zerlegung eine Zeitachseagpwierden, auf die
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die Daten der anderen 41 Kale'interpoliert werden. Erst die SVD-Analyse dieser neuen
Matrix liefert sinnvolle Ergebnisse.

Bemerkung 12 (Interpretation von Daten mit SYD?) Der SVD- Algorithmus betreibt

nur lineare Algebra, es wird insbesondere kein Modell zugrunde gelegt und auch nichts
interpretiert! Nach der Zerlegung kann man versuckedurch eine MatrixAx mit nied-
rigerem Rang zu approximieren. Diakann nun als Anhaltspunkt dafdienen, wieviele
Raten mit einem globalen Fit-Algorithmus gesucht werderssen; aul3erdem kanprei-

nes* Rauschen abgespalten werden und der globale Fit-Algorithmus durch Fitten eines
reduzierten Datensatzes beschleunigt werden.

Zurick zum Experiment. Ohne SVDusde man die Messdaten nach Verwendung
eines globalen Fit-Algorithmus unter impliziter Anwendung eines Ratenmodells folgen-
dermalRen beschreiben (die Faltung mit der Apparatefunktion ist hier nicht relevant und
wird deshalb unterdrckt):

AA(ti,Aj) = Zak()\j)etk/“. (3.79)

Jedes dery entspricht einer Zeitkonstanten, die zu einem Zwischenzustarattgetm
eventuell aufgebautes Photoprodukt kann dagck c« beschrieben werden.
Diese Gleichung kann auch sofort als Matrixgleichung gelesen werden:

AA = Dampi* Fime: (3.80)

dabei sind die Basisvektoren €xg/1;) in der Matrix R}, zusammengefasst und wer-
den multipliziert mit der Amplituden-KoeffizientenmatiiXamp (dass die Matrix= hier
transponiert auftaucht hat technischai@é und sollte nicht weiter@tén).

Nun wird die Singularwertzerlegung vad durchgetihrt und liefert
AA=USV, (3.81)

was man am liebsten lesenuvde als

2

Vt ZJ Fttime-
Genau das geht aber nicht (dieses Problem behandelt z. B. auch §81)E

Die Losung: Finde eine geeignete Transformationsmatrix, die die orthonormalen Ma-
trizenU undV (bzw. besserd SundV) in die physikalisch sinnvollen MatrizeDgpp und
Rt me transformiert.

Wird fur die Messdaten ein Ratenmodell zugrunde gelegt, delbirsich schreiben

(Vhij = ;hiket'/”. (3.82)
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Wende also den globalen Fit-Algorithmus auf die Matffxan und bestimme Basisvekto-
ren und Amplituden. Man egit'damit (in Matrix-Form)

Vi =HF. (3.83)

An dieser Stelle kann auch die approximative Eigenschaft der SVD eingesetzt werden:
Spaltet man kleine Singularwerte ab, kann mamltigieés Rauschen unterdtken — dies
ist gleichbedeutend damit, M! die hinteren Spaltenvektoren Null zu setzen. Gefittet
werden dann nur die Vektoren¥, die zum Signal beitragen.

Mit diesem Ergebnis folgt

AA=USV =USHF = Dampi* Fime (3.84)

mit der IdentifikationDamp = U SH.
Zusammengefasst kann man gRezept* fir die Datenauswertung mittels Singular-
wertzerlegung also folgendermal3en angeben:

1. Zusammenfassen der Messdaten in der MAK,tj). Dabei missen alle Einzel-
vektoren eine gemeinsame Zeitachse haben (evtl. auf eine Zeitachse interpolieren).

2. Zerlegung dieser Matrix durch SVD-AlgorithmusAs = U SV,

3. Absclatzen des Rangs vakA durch weglassen der kleinen Singularwerte (wobei
,Geisterwerte” diese Auswahl erschweramkén, vgl. Abb. 3.5). Dies ist gleich-
bedeutend mit dem Absaltéen der Anzahk an Zuséinden im Ratenmodell bzw.
der Anzahl beantigter Zeitkonstanten.

4. Globales Fitten dert-Matrix, d. h. Bestimmen dék Zeitkonstanten. Damit sinid

undF}, bekannt.

5. Rekonstruktion der Amplitudenspektren gebD mp = U SH.

Die Vorteile der Singularwertzerlegung sind demnach:

1. Absclatzung der Zahl der Zeitkonstanten: Die SVD hilft dabei, die Anzahl der
berdtigten Zeitkonstanten abzustkén (durch Abscitzen des Rangs vaA).

2. Einsparung an Rechenzeit: Nur die erste®palten del!-Matrix miissen global
gefittet werden. Die restlichen SpalterMhenthalten den abgespaltenen Rauschan-
teil.

3. Einsparung an Speicherplatz: Die Amplitudenspekti@mieh anstatt durcil - N
Parameter bereits durdh - k Paramter reproduziert werden.

Das goldte Problem der Singularwertzerlegung bleibt jedoch entscheidengzem”
welche Singularwerte klein genug sind, dass man sie dem Rauschen zuschreibt.
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3.3 Zur Singularwertzerlegung

Bemerkung 13 (Welche Matrix soll man fitten?) Eine Anmerkung noch zur Frage: Was

ist der Unterschied, wenn man nur die Basis-Zeitspektren nach SVD-Analyse fittet im Ge-
gensatz dazu, wenn man die kompletten Daten fittet — wird der Fit bei der einen Methode
besser als bei der anderen oder findet der Fit evtl. schneller das Minimum (d. h. die besten
Werte fir die Zeitkonstanten)? Zur Beantwortung dieser Fragen muss man zuerst feststel-
len, dass drei Matrizen interessant sifid:A, undV,!. Ohne SVD-Methoden urde man

einfachA fitten, das ist also die Referenz. Eineoilichkeit ist, A, zu fitten, d. h. eine
gegkttete Datenmatrix aus der alifges Rauschen entfernt wurde. In diesem Fall sind
genausoviele freie Parameter zu bestimmen wie oha#ublkj. Der Fit wird also genauso
lange dauern, nur dg& wird kleiner sein, weil die Daten glatter sind. Einen Gewinn
bringt aber das Fitten chE: es sind wenige, glatte Kurven zu fitten und die Anzahl der
freien Parameter ist erheblich kleiner. Man kann also in der gleichen Zeit mehr Iterationen
des Fit-Algorithmus laufen lassen und, da weniger Parameter frei sind, sollteitiel €5

Fits steigen.

3.3.5 Beispiel: Simulierte Messdaten mit Rauschen

Im folgenden wird die Singularwertzerlegung exemplarisstdfé Datenauswertung eines
synthetischen Datensatzes eingesetzt.

Die Daten werden nach dem mathematischen Ansatz generiert (siehe Kapitel 3.1,
Seite 33). Abbildung 3.6 zeigt die reinen exponentiellen Kinetiken und die puigem”
Amplitudenspektren. &ntliche Gol3en sind in diesem Fall dimensionslos: Kreuzkorre-
lationsbreiter¢. = 1.0 und drei Zeitkonstanten von 3.5, 8.5 und 19.

SVD—Test: 3 Exponentielle Kinetiken SVD—-Test: 3 Amplitudenspektren

1.0 | | I I | I I : l
]

0.6 B 1 //’/?/\.\/.\ |

’ \
0.4 /i/. |
0 i‘/
0'2 _ 5 \\ //
\ //
0.0 -1 | I - I
0 0 10 20 = J

Wellenlaenge [a.u.]

Abbildung 3.6: Die dargestellten Kinetiken und Amplitudenspektren bilden den Ausgangs-
punkt fir den simulierten Datensatz, zu dem noch 10% Rauschen addiert wardtliGie
Grof3en sind in diesem Fall dimensionslos: Kreuzkorrelationsbrgite 1.0 und drei Zeit-
konstanten von 3.5, 8.5 und 19.

Es ist vielleicht interessant, einen kurzenNBIick auf die Norm der drei Matrizen zu
werfen:||A||o = 44.3757,||R||w = 7.66172 und |A|| = 46.1745.
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3 Methoden

Der SVD-Algorithmus liefert aint- Singularwerte und Autokorrelations-
liche Singularwerte vorA. Diese sind | Koeffizienten der synthetischen Daten
der GoRe nach sortiert in Tabelle 3.1'No T Singularwert] Ak(U) AK(V)
aufgelistet. 1 | 3.31599 | 0.955108| 0.979836
Die Analyse beginnt mit den gRBten | - 1.55548 0.938762| 0.893815
Singularwerten. Die ersten beiden sind 3 1.26639 0.728227| 0.523722
kein Thema: S1 und Sp sind deutlich 4 1.22975 0.335243| 0.220822
groRer alssz und damit enthalten die Da; g 1.14379 | 0.322632| 0.197427
ten auf jeden Fall zwei Kinetiken. 6 1.10340 | 0.320876| 0.192997
Die Schwierigkeiten ergeben sich beim 7 1.06783 0.317165| 0.190312
3.ten Singularwert. Die Daten sind sp 8 1.02509 0.272049| 0.188534
konstruiert, dass drei kinetische Prozes- 9 0.99857 0.256045| 0.179131
se enthalten sind. Allerdings ist der 3.te 14 0.98729 | 0.250900| 0.169947
Singularwert nicht allzuweit vom 4.ten 1o 0.96494 | 0.244250| 0.164235
entfernt und auch noch nicht vom 11.ten. 13 0.95315 0.219545| 0.162352
Entweder ist man demnach gezwungen,»4 0.93949 | 0.216981| 0.150318
nur 2 Singularwerte mitzunehmen, oder 15 0.89536 0.210037| 0.147005
aber auf Nummer Sicher zu gehen Ul’ld16 0.88214 0.208498| 0.135799
mindestens 11 Singularwerte zu verwe N-17 0.86748 0.186131! 0.135064
den. Hier zeigt sich wieder di&nfallig- 18 0.83744 0.185062| 0.132602
keit' der SVD auf Rauschen. 20 | 0.82543 |0.169944| 0.129057
Als eine weitere Entscheidungshilfe big- 51 0.81267 | 0.153240| 0.122537
ten sich die Autokorrelations-Koeffizient 22 0.79884 0.161788| 0.122585
ten fir U undV an, die ebenfalls in Ta- 23 0.76688 0.143260| 0.122010
belle 3.1 aufgelistet sind.

Auch hier zelgt SICh sofort, dass es an :

auszusetzen gibt, die Autokorrelations-

Koeffizienten von jeweils gut 0.9 sprechen eine deutliche Sprache.

Koeff|2|enten des synth. Datensatzes aus Abb. 3.6.

Interessant sind nun der 3.te und 4.te Autokorrelations-Koeffizient. Sowohl die Ampli-
tudenspektren als auch die Kinetiken sollen glatt sein und nur wenige Nulldughg”
zeigen. Die jeweiligen Autokorrelations-Koeffizienten w\drundV konnen also gemein-
sam betrachtet werden.

Da wéren zuerst die Werteif die 3.ten Spaltenvektoren: 0.48 £J und 0.52 &irV. Beide

sind giol3er als 0.5, die die Grenzarfverlassliche Autokorrelations-Koeffizienten dar-
stellt.

Fur die 4.ten Spaltenvektoren liest man 0.84U"und 0.22 tir V. Beide Werte sind deut-
lich kleiner als 0.5, damit gednt diese Spalte bereits zum Rauschen.

Damit sind die ersten beiden Singularwerte ganz sicher und der Dritte wurde durch die
Autokorrelations-Koeffizienten besigt. Ein vierter kann aber fast sicher maokgewie-

sen werden.

Nun zu den rekonstruierten Messdaten bzw. dem jeweiligen Residuum. Zuerst soll
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3.3 Zur Singularwertzerlegung

nur der gol3te Singularwert zur Rekonstruktion verwendet werden. Maalteite” Abbil-
dung 3.7.
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Abbildung 3.7: Links: Mit dem giof3ten Singularwert rekonstruierte Daten-Matrix. Rechts:
Das zugebiige Residuum zeigt noch deutliche Strukturen — weitere Singularwerte sind zur
Rekonstruktion otig.

Erstaunlich! Bereits mit nur einem Singularwedrkien die Daten schon fast perfekt
wiedergeben werden —df'das Auge sind bereits keine grof3en Unterschiede zum Original
mehr erkennbar. Nur im Residuum (also Datenmatrix minus rekonstruierte Matrix) sieht
man, dass das abgespaltete Rauschen noch deutliche Strukturah. e&ih "Hinweis
darauf, dass die rekonstruierte Matrix noch nicht die volle Informationadinth™

Also weiter: Nehme den 2. Singularwert hinzu und rekonstruiere die Daten damit.
Man ertdlt Abbildung 3.8.
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Abbildung 3.8: Links: Mit den zwei gol3ten Singularwerten rekonstruierte Daten-Matrix.
Rechts: Das zugehige Residuum ist bereits deutlich weniger strukturiert, aber immer noch
nicht, optimal*.

In den Daten ist eigentlich kein Unterschied zu vorher erkennbar, aber im Residuum
sieht man, dass die verbleibenden Strukturen deutlich weniger geworden sind.

Aber das war ja nur ein Test; die Analyse hat ergeben, dass am besten drei Singular-
werte zur Rekonstruktion benutzt werden sollten. Dies zeigt Abbildung 3.9.
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Abbildung 3.9: Links: Mit den drei gol3ten Singularwerten rekonstruierte Daten-Matrix.
Rechts: Im zugebrigen Residuum sind praktisch keine Strukturen mehr zu erkennen.

Der Unterschied zur Rekonstruktion mit nur zwei Singularwerten ist minimal, einzig
das zugebrige Residuum zeigt jetzt noch weniger Strukturen.

Wie gut das Abspalten von zaifigem Rauschen funktionieren kann, sieht man in
Abb. 3.10. Im linken Bild ist ein einzelner ausgakter verrauschter Kanal gezeichnet
(gestrichelt die unverrauschten Daten). Im rechten Bild sieht man den selben Kanal, der
aus der rekonstruierten Datenmatrix erhalten wurde, wenn 3 Singularwerte zur Rekon-
struktion verwendet werden. Die Abspaltung desalligén Rauschens ist fast perfekt
geglickt, die,, SVD-geghtteten” Daten sind von den unverrauschten praktisch nicht mehr
zu unterscheiden.

? SVD-Test: Kanal 5 ':' SVD-Test: Kanal 5

3 1.0 i i i 3 1.0 i i '

o 0.8 B T o 0.8 B T
: :

5 0.6 \ 7 5 0.6 \ b
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& 04r 7 S 0.4r g
o] o N

2 o0.2f N . 2 o02r .
2 ok A A s a i 2 Lok

a 00w A AT I A e v -
§ -0.2 . . . . § -0.2 . . . .
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Abbildung 3.10: Links: Ein ausgewhlter Kanal macht deutlich, wie stark die Daten ver-
rauscht sind (gestrichelt sind die unverrauschten Daten eingezeichnet). Rechts: Derselbe
Kanal mit drei Singularwerten rekonstruiert: Man sieht, wie gut reines Rauschen von den
Messwerten absepariert werden kann (gestrichelt wieder die unverrauschten Daten).
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3.4 Visualisierung komplexer Absorptionsdynamiken — LDAC

3.4 Visualisierung komplexer
Absorptionsdynamiken — LDAC

Durch die Verwendung eines Superkontinuums als Abtastlicht istaggich, in kurzer

Zeit sehr viele Datember die untersuchte Probe zu gewinnen. Das eigentliche Problem
ist nun, aus diesen grof3en Datenmengen physikalisch fundierte Aussagen zu extrahieren.
Die allgemein eingesetzten Standardprozeduren verwenden dabei numerische Methoden
um quantitative Aussagen zu erhalten yedtfernen” sich von den Rohdaten:

¢ Globale Datenanpassung mit exponentiellen Zeitkonstanten: Nichtlineare Fits nach
der Methode der kleinsten Quadraie?Fits) mit einer festen Zahl exponentiel-
ler Zeitkonstanten eraglichen eine beste Beschreibung der experimentellen Daten
(Kleinstesy?). Aufstellen und losen eines Ratenmodells erlauben es dann, diese
Zeitkonstanten einzelnen Prozessen zuzuordnen (siehe Abschnitt 3.2).
Probleme ergeben sich dadurch, dass die Anzahl der Zeitkonstanten vorgegeben
werden muss. Zudem betijt der Algorithmus Startwerteuf jede Zeitkonstante
— ihre Wahl entscheidet zum Teil, ob der Algorithmus das glo&ldinimum
findet, oder in einem lokalen Minimuiyhangen bleibt’. Strenggenommen ist die
Verwendung exponentieller Zeitkonstanten auch mit dem zugrundeliegenden Raten-
modell verknipft. Sind in den experimentellen Daten spektrale Signaturen wie der
Stokes-Shift einer Bande enthalten, werden sie vom Algorithmus evitl. nicht erkannt
oder tihren dazu, dass der Wert von Zeitkonstanten beeinflusst werden.

e Singularwertzerlegung (SVD): Die Zerlegung in abstrakte Basisspektren egm”™
licht es, zuélliges Rauschen aus den Daten zu eliminieren und die Zahl der er-
warteten Zeitkonstanten abzustrén (siehe Abschnitt 3.3). AulRerdem kann die
Datenanpassung auf einen kleineren Satz von Bassispektren limitiert werden, was
Rechenzeit spart.
Die Singularwertzerlegung wird oft eingesetzt, um die Zahl der Zeitkonstanten ab-
zusclatzen, die @if die globale Datenanpassung bagt'werden. Die SVD ist je-
doch extrem sensibel auf Rauschen — die Trennung von Singularwerten, die sicher
zu den Daten gadrén und denen, die sicher zum Rauscherogat verwischt (das
Beispiel in Abbildung 3.5, Seite 53, zeigt dies sehr eindrucksvoll).

Zudtzlich zu diesen quantitativen Analysemethoden betrachtet man die Rohdaten,
um ein qualitatives Getil fur die in den Daten enthaltenen Prozesse zu erlangen. Stan-
dardnalig werden transiente Spektren zu festen Mgezlingszeiten zwischen Anreg- und
Abtast-Impuls gezeichnet. Hier ist es relativ einfach z. B. isosbestische Punkte oder das
spektrale Schieben einer Bande zu sehen. Die Wahl der richtigen Transienten entscheidet,
ob man eine spektrale Signatur sieht oder nicht.

Ausgehend von diesdmberlegungen war ein methodisches Ziel innerhalb dieser Ar-
beit, eine Technik der Visualisierung zu entwickeln die es erlaubt, eine qualitative Da-
tenauswertung zu emglichen ohne sich dabei zu sehr von den Rohdaten zu entfernen.
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Dabei sollen in den experimentell Daten enthaltene spektrale Signaturen sichtbar gemacht
werden.

LDAC — Die Methode

Die vorgeschlagene Methode umfal3t vier zum Teil uaalgiige Schritte:

I. Die transienten Absorptioasiderungen werden mit exponentiell anwachsenden Ver-
zOgerungszeiten aufgenommeg(iidistant auf logarithmischer Skala).

Il. Die Absorptionsinderung wird auf der logarithmischen Zeitskala differenziga-(
garithmically dfferentiated &sorption bianges” — LDAC) um statische Effekte zu
eliminieren und die individuellen kinetischen Komponenten herauszuarbeiten.

[ll. Das LDAC-Signal wird in einer 2D-Falschfarben-Darstellung aufgetragen und dabei
evtl. fur jede Verogerungszeit auf das absolute Maximum normiert.

IV. Der Absolutwert des LDAC-Signals wirdif jeden Verpgerungszeitpunkt spektral
aufsummiert um dominante kinetische Komponenten in einem zweiten Graphen zu
visualisieren.

Die einzelnen Schritte werden im Folgenderagtért und anhand von Beispielen
erklart. Dazu wurden zwei synthetische Datsiag generiert (zur Simulation siehe Ka-
pitel 3.1, Seite 33). Beide Datamtgé enthalten eine Kreuzkorrelationsbreite von 0.1 ps
und eine Zeitkonstante von 1 ps, bzw. drei Zeitkonstanten von 1 ps, 5 ps und 80 ps, au-
Berdem wurden ein bzw. drei Amplitudenspektren angenommen. Die resultierenden Da-
tengitze, ohne Addition von Rauschen, sind als Zeitugiie 1ir die (synthetische) Abtast-
Wellenkinge von 400 nm in Abb. 3.11a und b dargestellt fie kompletten DateasZe
siehe Abb. 3.12a und b).

Daten aquidistant auf logarithmische Zeitskala bringen (1). Dies kann entweder
direkt im Experiment geschehen oder der gemessene Datensatz wird hinterher entspre-
chend interpoliert. Bei der Interpolation muss jedoch beachtet werden, dass die Standard-
abweichung einzelner Datenpunkte eventuell extrem unterschiedlich sein kann (zum sog.
slogarithmischen Mitteln“ siehe auch [MP91]). Wie man in Abb. 3.12a—d sieht, bringt
bereits der Wechsel auf die logarithmische Zeitskala Vorteile: Prozesse, die auf unter-
schiedlichen Zeitskalen ablaufen, lassen sich mit einem Blick erfassen.

L ogarithmisches Differenzieren und eventuelles Glatten (11). Die Methode basiert
auf der Ableitung auf der logarithmischen Zeitskala — eine Prozedur, die in modifizierter
und einfacherer Form bereits wdientlicht wurde [Nag81].

Aus Grinden der Einfachheit erfolgt die Veranschaulichungaoingt an einem mono-
exponentiellen Zerfall als Prototyp diverser photochemischer Kinetiken:

f(t)=a-exp—t/1) (3.85)
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Abbildung 3.11: Zeitverldufe der synthetischen Datet®é aus Abb. 3.12. Gezeichnet sind
Einzelkurven tir die (synthetische) Abtastwellemge 400 nm. Beide Datemigzé enthalten

eine Kreuzkorrelationsbreite von 0.1 ps und eine Zeitkonstante von 1 ps (linke Spalte), bzw.
drei Zeitkonstanten von 1 ps, 5 ps und 80 ps. (a) und (b) Ze#tnExlmit linearer Zeitach-

se, (¢) und (d) mit logarithmischer Zeitachse: Prozesse, die auf unterschiedlichen Zeitskalen
ablaufen, lassen sich hier in einem Bild zusammenfassen. (e) und (f) schlieZlich zeigen den
Absolutwert der logarithmischen Ableitung. Man sieht Maxima bei 1 ps (e), bzw. bei 1 ps,

5 ps und 80 ps (f).
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mit der Amplitudea € IR und der Zeitkonstante> 0. Man beginnt mit dem Wechsel auf
die logarithmische Zeitskald:(t) — f(z), z=Int = t = exp(z) und erlalt

df(z «a
4 -1 -exp(z—expz)/1).  (3.86)

Auf der logarithmischen Zeitskala ist naa- Int exakt der Punkt, wo die Kimimung
von f(z) ihr Vorzeichen wechselt und f /dZ ein Maximum besitzt (siehe Abb. 3.12e, f).

Mit anderen Worten: Ein Maximum in der Zeitadnigigkeit des LDAC-Signals zur Zeit
weist auf einen kinetischen Prozess mit der Zeitkonstahte.

Im allgemeinen Fall verschiedener Zeitkonstanten ist eine klare Aufteilung kineti-
scher Prozesse nmahnlichen Zeitkonstanten auf diese Weise nicbgiich, aber nogli-
cherweise lassen sich Abweichungen von der idealen Form eines monoexponentiellen Pro-
zesses erkennen, die auf multi-exponentielle oder nicht-exponentielle Dynamiken hinwei-
sen.

f(z) = a-exp(—exp(2) /1) und

Zurtick zur LDAC-Methode: auf der logarithmischen Zeitskgla Intj =: z; wird
jetzt die (numerische) Ableitung beglichz gebildet unddAA(A, z) /dzin einer Falschfar-
ben-Kodierung als zweidimensionaler Graph dargestellt. Es ist klar, dass das Bilden der
Ableitung das Signal-zu-Rausch Veltriis stark verschlechtert.uFdie qualitative Da-
tenanalyse kann dieses Problem jedoch durch ein geeigakitien der Daten behoben
werden. Hierbei sind mehrere Verfahren denkbar. Der Weg, der in dieser Arbaihljew”
wird, ist folgender: Man berechne die numerische Ableitubgr'den Differenzenquo-
tienten(AA(A,z+ Az) — AA(A,z)) /Az. Da die Dateraquidistant auf der-Achse verteilt
sind, ist dieser Differenzenquotient proportional zur DifferéAA(N,z1) — AA(A,z)).
Wird die Differenz jetzt tir weiter voneinander entfernte Datenpunkte berechnet, also
(AA(N, Zn) —DA(N,Z))/(zen— z) mit n> 1, so erlalt man auf sehr einfache Art eine
Glattung (in der Praxis hat siainim Bereich 5-10 als gut brauchbar erwiesen). Dieses
Verfahren der Gittung des LDAC-Signals ist anschaulich dargestellt in Abbildung 3.13.

Ist die zweidimensionale LDAC-Falschfarben-Darstellung erzeugt, ist eine weitere,
einfach zu implementierende Optigedes Spektrum im Maximum auf eins zu nor-
mieren (I11). Auf diese Art bleibt eine spektrale Signatur (mit einer bestimmten Zeit-
konstante) solange sichtbar, wie sie die Absorptma€iung der Probe dominiert. Ab-
bildung 3.12 zeigt die Vorteile: Auf der linken Seite wurde ein Datensatz mit nur einer
Zeitkonstante generiert — das LDAC-Signal zeigt eine spektrale Signatur, dielsgch ~
den gesamten Zeitbereich niandert (die Signatur im Zeitbereieh200 fs ihrt von der
Apparatefunktion her, die ebenfalls sichtbar gemacht wird).

Durch Bildung desspektralen Intergrals fur jeden Zeitpunkt (1V) erhélt man
einen qualitativen Eindrucber die relative $trke der ablaufenden Prozesse. Bestimmt
wird das spektrale Integral

1(z) := /{Ai} dEZAA(?\nZi)

Abbildung 3.15e zeigt einen auf diese Art gebildeten Graphen.

dA. (3.87)
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Abbildung 3.12: (a) und (b): 3d-Darstellungen der synthetischen Dattzes an denen das
Prinzip der LDAC-Methode erklft wird. Rir die Daten in (a) wurde eine Kreuzkorrelations-
breite von 0.1 ps und eine Zeitkonstante von 1 ps angenommediefDaten in (b) ebenfalls

eine Kreuzkorrelationsbreite von 0.1 ps und eine schnelle Zeitkonstante von 1 g@izlizhs”

zwei weitere Zeitkonstanten von 5 ps und 80 ps. (c) und (d): Das LDAC-Signal von (a) bzw.
(b). Maxima erscheinen an den Positionen der enthaltenen Zeitkonstanten. (e) und (f): Der

Effekt der Normalisierung. Eine bestimmte spektrale Signatur bleibt konstant, solange sie die
Absorptionsinderung dominiert.
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Abbildung 3.13: Glatten des LDAC-Signals. In der oberen Reihe sind zweimal die Rohda-
ten des synthetischen Datensatzes mit drei Zeitkonstanten (1 ps, 5 ps und 80 ps) gezeichnet,
jeweils mit logarithmischer Zeitachse. Wie im Text beschrieben ist die Ableitungdcedi-

stanten Punkten proportional zur Differenz zweier Punkte. Links wird das Differenz-Signal
zweier direkt aufeinanderfolgender Punkte gebilaet(1) — bei verrauschten Rohdaten ist

auch das LDAC-Signal sehr verrauscht. Deshalb wird auf der rechten Seite das LDAC-Signal
fur weiter voneinander entfernte Punkte berechnet 8). Es werden also nur noch mittlere
Steigungen ermittelt, die weniger atlfg auf Rauschen sinch(= 5-10 liefert gute Ergebnis-

se).

Es gibt nun verschiedeneddlichkeiten, diese Technik der Visualisierung anzuwen-
den:

1. Die Analyse des spektral integrierten LDAC-Signils) erlaubt die Bestimmung
der dominanten kinetischen Komponenten (siehe Abb. 3.15 und die Beispiele im
nachsten Abschnitt). Diese Information wird argt durch das spektral aufgste
LDAC-Signal.

2. Hir spezielle Wellerdingen lnnen die involvierten Zeitkonstanten noch detaillier-
ter bestimmt werden (siehe Abb. 3.12e und f): Durch LDAC-Daten bei unterschied-
lichen Wellenéingen kihnen Prozesse evtl. getrennt werden und kinetische Kompo-
nenten mit kleiner Amplitude herausgearbeitet werden (dies@éti an isosbesti-
schen Punkten starker Kinetiken sichtbar werden).

3. Durch Betrachtung der zweidimensionalen LDAC-Flaschfarben-Darstellung kann
spektrales Verhalten sichtbar werden, das in einfachen Ratengleichungs-Modellen
nicht enthalten ist, z. B. wenn spektrale Banden schieben (siehe Abb. 3.15).
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Wavelength [nm]

0.1 1.0 10.0 100.0 1000/0.1 1.0 10.0 100.0 1000.0
Delay Time [ps]

Abbildung 3.14: LDAC-Signal verrauschter Daten, die eine bzw. drei Zeitkonstanten enthal-
ten. Zu den synthetischen Daten aus Abb. 3.12a und b wurde 1.5% Rauschen addiert. (a)
und (b) LDAC-Signal berechnet mit direkt aufeinanderfolgenden ageringszeitpunkten
(n=1). (c) und (d) gedlitetes LDAC-Signal mih = 10, wie im Text beschrieben.

Anwendung (I) — Die zwei Beispieldatens atze

Dieser Abschnitt fasst die exemplarische Auswertung mit Hilfe der LDAC-Methode an
Hand der zwei Beispiele aus Abb. 3.12 zusammen. Ausgangspunkt sind wieder die bei-
den synthetischen Dateatgé mit einer bzw. drei Zeitkonstanten (0.1 ps Kreuzkorrelati-
on undt =1 ps, bzw.t; = 1 ps,T2 = 5 ps undtz = 80 ps). Abb. 3.11a und b erah”

zwei ausgewahlte Zeitverdiufe der beiden synthetischen Dateme, dargestellt mit linea-

rer Zeitachse. Die Abbildungen 3.11c und d zeigen dieselben Daten nach dem Wechsel
auf die logarithmische Zeitachse — sie ist besser angepasst, um multi-exponentielle Zer-
fallsmuster darzustellen. In Abb. 3.11e und f schlief3lich sieht man den Absolutwert der
logarithmischen Ableitung (LDAC-Signal) der jeweiligen Kurve. Wie aus Gl. (3.86) er-
sichtlich ist, gibt die Lage der Maxima dieses Graphen die Werte der enthaltenen Zeitkon-
stanten an.

Abbildung 3.12 fasst in der linken bzw. rechten Spalte die beiden kompletten Da-
tensitze mit dem jeweiligen LDAC-Signal zusammen. Dieses ist als Falschfarbenbild in
zwei Darstellungen zu sehen: Abb. 3.12c und d zeigen das einfache LDAC-Signal — ein
Maximum oder Minimum zu einer bestimmten Vegerungszeit zeigt eine Zeitkonstante
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mit diesem Wert an. Um 0.1 ps zeigt sich der Effekt der Apparatefunktion mit einer spek-
tralen Signatur. Im Falle einer Zeitkonstante taucht nur eine weitere spektrale Signatur
im Zeitbereich um 1 ps herum auf und deutet somit auf eine Zeitkonstante von ca. 1 ps
hin (Abb. 3.12c). Diese beiden Signaturen (Apparatefunktion und schnelle Zeitkonstante)
sind auch rechts im Falle von drei Zeitkonstanten sichtbar, aber hier erscheinen zwei wei-
tere spektrale Signaturen bei ca. 5 ps und ca. 100 ps (Abb. 3.12d). Abbildung 3.12e und f
zeigen den Vorteil der NormierunguFdiese beiden Bilder wurden die LDAC-Spektren
zu jedem Vermgerungszeitpunkt im Maximum auf eins normiert. Jetzt zeigt ein Prozess
eine eindeutige spektrale Signatur die sich naxdért, solange er die Absorpti@msle-
rung der Probe dominiert.

Abbildung 3.14 veranschaulicht den Einfluss von Rauschen und dgdidlhkeiten
der GHttung des LDAC-Signals. Zu den Dataiteen wurde in beidenalén 1.5% zudlli-
ges Rauschen addiert (zur Erzeugung des Rauschens siehe Kapitel 3.1, Seite 35). Wie-
derum sieht man in der linken Spalte den Datensatz mit einer Zeitkonstante und in der
rechten Spalte den Datensatz mit drei Zeitkonstanten. Abb. 3.14a und b enthalten das ein-
fache LDAC-Signal (min = 1 berechnet) der verrauschten Datgme. kir Abb. 3.14c
und d wurde jeweils die mittlere Steigung zwischen Datenpunkten berechnet, die zehn
Intervalle auseinanderliegen € 10, vgl. Abb. 3.13). Speziell in (d) sieht man deutlich,
dass damit auch sctaghere Prozesse wieder sichtbar gemacht werdené4i, die sonst
im Rauschen untergeheruvden.

Anwendung (II) — Dynamischer Stokes Shift

Ein Vorteil der LDAC-Methode ist, dass kein spezielles Modell zugrunde gelegt werden
muss, in den Rohdaten enthaltene spektrale Signaturen werden auf einfache Weise sicht-
bar gemacht. Dies soll hier am Beispiel des dynamischen Stokes Shift worgefér-

den. Dazu wurde (mit den Parametern aus Abb. 3.1, Seite 34) ein synthetischer Daten-
satz erzeugt. Dieser eratlh’zwei exponentielle Kinetiken mit; = 2 ps undt, = 30 ps

sowie einen dynamischen Stokes Shift um 50 nm mit einer zugeordneten Zeitkonstan-
ten Tgokes= 0.5 ps (fir eineUbersichtuber die Daten siehe Abb. 3.15a). Bei einem
Blick von oben auf die Rohdaten sollte die spektrale Verschiebung einer Absorptionsban-
de sichtbar werden (Abb. 3.15b). Obwohl die Rohdaten auf einer rein logarithmischen
Zeitskala eingezeichnet sind, ist die Verschiebung jedoch praktisch nicht erkennbar.

Nun berechnet man von diesem Datensatz das auf eins normierte LDAC-Signal (Abb.
3.15c¢). Im normierten LDAC-Signal ist eine bestimmte spektrale Signatur sichtbar, solan-
ge sie die transiente Absorption dominiert. Im Zeitbereich ab 10 ps sieht man deshalb nur
noch die Signatur der 30 ps-Zeitkonstante. Im Zeitbereich 3—7 ps sieht man die Signatur
der 2 ps-Zeitkonstante und im ZeitbereicR ps sieht man jetzt deutlich die Signatur ei-
ner spektralen Verschiebung von ca. 400 nm (bei 0.1 ps) auf ca. 450 nm (bei 2 ps — siehe
dazu auch Abb. 3.15d, dort wurde nur der zeitliche Verlauf des Maximums/Minimus des

1Ein globaler Fit mit exponentiellen Zeitkonstanten liefert strenggenommen nur dann interpretierbare Er-
gebnisse, wenn die im Molekablaufenden dynamischen Prozesse sich mit einem Ratenmodell be-
schreiben lassen.
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LDAC-Signals eingezeichnet). Einen Anhaltspunkt auf die Zeitkonstante des Stokes Shift
gibt das spektrale Integréz) (Abb. 3.15e): der Stokes-Shift zeigt sich hier in der linken
Schulter der 2 ps-Zeitkonstanten. Im spektralen Integral sieht man, welche dynamischen
Prozesse die transiente Absorption dominieren. In diesem Fall wird demnach das spektrale
Verhalten durch die 30 ps-Zeitkonstante dominiert, deren Wert aus dem Graphen in Abb.
3.15e auch eindeutig abgelesen werden kann. Die 2 ps-Zeitkonstante sieht man noch als
schwaches Maximum, ahirend die 0.5 ps-Zeitkonstanta fden Stokes-Shift nicht mehr
sicher extrahiert werden kann. akén die Daten verrauschtoikrite man nur noch die
30 ps-Zeitkonstante ablesen, allerdingtté’man aufgrund der Breite vb(z) im Bereich
<5 ps einen Hinweis darauf, dass sich zwei Zeitkonstanten darin verbergen.

Wie oben enahnt, kann es in diesem Fall hilfreich sein, das LDAC-Sigagekifizel-
ne Wellenéingen zu berechnen. Dies wurde in Abb. 3.15f bei 505 nm durahgefHier
sieht man nun deutlich getrennt drei Maxima, aus deren Lage man die drei Zeitkonstanten
mit Werten von 0.5 ps, 2 ps und 30 ps eindeutig ablesen kann.
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Abbildung 3.15: Simulierter Datensatz mit dynamischem Stokes-Shift um 50 nm mit einer
zugeordneten Zeitkonstante vogkgkes= 0.5 ps. Aulzerdem enthalten die Daten zwei Kine-
tiken mit Zeitkonstanten von 2 ps und 30 ps. (a) 3d-Darstellung des Datensatzes. (b) Blick
von oben auf die Daten. (c) Normiertes LDAC-Signal. (d) Verlauf des Minimums/Maximums
des normierten LDAC-Signals. (e) Das spektrale Intetial (f) LDAC-Signal fur die (syn-
thetische) Abtastwelleatige 505 nm.
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4 Der Photoschalter Azobenzol

Die Untersuchungen in diesem Kapitel dienen einem genauererakdrss der Photo-
chemie des Schaltermolels”Azobenzol, das in Kapitel 5 zur gezielten Aamling von
Konformationginderungen in einem Modellpeptid dient. Dabei wird eine besondere Ei-
genschaft von Azobenzol ausgenutzt: die photochemisch reversible Schaltbarkeit zwi-
schen zwei Isomerercis und transForm), die sich um einen Faktor zwei in dearge
unterscheiden. In den sogenannten Azoeptiden werden so gezielte Konforeuadiens™
rungen ausgekt, deren Auswirkungen dann spektroskopisch untersucht weotereR:

Azobenzol ist ein sehr prominentes Molgékdas inzwischen in viele technische
Anwendungen Einzug gehalten hat. Beispielsweise in der Display-Technik (Stichwort
»azobenzene polymer-stabilized liquid crystals®, siehe z. B. [Zha03]) wird ein Polymer
zusammen mit Azobenzol dazu verwendet, die éine Display-Anwendung betig-
te langreichweitige Ordnung im E$sigkristall herzustellen. Das hat den Vorteil, dass
der Produktionsschritt des mechanischen Eagpnis zur klSsigkristall-Orientierung ent-
fallen kann. Eine weitere Anwendung ist, Azobenzol in ein Elastomer einzubauen und
durch die Kombination mechanischer und optischer Effekte optische Gitter auszubilden
[Zha03, PMMKO03]. Schliel3lich wurde gezeigt, dass man Azobenzol in einen Polymer-
Flussigkristall (PLC) einbauen und einen derartigen PLC-Film zur holographischen Da-
tenspeicherung benutzen kann [IT95, IYYHO03].

Fur die Untersuchung der initialen Konformati@mslerungen in Peptiden ist folgen-
de Beobachtung festzuhalten: Im sichtbaren Spektralbereich zeigen Peptide keine Absorp-
tionsbanden i die transiente Absorptionsspektroskopieamgjich sind nur die Absorp-
tionsbanden des SchaltermalékAzobenzol. Die Beobachtung der Faltungsdynamik der
Azopeptide mit Spektroskopie im sichtbaren Spektralbereich ist somit nur indibekt ~
die Beobachtung der Dynamik des Azobenzotsgirch. Dabei vergleicht man die Reak-
tionsdynamik des freien Azobenzols iméting mit der Reaktionsdynamik von Azoben-
zol, das in einen Peptidverbund eingebaut wurde. Dies setzt ein genaues¥ristier
Dynamik des Schaltermolels voraus.

Der Isomerisierungsmechanismus und die genaue Photochemie von Azobenzol sind
noch immer Gegenstand aktueller Forschung und sollen in diesem Kapitel tiefergehend
untersucht werden. Die Gliederung dieses Kapitels ist dabei wie folgt:

e Nach einer Vorstellung des Molals' (Abschnitt 4.1) folgt eine Einftirung in die
Diskussion degsomerisier ungs-M echanismus (Abschnitt 4.2).

e Der rdchste Abschnitt fasst die Ergebnisse der Untersuchungen nirielsen-
ter Absor ptionsspektroskopie zusammen, die an Azobenzol durchgatft wurden.
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4 Der Photoschalter Azobenzol

Das Molekil wurde dabei in denasungsmitteln DMSO und Ethanol gst'und die
Isomerisierung in beide Richtungesig— transundtrans-»cis) und ftir beide nogli-
chen Anregungen gemessen (Anregung in die-Bande ebenso wie Anregung in
die rtrt-Bande, Abschnitt 4.3).

e Um zugitzliche Informationen zu erhalten, wurden an Azobenzol in DMSO stati-
ondreEmissionsspektren fur beide Isomerisierungs-Richtungen nach Anregung in
die nit*-Bande aufgenommen (Abschnitt 4.4).

e Die Kombination dieser Experimente gibt eine Reihe neuer ErkentnissigfPho-
tochemie von Azobenzol, der@iskussion dieses Kapitel abschliessen (beginnend
mit Abschnitt 4.5).

4.1 Grundlegende Eigenschaften

Die erstmalige Herstellung von Azobenzol (Diphenyl-DiazergH§)>N>, Masse 182.22

g/Mol) erfolgte 1832 [FR95]. Dass Azobenzol in zwei verschiedenen Isomeren auftritt,
konnte erst 1937 durch Hartley nachgewiesen werden. Es war die Beobachtung, dass die
Absorption einer Azobenzoldsung mit der Einstrahlung von Sonnenlicht zunahm. Er
schreibt dazu [Har37]:

» The increases reached steady values after several days’ exposure in a ther-
mostat tank in a north-lit room [...], but was reached much more rapidly in
bright sunlight — a few minutes sufficing for a M/2000 solution in a glass
bottle.”

Hartley konnte zeigen, dass es sich um dadsomer handelt und dass das (durch die
Einstrahlung von Licht gebildete) photostatiwa Gleichgewicht einer Azobenzobkling
ca. 27%cis-Anteil entralt [Har37].

In Abbildung 4.1 ist dieaumliche Struktur der beiden Isomere des Azobenzols dar-
gestellt. In der Literatur herrscht keine vollstiige Einigkeituber die exakte Struktur
der beiden Isomere. DigansForm ist entweder planar mit4-Symmetrie [Rau73] oder
leicht verdrillt mit G-Symmetrie, d. h. die Phenylringe sind um jeweils 3@s der N=N—
C-Ebene herausgedreht [THH77]. In modernen quantenchemischen Rechnungen wird
meist die planare Form verwendet [CP99]. tms-Isomer steht ein Phenylring um 53.3
aus der N=N—-C-Ebene heraus. Die Symmetrie ist entwegejRau73] oder G [BU97]
(Cattaneo und Persico rechnen mit der&mmetrie [CP99]). Der End-zu-End Abstand
der beiden Phenylringe betyt 9.0A fur dastransisomer und 5.3 fur dascis-Isomer.

Das Absorptionsspektrum von Azobenzol in DMSO ist in Abbildung 4.2 dargestellt,
Tabelle 4.1 entalt die Daten in kompakter Form: Als durchgezogene Linie ist das Spek-
trum destransisomers mit Maxima bei 320 nntift-Bande) und 435 nm @@-Bande)
eingezeichnet, gestrichelt das Spektrum disdsomers mit Maxima bei 290 nnft'-
Bande) und 435 nm @i-Bande). Der rechte Teil der Abbildung 4.2 zeigt das Differenz-
spektrum. Daraus ist ersichtlich, dass (leichtaidig vom Losungsmittel) mit Licht bei
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cis-lsomer

trans-lsomer

Abbildung 4.1: Raumliche Struktur vortrans (links) undcis-Azobenzol (rechts). Dagsans
Isomer ist planar mit g-Symmetrie [Rau73]. Intislsomer steht ein Phenylring um 53.3
aus der N=N—-C-Ebene heraus. Die Symmetrie ist entwegefRau73] oder G [BU97].

Mit 320 nm bzw. 430 nm (aldrigig vom Losungsmittel) kann reversibel zwischen den beiden
Isorperen geschaltet werden, damit einher geht emegkianderung von 9.8 (trang auf
5.5A (cis).

Absorptionsdaten von Azobenzol
nrt'-Bande nrt-Bande
Isomer Amax FWHM € Amax FWHM €
[nm] [m] [Miem ] |[nm] [nm] [M lem]
trans | 320 54 23000 | 435 86 400
cis 290 100 5000 435 74 1250

Tabelle 4.1: Absorptionsdaten von Azobenzol.

Difference spectrum of azobenzene in DMSO

Absorption spectra of azobenzene in DMSO
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Abbildung 4.2: Statiorsire Spektren von Azobnezol in DMSO. Links: Absorptionsspek-
trum. Als durchgezogene Linie ist das Spektrum ttagslsomers gezeichnet mit Maxima
bei 320 nm f{urt-Bande) und 435 nm {i-Bande), gestrichelt das Spektrum dgslsomers
mit Maxima bei 290 nm1grt-Bande) und 435 nm @@-Bande). Zuatzlich eingezeichnet
sind drei typische Spektren der Anregungs-Lichtimpulse mit Zentralwelga bei 266 nm,
340 nm und 480 nm. Rechts: Differenzspektrunagsminuscis) Azobenzol in DMSO.
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320 nm bzw. 430 nm reversibel zwischen den beiden Isomeren hin- und hergeschaltet
werden kann.

Der Weg von reinentransAzobenzol zum photostatianén Gleichgewicht mit ca.
80%cis-Anteil istin Abbildung 4.3 dargestellt. Dazu wurde eine Azobenzadrig kon-
stant mit Licht bestrahlt (durch geeignete Filter auf den Spektralbereich 305-360 nm ein-
geschankt) und in regelral3igen Absahden Absorptionsspektren aufgenommen. Nach
ca. 45 Minuten konnte kein weiteres Anwachsen de&r-Bande bei 435 nm mehr beob-
achtet werden und die Belichtung wurde beehdet

Der transZustand liegt energetisch tiefer, deshalb kamamsAzobenzol auch ther-
misch erhalten werdénHartley hat bereits 1938 umfangreiche Untersuchungen zur ther-
mischencis — transReaktion durchgeftirt und tabelliert. Die Werte schwanken extrem
zwischen 0.29 min in CGlbei 76.6°C und 860 h in einem HO-NaOH-Gemisch bei
25°C [Har38].

Aus Tabelle 4.2 ist ersichtlich, dass bei Beleuchtung in derBande die Isomeri-
sierungs-Quantenausbeuts tlie trans— cisReaktion je nach aSungsmittel ca. 0.3uf"
die cis—transReaktion ca. 0.5 bedgt. Durch entsprechendeapgration des Ausgangs-
Ensembles (reingansForm oder Photostati@néscis Gemisch) kohnen also mit nur ei-
ner Anregungswelleakige beide Isomerisierungs-Reaktionen spektroskopisch untersucht
werden. Dies wurde inasiitlichen hier vorgestellten Experimenten ausgenutzt.

photo-induced trans->cis switching of azobenzene in DMSO
20 T T T T

lllumination time: 3 min.
6 min.

9 min.

12 min.

18 min.

45 min.

Photostationary state

Extinction Coefficient [a.u.]

550 600

Wavelength [nm]

Abbildung 4.3 Zeitliche Entwicklung des Absorptionsspektrums von Azobenzol in DMSO
bei Belichtung mit einer Hg(Xe)-Lampe. Durch je 2 mm Dicke UG11- und WG305-Filter (Fa.
Schott) wird nur der Bereich 305-360 nm des Hg-Spektrums awdgevwDie Rickreaktion
erfolgt thermisch mit einer Zeitkonstanten von mehreren Stunden.

1Zur Priparation des photostatiar@h Zustands wurde diese Prozedur vor allen Experimenten durch-
geflihrt.

2In allen Experimenten atransAzobenzol wurde stets lichtgesatat eine frische b$ung angesetzt und
die Messungen im abgedunkelten Labor durchpgefliim eine unatige Belichtung der Probe zu verhin-
dern.
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4.2 Isomerisierungsmechanismus

Eine vielbeachtete Frage und grundlegende MotivatiowiEle Untersuchungen an Azo-
benzol ist die Aufkéirung des Isomerisierungsmechanismus. Von Interesse sind dabei drei
Aspekte:

1. Welche geometrischeknderungen durchlift das Molekl bei der Isomerisierung?

2. Ist diese Bewegung bei Anregung in dert-Bande die gleiche wie bei Anregung
in der nt*-Bande?

3. Wie erkhrt sich der beobachteteuBkgang der Isomerisierungs-Quantenausbeute
um den Faktor zwei beatrt-Anregung im Vergleich zumi*-Anregung?

Im Lauf der Zeit sind zwei verschiedene Isomerisierungs-Mechanismen vorgeschla-
gen worden. Im Jahre 1966 wurde von Curtin et al. der slageral shift mechanism®
eingefihrt [CGMG66], der heute alver sions-Bewegung bezeichnet wird [Rau90]. Da-
bei wird ein Phenylring um den durch N=N-C definierten Winlkalder Ebene* bewegt,
bis schliel3lich die Geometrie des-Isomers erreicht wird.

Einen alternativen Isomerisierungs-Mechanismus bieteRdimtions-Bewegung.

Dabei rotiert einer der Phenylringe um den durch C-N=N-C definierten Torsionswinkel
durch das bsungsmittel [Rau90]. Die beiden Bewegungsformen sind in Abbildung 4.4
schematisch dargestellt.

Zur Aufklarung des Isomerisierungs-Mechanismus haben Rau et al. Experimente an
einem Azobenzol-Derivat durchgéfit [RL82, Rau84, RS88]. Dabei wurde Azobenzol
durch einen Kroneather verbuckt und dadurch die Rotations-Bewegung verhindert. In
ihren Experimenten konnten sie nachweisen, dass diese Melekin einen auch iso-
merisieren kihnen und dass zum anderen die Isomerisierungs-Quantenausloeunen
undTtrt-Anregung gleich sind und au3erdem gleich grol3 wiefiféies Azobenzol. Auf-
grund dieser Experimente wird die Isomerisierung von Azobenzol nathAnregung
durch die Inversions-Bewegung eakt.

Der Isomerisierungs-Mechanismus nach-Anregung muss zasZlich das Pario-
men der um den Faktor zwei reduzierten Quantenausbearterk{vgl. Tabelle 4.2). Zur
Zeit werden daii drei verschiedene Modelle diskutiert (hier am Beispiel tdems—cis-
Reaktion vorgestellt):

e Modell 1: Hierbei handelt es sich um dakéste Modell desr(rt) Isomerisierungs-
Mechanismus, das auch meist in der Literatur als Ausgangspunkt einer Diskussion
dient. Es fordert eine direkte Isomerisierung auf desP8tentialfichelber die
Rotations-Bewegung [Rau90, Rau84]. Der (im Vergleich mrAnregung) neue
Isomerisierungs-Mechanismus dient dabei als &tkig fir die geinderte Isomeri-
sierungs-Quantenausbeute. Namti-Anregung durctduft dabei der eine Teil der

IDie thermische Isomerisierung geschieht ebentalksr eine Inversions-Bewegung [Rau90].
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Abbildung 4.4: Isomerisierungsmechanismus von Azobenzol: Inversion und Rotation.

Molekiile die Isomerisierungber die Inversions-Bewegung (Quantenausb@yje

der andere Teil jedoch folgt der Rotations-Bewegung (Quantenausbguted,).

Das Aufteilungsveraltnis zusammen mit den unterschiedlichen (Einzel-) Quanten-
ausbeuten der beiden Bewegungsformereeeki dann den gefundenen Unterschied
der (totalen) Isomerisierungs-Quantenausbeute.

e Modell 2: Ein sequentieller Prozess, bei dem im ersten Schritt das Mbtedch
S-Anregung zuerst in denj&Zustand relaxiert und dort die eigentliche Isomeri-
sierunguber den bekannten Inversions-Mechanismus startet [LYHM96, £98/
FTOO, FATO1, FAT02]. In diesem Modell muss eine atiche Erkérung fir den
beobacheten ikkgang der Isomerisierungs-Quantenausbeute gegeben werden. Ein
Teil der Molekile soll dabei zu Anfang eine Rotations-Bewegung aluisii, kann
die Isomerisierung jedoch nicht abschliessen, weil zuviel Energietlggnwiirde,
um den Phenylring komplett durch dasdtingsmittel bis in dieis-Form hindurch
zu bewegen,fotational deactivation®). Dieser Teil der Molele 'kehrt damit kom-
plett ohne zu isomerisieren in déransAusgangszustand zauek und fihrt zum
beobachteten itkgang der Isomerisierungs-Quantenausbeute.



4.2 Isomerisierungsmechanismus

e Modell 3: Dieser jingste Ansatz fordert einggemischte Population.” Durch die
UV-Anregung wird nicht nur der $Zustand besetzt, sondern auch die Zonse
S; und S, die nahezu isoenergetisch zumAustand liegen [CP99]. Der Teil der
Population in den Zuatiden $ 4 geht dabei ohne zu isomerisieren ack'in den
Grundzustand und reduziert dadurch die Isomerisierungs-Quantenausiautnav”
der Teil der Population, die den&ustand besetzt, den sequentiellen Pfad{&;
und danach §—+%) aus Modell 2 geht, ohne jedoch den atdichen Kanal der
.rotational deactivation“ zu berigen [SQL"03].

Bislang ist es weder durch geeignete Experimente noch durch theoretische Berech-
nungen neglich gewesen, die Rotations-Bewegung zu beweisen oder zu widerlegen. Quan-
tenchemische Rechnungen zu Azobenzol und zum Isomerisierungs-Mechanismus finden
sich u. a. in [MOP82, CP99, INSO01, IKSI03, Dia04]. Abbildung 4.5 zeigt Ergebnisse von
Rechnungen, die Cattaneo und Persico duraligéfiaben [CP99]. Dieufr'die Diskussi-
on verwendeten Potentiafthenbilder (Abb. 4.14 und 4.15) basieren auf Rechnungen von
Monti et al. [MOP82]. Die theoretischen Rechnungen haben meist dasztioké Pro-
blem, dass die ermittelten Energien nicht besonders gut mit den experimentell gefundenen
Wertenubereinstimmen (siehe dazu Abbildung 4.13, Seite 93).
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Abbildung 4.5: Isomerisierungsmechanismus: Berechnete PoteataHii tir Inversion und
Rotation. Das Bild basiert auf zwei Diagrammen, die [CP99] enthommen wurden.

Eine Klarung des Isomerisierungs-Mechanismus ist bis jetzt noch nicht erreicht. Die
fur diese Arbeit an Azobenzol durchgéften Experimente zur transienten Absorption
und statioaren Fluoreszenz sind leider (auch) nicht in der Lage, eine Antwort auf die-
se Fragen zu geben. Der Vergleich der transienten Absorptions-Daten machnal
Tirt-Anregung in Abschnitt 4.7.3 versucht dennoch einen neuen Beitradid weitere
Diskussion zu geben.
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4 Der Photoschalter Azobenzol

Isomerisierungs-Quantenausbeuten

Losungs- Tt nrt

: . . . . Quelle
mittel trans-scis | cis—trans| trans—cis | cis—trans
n-Hexan 0.11 0.27 0.25 0.56 [BM79]
n-Hexan 0.44 0.55 [SGMB87]
n-Hexan 0.10 0.44 0.2 0.68 [Ste62]
n-Hexan 0.10 0.42 0.28 0.55 [RAL74]
Ethanol 0.2 0.36 0.45 [BS54]
Ethanol 0.15 0.24 0.28 0.51 [BM79]
Acetonitril 0.15 0.21 0.31 0.46 [BM79]

Tabelle 4.2: Quantenausbeutenrfdie Photoisomerisierung von Azobenzol in verschiedenen
Losungsmitteln bei Raumtemperatur [Rau90].

4.3 Transiente Absorptions-Experimente an
Azobenzol

An diesem Lehrstuhl haben sich in der Vergangenheit bereits zwei Dissertationen einge-
hend mit den transienten Absorptionsspektren von Azobenzol in EthaaglOpy bzw.
Azobenzol in DMSO [Sp01] beschftigt. Die Anregung erfolgte in beiden Arbeiten in

der langwelligen n*-Bande bei 435 nfbzw. 480 nr.

Folgende zeitaufgekte transiente Absorptions-Experimente wurden an Azobenzol
im Rahmen dieser Arbeit durchggfit und im weiteren vorgestellt und diskutiert (gemes-
sen wurde jeweils in eingmagischer Winkel*-Anordnung):

e nTT"-Anregung vontrans und cisAzobenzol in DMSO mit 480 nm-Lichtimpulsen
(Tec ~ 80 fs).

e TITE-Anregung vontrans und cisAzobenzol in Ethanol mit 266 nm-Lichtimpulsen
(tee~ 200 fs).

e TITE-Anregung vontransAzobenzol in Ethanol mit 340 nm-Lichtimpulsen
(Tec &~ 200 fs).

Probenpr &paration

Eine Losung mittransAzobenzol wurde hergestellt, indem frisches kristallitrtassAzo-
benzol (Fa. Merck;> 98% Reinheit,> 97 % transGehalt) ohne weitere Aufbereitung

1Arbeit von Th. NigeleTcc ~ 200 fs, gemessen in eingmagischer Winkel*-Anordnung, d. h. mit 54.7
zwischen Anreg- und Abtast-Lichtimpulsendy98].

2Arbeit von S. Spflein, tcc & 80 fs, gemessen in waagrechter und senkrechter Polarisation zwischen
Anreg- und Abtast-Lichtimpulsen [$071].
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4.3 Transiente Absorptions-Experimente an Azobenzol

aufgebst wurde. Zur Faparation desisEnsembles wird das UV-Belichtungsmodul (sie-

he Seite 26) verwendet. Nach ca. 1 h Bestrahlungsdauer im Spektralbereich 305-360 nm
wird ein Ensemble erzeugt, das je naatslingsmittel 70-80%is-Gehalt aufweist. Die
Experimente werden in diesem Fall also immer an einem Gemisch dunthgefér ver-
bleibendetransAnteil kann aus den Absorptionsspektren ermittelt werdeamtiche
gezeigten Spektren degs-Isomers wurden um diesen verbleibendeansAnteil korri-

giert.

4.3.1 nm'-Anregung von trans und cis-Azobenzol

Die femtosekunden Absorptions-Experimente zmf-Anregung vorAzobenzol in DM -
SO wurden mit Anregungs-Lichtimpulsen bei einer Zentralwebegé von 480 nm (20 nm
FWHM) und mit einer Apparatefunktion von ca. 80 fs durchget.

Im transienten Spektrum vainansAzobenzol sieht man nach 0.2 ps zwei Maxima
bei 400 nm (ca. 40 nm FWHM) und 530 nm (ca. 80 nm FWHM, siehe Abb. 4.6). Beide
Absorptionsbanden zerfallen im weiteren Zeitverlauf und nach 20 ps ist fast nur noch im
Bereich um 420 nm eine schwache transiente Absorption zu beobachten.

Im transienten Spektrum vagis-Azobenzol sieht man nach 0.2 ps zwei Maxima bei
400 nm (ca. 40 nm FWHM) und 520 nm (ca. 100 nm FWHM) sowie ein Minimum bei
ca. 450 nm (siehe Abb. 4.7).uFdie Bande bei 400 nm beobachtet man im Zeitbereich
bis 20 ps einen Zerfall, danach ist das stadi@nDifferenzsspektrum erreicht. Die Ab-
sorptionsbande bei 520 nm zalit'anfangs schnell (innerhalb 2 ps), danach erfolgt ein
langsamerer Abbau, bis nach 20 ps ebenfalls das staéddifferenzsspektrum erreicht
ist. Das Ausbleichsignal bei 450 nm ist innerhalb der ersten 2 ps konstant, nimmt zwi-
schen 2 ps und 5 ps etwas ab und hat ab diesem Zeitpunkt den atatiohert erreicht.

Eine globale Anpassung an die Messdaten mit einer multi-exponentiellen Testfunkti-
on erfordert &ir beide Isomere drei exponentielle Z&h&'und einen Offset, um die Bildung
des Photoprodukts zu beschreiben.

Die drei ermittelten ZeitkonstantearfiransAzobenzol sind 0.34 ps, 3.0 psund 12 ps
(siehe Abb. 4.6). Das Spektrum der 0.34 ps-Komponente stellt den Zerfall einer breiten
Absorptionsbande im sichtbaren Spektralbereich dar (450-650 nm), aul3erdem einen Zer-
fall im nahen UV k 400 nm). Das Amplitudenspektrum der 3.0 ps-Komponente hat
Ahnlichkeiten zum Amplitudenspektrum der 0.34 ps-Komponente: Eine scharfe Bande
im UV ist vorhanden (wenn auch mindestens 30 nm rotverschoben), die breite Absorp-
tionsbande im sichtbaren Spektralbereich ist nahezu identisch, sowohl in Form als auch
in Amplitude. Das Spektrum der 12 ps-Komponente ist wesentlich acherund hat im
roten Auséufer dertrans mirt-Absorptionsbande<{ 420 nm) merkliche Amplituden.

Die globale Datenanalyse vams-Azobenzol zeigt, dass der Zerfall d8sZustands
von einer~ 0.1 ps-Komponente dominiert wird (siehe Abb. 4.7). Die Analyse liefert noch
zwei weitere Zeitkonstanten mit 0.9 ps und 5.6 ps. Das Amplitudenspektrum der domi-
nanten 0.1 ps-Komponente hat wieder eine breite Absorptionsbande im sichtbaren Spek-
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Abbildung 4.6: Transiente Absorption votransAzobenzol in DMSO nachmi-Anregung

mit Lichtimpulsen bei 480 nm. Oberberblick tuber die Rohdaten. Unten, links: Transi-
ente Spektren zu ausgahlien Verogerungszeiten. Rechts: Amplitudenspektren aus einem
globalen Fit.

tralbereich und eine selnfere Bande im UV. Die beiden Amplitudenspektren der langsa-
meren 0.9 ps und 5.6 ps-Komponente sind untereinaaaieiich und sind auchhinlich
zum Amplitudenspektrum der 12.0 ps-Komponente ransAzobenzol. Diese Ergebnis-
se stimmen bis kleine Unterschiede in den Zeitkonstanten gut mit beredt$evelichten
Ergebnisseniberein [LYM™98, NHZW97]
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Abbildung 4.7: Transiente Absorption voois-Azobenzol in DMSO nachmi-Anregung mit
Lichtimpulsen bei 480 nm. OberuJberblick tiber die Rohdaten. Unten, links: Transiente
Spektren zu ausgeflten Verogerungszeiten. Rechts: Amplitudenspektren aus einem glo-
balen Fit.

4.3.2 mrt-Anregung von transAzobenzol

Femtosekunden Absorptions-ExperimentéransAzobenzol in Ethanol (2.2 mM) wur-
den mit Anregungs-Lichtimpulsen bei 266 nm (3 nm FWHM) und bei 340 nm (10 nm
FWHM) mit einer Apparatefunktion von je ca. 200 fs durchgdet.

Fir einenUberblick uber die zeitaufgelsten Spektren sowie transiente Spektren
zu ausgewhlten Verogerungszeiten nach Anregung Mgump= 266 nm siehe Abb.
4.8. Die instantan vorhandene transiente Absorption zeigt ein aaggepiMaximum bei
400 nm (80 nm FWHM) und zadéZlich ein unstrukturiertes Signabér den gesamten
beobachteten Spektralbereich (450—-650 nm). Innerhalb von 5 ps ist die breite Absorption
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4 Der Photoschalter Azobenzol

verschwunden, afirend das Maximum bei 400 nm langsameraériind erst nach 20 ps
verschwunden ist. Nach 200 ps ist das statrerDifferenzspektrum erreicht.

Absorbance Change [mOD]

Azobenzene in Ethanol; trans -> cis (266 nm exc.)
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Abbildung 4.8: Transiente Absorption votransAzobenzol in Ethanol nach Anregung in der
nirt-Absorptionsbande durch Lichtimpulse bei 266 nm. Otéiserblick tiber die Rohdaten.
Unten, links: Transiente Spektren zu ausghiten Verogerungszeiten. Rechts: Amplituden-
spektren aus einem globalen Fit.

Fur die transiente Absorption nacltirAnregung ist bekannt (siehe oben), dass zur
Beschreibung der experimentellen Daten drei exponentielle Zeitkonstanten von 0.34 ps,
3.0 ps und 12 psatig sind, aulRerdem ein Offset, der die Bildung des Metastaliken
Photoprodukts beschreibt [NHZW97, &l]. Diese Werte wurden deshalb als Startwerte
fur den globalen Fit-Algorithmus verwendet. Es zeigt sich jedoch, dass die Daten nur
dann korrekt beschrieben werden konnten, wenn eingtzlitdie Zeitkonstante im 0.1 ps-
Bereich verwendet wurde (dies wurde auch durch SVD- und LDAC-Methodeatfigk).”

Die ermittelten Zeitkonstanten sind 0.13 ps (-40%, +30%), 0.42-#006), 2.9 ps (-35%,
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4.3 Transiente Absorptions-Experimente an Azobenzol

+50%) und 12 ps+£ 25%) (ftir die zugebiigen Amplitudenspektren siehe Abb. 4.8).
Die transiente Absorption von Azobenzol nach Anregungggimp= 340 nm ist
sehrahnlich (siehe Anhang A, Seite 189).

Ein Vergleich der aus den Daten extrahierten Zeitkonstantedi€&'trans- cis-Iso-
merisierung nachtri-Anregung (siehe Tabelle 4.3, Seite 89) zeigt, dass die ermittelten
Zerfallszeiten @it beide Anregungswelleafigen (266 nm bzw. 340 nm) innerhalb der
Konfidenz-Intervalle identisch sind. Beide Messungennen also mit einem einheit-
lichen Satz von Zeitkonstanten (0.13 ps, 0.42 ps, 2.9 ps und 12 ps) beschrieben werden.
Innerhalb der Fehlergrenzen stimmen die Werte der drei langsameren Zeitkonstanten gut
mit den Zerfallszeitemberein, die nachmi-Anregung ermittelt wurden, za#lich stim-
men die jeweiligen Amplitudenspektren guiberein (vgl. die Abb. 4.6, 4.8 und A.1 in
Anhang A). Die zugeordneten Prozesse scheinen somitrf- und rtirt-Anregungahn-
lich zu sein.

Trotzdem gibt es (im Vergleich zur Anregung in det'rBande) einige Unterschiede
in der Dynamik, wenrtransAzobenzol in demrt-Bande angeregt wird:

(i) Die auffalligste Anderung ist die zuatzliche neue Zeitkonstante von 0.13 ps, die
in den transienten Spektren nadt Mnregung fehlt. Das zugehige Amplituden-
spektrum zeigt Minima bei 400 nm und 530 nm, die dem Aufbau einer transienten
Absorption zugeschrieben werdeorkien (der Zerfall dieser Absorption findet dann
mit Zeitkonstanten von 0.42 ps und 2.9 ps statt).

(i) Es zeigt sich eine breite transiente Absorption mit Maxima bei 470 nm und 600 nm
die instantan mit dem Anregungs-Impuls erscheint.

(i) Die relativen Intensiaten der Amplitudenspektrenrfdie 0.42 ps- und die 2.9 ps-
Komponente sind verschieden. Die spektrale Form der beiden Signalenisth,
aber die 0.42 ps-Komponente ist nactt-Anregung wesentlich verasikt.

(iv) Das Amplitudenspektrum der 12 ps-Komponente zeigt eine &#dastig und leichte
Verbreiterung gegerber der 12 ps-Komponente nacii‘rAnregung. Dieses Spek-
trum ist positiv im Bereich< 400 nm und negativ im Bereich 400—-450 nm. Eine
solche spektrale Form deutet auf eine zeitalgige Verbreiterung oder Verschie-
bungeiner spektralen Bande hin.

4.3.3 T1rt-Anregung von cisAzobenzol

Die zeitaufgebsten Absorptionsdaten vams-Azobenzol in Ethanol nachrtrt-Anregung
mit 266 nm-Lichtimpulsen ebenso wie die transienten Spektren zu aabijew Veroge-
rungszeiten enddt Abbildung 4.9.

Das erste transiente Spektrum nach 0.2 ps zeigt ein Maximum bei 380 nm (ca. 120 nm
FWHM) und wieder eine breites, unstrukturiertes Signal oberhalb 450 nm. Die Dynamik
der transienten Absorption isthhilich demtrans—cis-Fall: Das Maximum bei 380 nm
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Abbildung 4.9: Transiente Absorption vonisAzobenzol in Ethanol nach Anregung in der
Tt -Absorptionsbande durch Lichtimpulse bei 266 nm (die Daten wurden um den im photo-
statiordren Gleichgewicht verbleibenderansAnteil von 12% korrigiert). OberiJberblick

Uber die Rohdaten. Unten, links: Transiente Spektren zu aadd@n Verogerungszeiten.
Rechts: Amplitudenspektren aus einem globalen Fit.

zerfallt innerhalb ettlicher Pikosekunden, verbunden mit einer Verschiebung des Absorp-
tionsmaximums in den UV-Spektralbereich. Das breite Absorptionssignal im sichtbaren
Spektralbereich zeaflt schneller und erreicht bald die Form des stadi@em’ Differenz-
spektrums.

Im Gegensatz ztransAzobenzol sind zur Beschreibung der experimentellen Daten
von cisAzobenzol nachtrt-Anregung drei exponentielle Zeitkonstanten und ein Offset-
Spektrum ausreichend. Die durch den globalen Fit-Algorithmus ermittelten Zeitkonstan-
ten sind 0.2 ps£ 15%), 1.1 ps£ 20%) und 14 ps+£ 20%) (ftir die zugebiigen Ampli-
tudenspektren siehe Abb. 4.9).
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4.4 Fluoreszenzmessungen an Azobenzol in DMSO nach n1t-Anregung

Interessant ist auch hier wieder der Vergleich zwisch®n andtrt-Anregung. Ein
Vergleich der Amplitudenspektren (vgl. Abb. 4.7) zeigt, dass die jeweiligen dynamischen
Prozesse wiedahnlich sind, jedoch gibt es zwei wichtige Unterschiede:

(i) Die initiale schnelle Komponente von 0.1 pstrAnregung) ist etwas verlangsamt
auf 0.2 ps ftrt-Anregung).

(i) Die Intensi@éten und der spektrale Verlauf der Amplitudenspektren der zwei lang-
sameren Zeitkonstanten ist unterschiedlich: die Intehsiér beiden Spektren ist
groRer und die Banden sind breiter, dies ist gut sichtbardfé dominantertrt-
Aborptionsbande bei kurzen Wellemigen.

Unterschiede zwischemt*- und rtrt-Anregung sind auch zu erwarten, da utspy-
lich andere elektronische Zastde besetzt werden. Wenn man dies bedenkt ist es eher
erstaunlich, dass die Zerfallszeiten und die zuwgrjeh Amplitudenspektren der nachfol-
genden Prozessiilich denen nachmi-Anregung sind Ahnlichkeiten sind dann aber zu
erwarten, wenn eine schnelle Relaxation vami- in dennrt*-Zustand erfolgt.

4.4 Fluoreszenzmessungen an Azobenzol in
DMSO nach n t*-Anregung

Trotz der ausgiebigen spektroskopischen Untersuchungen an Azobenzol gab es bisher

keine Experimente, die die Fluoreszdmiderisomere verglichen haben. Fujino et al.

[FATO1] haben das Fluoreszenz-Spektrum wi@msAzobenzol nachri-Anregung Qexc

= 280 nm) untersucht. Das Spektrum zeigt zwei Banden mit Maxima bei 390 nm und

665 nm. Die beiden &rider wurden der direkten Emission aus denzZ8stand (390 nm)

und der Emission aus dem-&ustand nach interner Konversion (665 nm) zugeschrieben.
Die relative Intensdt der Bngerwelligen Bande macht dabei nur wenige Prozent aus,

was an der sehr geringen Fluoreszenz-Quantenausbeute liegt. IDensichtsartikel

von Rau aus dem Jahr 1973 heil3t es deshalb noch schlicht [Rau73]:

»Azoverbindungen emittieren nicht.”

Tatsachlich fluoresziert Azobenzol extrem schwach mit einer Fluoreszenz Quanten-
ausbeutap; = 10 % [FAT01], weshalb ein extrem sensitiver Aufbau notwendig ist, um
die Fluoreszenmberhaupt messen zwikrien (der verwendete Aufbau ist beschrieben in
Kapitel 2.2, Seite 29 — siehe auch [SSB3]). Mit diesem Aufbau war es agjlich, die
nachfolgend diskutierten Emissionsspektren beider Azobenzol-lsomere in DMSO nach
nrt-Anregung Qexc = 488 nm) mit hoher Genauigkeit aufzunehmen. Um die extrem
geringe Fluoreszenz-Quantenausbeute auszugleichen, wurden die Experimente mit sehr
hohen Probenkonzentrationen durchdet {43 mM Azobenzol in DMSO).

Zeitgleich zu den hier durchgdfiften Experimenten zur Messung der stadi@m’
Fluoreszenzspektren haben Lu et al. die FluoreszenzraosAzobenzol in Hexan nach
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nrt'-Anregung (angeregt bei 432 nm) zeitaufgslimit der Technik der Fluoreszenap-
conversion“ bei @inf ausgewhlten Wellerdihgen aufgenommen [LCDO02]. Sie berichten
eine sehr dominante Kinetik mit einer Zeitkonstanten von ca. 170 fs und eine zweite, we-
sentlich schwachere Kinetik mit einer Zeitkonstanten von 1-1.5 ps (Amplituderataris’

ca. 1:6).

Fluoreszenz von transAzobenzol in DMSO

Um sicherzustellen, dass die EmissionsspektrertramsAzobenzol sicher keinen Antell
der Emission des photostater@n Gleichgewichts erdlt, wurde die losung nur einmal
durch den Probenkreislauf geleitetartliche Spektren wurden jeweils mit frisch auf-
geloster Probe aufgenommen.

Nach der Anregung votransAzobenzol in DMSO bei 488 nm beobachtet man eine
sehr schwache und spektral breite Emission, deren In&msit'der des Raman-Signals
des reinen bsungsmittels DMSO vergleichbar ist. Nach Subtraktion desubgsmittel-
Untergrundes und spektraler Korrektur (Empfindlichkeit des Spektrometeis) eran
das im oberen Teil von Abbildung 4.10 als durchgezogene Linie eingezeichnete Spektrum
mit einem Maximum bei 640 nm mit einer Breite von 250 nm (FWHM). Das Spektrum
besitzt einen ausgeggten Auskhiufer bis in den nahen Infraroten Spektralbereich.

Fluoreszenz von cis-Azobenzol in DMSO

Das Umbelichten ins photostatiarg Gleichgewicht erfolgte mit einer Quecksilber Hoch-
drucklampe (sieheUV-Belichtungsmodul‘ in Abschnitt 2.1.4, Seite 26). Auadlr fdie
Messung arcis-Azobenzol wurde die Probe nur einmal durch den Probenkreislauf ge-
pumpt. Die deshalb betigten ca. 200 ml b8ung wurden mit zwei parallel geschalteten
Hg(Xe)-Lampen in ca. 50 h ins photostatawae Gleichgewicht belichtet (Gesamtleistung
ca. 350 mW im Wellerdihgenbereich 305-380 nm). Das Erreichen des photostagion”
Gleichgewichts wurde durch Absorptionsspektrendtegt Zur Kontrolle, dass der expe-
rimentelle Aufbau vehrend des gesamten Zeitraums der Experimente (drei Tage) identi-
sche Signale liefert, wurde direkt nach der AufnahmeaieEpektren nochmal ein Spek-
trum einer frischertransLosung aufgenommen. Dies war identisch zu den am Anfang
aufgenommenen Fluoreszenz-Spektren vansAzobenzol.

Das Emissionsspektrum von (reinegiyAzobenzol wurde aus dem Spektrum des
photostatioaren Gleichgewichts berechnet, das ca. 30&fisAnteil enthielt. Im un-
teren Teil von Abbildung 4.10 ist das so berechnete Emissionsspektrum des e&sinen
Isomers als durchgezogene Linie eingezeichnet (ebenfalls wieder um das Signal des rei-
nen Losungsmittels und die Empfindlichkeit des Spektrometers korrigiert). Es besitzt ein
Maximum bei 600 nm (160 nm FWHM). Zwei wesentliche Unterschiede zum Spektrum
destransAzobenzols fallen sofort auf: das Spektrum ist selen'und der Auglufer in
den infraroten Spektralbereich fehilt.

Die relative Fluoreszenz-Quantenausbeute wurde bestimmt, indem die Fluoreszenz-
Spektren @i die beiden Isomere integriert wurden. Dabeiadtrimian fir cisAzobenzol
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Abbildung 4.10: Absorptions- und Emissions-Spektren von Azobenzol (Anregungswel-
lenlange 488 nm). Die Absorption ist gestrichelt eingezeichnet, die Emission als durchge-
zogene Linie. (obenlyansAzobenzol. (untengis-Azobenzol (korrigiert um detransAnteil

im photostatioafen Gleichgewicht). Die Fluoreszenzspektren sind auf die spektrale Emp-
findlichkeit des verwendeten Spektrometers korrigiert. Ein entsprechend skaliertes Signal des
DMSO Loésungsmittel-Untergrunds wurde abgezogen. Um den Skalierungsfaktor zu ermit-
teln wurde ein steigender Prozentsatz desurigsmittel-Untergrunds solange abgezogen, bis
die Raman-Linie von DMSO bei 580 nm komplett verschwindet (in der scharfen Struktur
um 580 nm ist das verbleibende Artefakt, sichtbar speziell im Emissionsspektruraisson
Azobenzol.
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4 Der Photoschalter Azobenzol

eine etwas geringere Zahl, ca. 80% des WertedrdesIsomers.

4.5 Diskussion (I) — Emission aus dem
Franck-Condon-Bereich (  nrt¥)

In diesem Abschnitt geht es darum, aus dem Vergleich der transienten Absorptions- und
statioraren Fluoreszenzsspektren nagati-Anregung Informationember die Dynamik
von Azobenzol zu gewinnen.

Die relative Fluoreszenz-Quantenausbeutefs-Azobenzol 80% desansWertes)
ernoglicht es, Informationemiber die relativen Lebensdauern des fluoreszierenden Zu-
standes der beiden Isomere zu bekommen, wie im folgenden beschrieben.

Fir 1 < 11 ist die Fluoreszenz-Quantenausbepigegeben durch

T
o = - (4.1)
Tf
Dabei istty,, die nicht strahlende Lebensdauer, die man aus den Zeitkonstanten der transi-

enten Absorption edit. Die strahlende Lebensdauerkann mit Hilfe der Strickler-Berg
Beziehung [SB62] abgesatrt werden:

1
r;1=2880-10 %% (9;%) / £(9)dIng. 4.2)

Dieser Ausdruck gilt streng genommen nur Molektile mit nicht-reaktiven angereg-
ten Zustinden. Da jedoch nur das Veltris dercis zu transLebensdauern von Interesse
ist und die beiden Molalé (trans und cis-Azobenzol) spektroskopisch sednlich sind,
scheint die Anwendung der Relation gerechtfertigt.

Der Mittelwert <\”}‘3> ladt sich durch Integration der Fluoreszenz-Spektren bestim-
men, der Brechungsindexvon DMSO betagt 1.478 [LF96]. Das Integral in Gl. (4.2)
umfalt den niederenergetischstéipergang (m*) im Absorptionsspektrung, ist der Ex-
tinktionskoeffizient. Die daraus ermittelten strahlenden Lebensdayesimd 530 ns dif
transAzobenzol. Zum Vergleich: Fujino et al. [FATO1] untersuchteansAzobenzol
und erhielten (basierend auf einer vereinfachten Version von Gl. (4.2)) einen Wert von
T+ = 670 ns. kif cisAzobenzol erhlt man 200 ns. Vergleicht man das Valtimis dieser
beiden Lebensdauern (2.65) mit dem \dthis der Fluoreszenz-Quantenausbeuten, dann
muss das Verdtnis der nicht strahlenden Lebensdaugftiis/Tnrtrans = 0.3 betragen.

Wie oben enahnt erlalt man die nicht strahlende Lebensdaugraus den Zeitkon-
stanten, die aus den Spektren der transienten Absorption extrahiert wurden.

Fur dietrans— cis-Richtung liefern die transienten Absorptionsspektren drei Zeitkon-
stanten von 0.34 ps, 3.0 ps und 12 ps (siehe auch Tabelle 4.3). Die beiden schnellen Pro-
zesse tragen nahezu identische Amplitudbar'den gesamten untersuchten Spektralbe-
reich (vgl. Abb. 4.6 und 4.7). Die Dynamik ders—transReaktion wird ebenfalls durch
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Transient absorption Fluorescence spectra
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Abbildung 4.11: Vergleich von transienter Absorption und statoe’ Emission von Azoben-
zol in DMSO nach m*-Anregung (480 nm). Links: Transiente Dgjone =582 nm. trans
Zwei dominierende Zeitkonstanten mijt=0.34 ps und; = 3.0 ps und gleichen Amplituden.
cis. Ein dominanter Zerfall mit = 0.1 ps. Rechts: Emissionsspektrérans Maximum bei
640 nm, FWHM 250 nmcis, Maximum bei 600 nm, FWHM 160 nm.

drei Zeitkonstanten beschrieben: 0.1 ps, 0.9 ps und 5.6 ps. Die Dynamik ist jedoch eindeu-
tig dominiert von der 0.1 ps-Komponente, die 0.9 ps-Komponente ist vielazisy'und

zeigt keine spektral&hnlichkeit mit dem Beitrag der 0.1 ps-Komponenter Béide Rich-
tungen ist die Dynamik auf der 10 ps-Zeitskala bedingt durch molekulargpkozesse

im elektronischen Grundzustand, wielfiere Ergebnisse aus der transienten Absorptions-
Spektroskopie [LYHM96] und Ergebnisse aus der zeitawafgfeli Schwingungs-Spektros-
kopie belegen [HOZ97, FTOO].

trans-cis T1 T2 13 14
266 nm Ethanol| 0.13ps 0.42ps 29ps 12ps
340 nm Ethanol| 0.13ps 0.43ps 2.7ps 17ps
480 nm DMSO - 0.34ps 3.0ps 12p

cis—trans T1 T2 13
266 nm Ethanol| 0.20ps 1.1ps 14ps
480 nm DMSO | 0.1ps 09ps 5.6ps

()

Tabelle 4.3: Zusammenfassung der ZeitkonstantenAzobenzol.

Die Reaktionsdynamik vowmis-Azobenzol wird also durcleine Zeitkonstante von
0.1 ps dominiert, welche demnach sicher dem Zerfall des elektronisch angeregten Zu-
stands zugeschrieben werden kann. Es ist somit diese Zeitkonstante, welthgigis
Gl. (4.1) zur Bestimmung der Fluoreszenz-Quantenaushgugengeht:p; = 0.1ps/t+.

Fur dastranslsomer ist die Situation nicht so eindeutig: Hier ist die Dynamik Bi-
Phasisch (0.34 ps und 3.0 ps) mitrilicher spektraler Signatur und Amplitude (siehe Abb.
4.6, rechts). Damit stellt sich die Frage, welche Zeitkonstamteqfirans in Gl. (4.1) ein-
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4 Der Photoschalter Azobenzol

gesetzt werden soll. Die Quantenausbepjtést proportional zum zeitlichen Integral des
Zerfalls des angeregten Zustandar Einen bi-exponentiellen Zerfall mit den Amplituden
A1 > und Zeitkonstanten, » ergibt das

AT +ATo 1
b= Al+A Tf (4.3)
Im Falle von transAzobenzol £ ~ Ay) wirde das bedeuten, dags = (0.34 ps +
3.0 ps/2= 1.7 ps/1s. Das Fluoreszenz-Spektrum desnslsomers mi3te dann (wegen
@ cis/ Pt trans = 0.3) ca. 6 mal intensiver sein als das @eéslsomers. Die im Experiment
gemessenen Intenaten sind jedoch nahezu gleiapk cis = 0.8 @ trans

Nimmt man hingegen nur die erste Zeitkonstante von 0.34ups.f, dann reprodu-
ziert die Analyse nach Strickler-Berg das experimentell beobachtetalMagder Fluores-
zenz-Intensdten. Dies deutet offenbar darauf hin, dass nur die schnelle Zeitkonstante in
der Kinetik vontransAzobenzol zum Zerfall des angeregten (genauer gesagt fluoreszie-
renden) Zustands geft. Allerdings muR dann die groR&hnlichkeit der Amplituden-
spektren der 0.34 ps-Komponente und der 3.0 ps-Komponentatendiden: diese legt
nahe, dass beide vom gleichen elektronischen Zustandhrern.” Dieser scheinbare Wi-
derspruchdft sich autisen, wenn man annimmt, dass die Zeitkonstante von 0.34 ps die
Bewegung des durch die optische Anregung gebildeten Wellenpakets aus dem Franck-
Condon Bereich heraus beschreibt und dass die Fluoreszenz nur aus dem Franck-Condon-
Bereich emittiert wird. Diese Zuordnung wird auch durch die zeitaofgeh Fluores-
zenzmessungen von Fujino et al. untetat [FATO1]: sie ermittelten eine Zeitkonstante
von 0.50 psir die Fluoreszenz-Lebensdauer 8¢ ustands vortransAzobenzol in He-
xan und fanden keine langsameren Komponenten.

Zum Verstindnis der unterschiedlichen Eigenschaften der 0.34 ps-Komponente und
der 3.0 ps-Komponente in Fluoreszenz- und Absorptions-Experimenten ist es hilfreich
sich zu vergegenartigen, welche Teile der Potentialtfien &ir welche Beobachtung ver-
antwortlich sind. Dazu soll das Schema in Abbildung 4.12 dienen: das Fluoreszenzspek-
trum spiegelt detubergang zwischen erstem angeregten Zustand und dem elektronischen
Grundzustand wider. Die transiente Absorption wiederum ist sensitidi€ Differenz
zwischen dem angeregten Zustand und allen anderemest; die durch den Abtast-
Impuls zuginglich sind. & den mt*-Ubergang nach Anregung mit 480/488 nm zeigt das
Amplitudenspektrum der 0.34 ps-Komponente keine negativendgeifi€in Hinweis dar-
auf, dass der Beitrag der stimulierten Emission sehr schwach ist und das Spektrum der
transienten Absorption demnach vdibergang in bher angeregte Zustle dominiert
wird. Die Potentialfiche des Grundzustandes ist steiler uadkststrukturiert als die der
angeregten Zuatide (siehe auch Abb. 4.14 bzw. Abb. 4.15), daher wird die Bewegung ei-
nes Wellenpakets auf def-Potentialfiche satkereAnderungen im Fluoreszenz-Signal
induzieren als in der transienten Absorptiaié€r die Franck-Condon Faktoren und die
Ubergangsmomente betrifft dies auch die Intextsit).

Die Reaktionsdynamik des Azobenzol-Molgghach m*-Anregung &3t sich dem-
nach folgendermassamsammenfassen: Nach Anregung in die m*-Absorptionsbande
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4.5 Diskussion (I) — Emission aus dem Franck-Condon-Bereich (nrt)

Abbildung 4.12: Schematische Zeichnung der Bewegung des Wellenpakets entlang der Po-
tentialfiche des angeregten Zustands. Da dieniriung der Potentiathen von Sund

Sy sehrahnlich ist, hat die Bewegung des Wellenpakets keinen grof3en Einfluss auf die tran-
siente Absorption. Die Kmhmung zwischen Grundzustand und erstem angeregten Zustand
ist jedoch stark unterschiedlich und bewirkt bei einer Bewegung des Wellenpakets auf der
S;-Flache eine stark&nderungen der Wellealige des emittierten Lichts.

»sieht’ das angeregteisisomer ein steiles Potential in deraNé des Franck-Condon-
Bereichs, was zu einer schnellen und gerichteten Bewegimg Diese Bewegung bringt

das Wellenpaket zur konischen Durchschneidung mit dem Grundzustand und ist verant-
wortlich fur die effiziente Isomerisierung.uFdas angeregtgansisomer ist die Poten-
tialffache des Franck-Condon-Bereichs flacher, weshalb die Bewegung aus dem Franck-
Condon-Bereich heraus langsamer ist. Diese Bewegung ist wgftkmit einer leich-

ten Energieabnahme und bringt déhergang zu einem intermexdién Zustand auBerhalb

des im Experiment abgedeckten spektralen Fenste®50 nm) und senkt im sichtbaren

Teil des Spektrums erheblich die Wahrscheinlichkeit einer Emission in den Grundzustand.
Dies wiederum erldit, warum die Fluoreszenzmessung nur auf die schnellste Komponen-
te sensitiv ist. Offenbar bringt die arigliche Bewegung des Wellenpakets das Molek ™

einen Bereich der SPotentialfiche, von dem aus ein direkter und schneller Zugang zur
konischen Durchschneidung mit dem Grundzustand niaglichi ist. Dies tihrt zu der
beobachteten langsamen (diffusiven) 3.0 ps-Kinetik (vgl. auch Abb. 4.14 bzw. Abb. 4.15).

Lu et al. [LCDO02] berichteten krzlich die zeitaufgelsten Fluoreszenzmessungen
an Azobenzol in Hexan. Sie beobachteten einen dominanten Zerfall von ca. 1#0 fs f~
transAzobenzol. Diese Zeitkonstante atrilich zu den hier bestimmten 340 ts trans
Azobenzol in DMSO. Oben wurde argumentiert, dass aufgrund der relativen Fluores-
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zenzquantenausbeuten die 3 ps-Komponente der Absorptionsmessung beim Zerfall des
Fluoreszenz-Signals fehlen sollte. Die Fluoreszenzspektren in [LCDO02] zeigen jedoch ei-
ne langlebige Komponente. Diese hat eine etwagdre Zerfallszeit{1 ps), aulderdem

ist das Verlaltnis der Amplituden nur1:6 im Vergleich zu den gleich starken Amplitu-

den (1:1) der hier gezeigten Absorptionsexperimente. Das Ergebnis, dass der dominante
Anteil der Fluoreszenz mit einigen 100 fs zlt," ist damit nicht im Widerspruch zu
[LCDO02] und die Interpretation, dass der schnelle Zerfall mit einer Bewegung aus dem
Franck-Condon-Bereich heraus veukift’ist, belalt ihre Qiltigkeit. (Anzeichen @if eine
biphasische Fluoreszenz zeigen sich auch in den hier gezeigten Fluoreszenzdaten: Der
lange Ausdiufer im roten Spektralbereich gibt Hinweise auf einen zweiten, langsameren
Prozess mit schwacher Amplitude. Ehriliches biphasisches Verhalten wurde auch f*

ein Azobenzolderivat (4-Nitro-4’-(Dimethylamino)Azobenzol) beobachtet [SSH].

4.6 Energieschema f ur Azobenzol

Die Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen von oben sollen im Folgenden zur
Konstruktion eines Energieschemas Azobenzol genutzt werden. In Abbildung 4.13 ist

der Versuch gemacht, die experimentell gewonnenen Erkenntnisse kompakt in einem Bild
zusammenzufassen und gleichzeitig neueren theoretischen Untersuchungemheeyen”
stellen.

Den Unterschied der Grundzustandsenergiecistund transAzobenzol erhlt man
Uber die Bildungswime [SDCK77]: der Grundzustand das-Isomers liegt 0.6 e\uber
dem dedransisomers. Die Energie-Barriere zwischen den beidenahgsin kanmber
die Temperaturalarigigkeit der Isomerisationsrate abgeleitet werden undgpeul.6 eV
[TF67].

Die Absorptionsspektren des Grundzustandes liefern die Energien der ersten beiden
angeregten Zuatide (mt"* undrt) destrans und cis-lIsomers (vgl. Abb. 4.2). Die Spek-
tren des photo-angeregten Zustands*frenthalten Informationenber foher liegende
angeregte Zuatide (vgl. Abb. 4.6 und 4.7): die Amplitudenspektren der schnellsten Zeit-
konstante legen nahe, dass beide Isomeredtier gelegene Zustide mit Absorptions-
banden ber550 nm und~350 nm zu@nglich sind. Nach dem Zerfall der schnellsten
Komponente degansisomers bleibt ein Spektrum bestehen, das Banden bei 400 nm und
~550 nm Banden. Natlich legt dies nur den Abstand zwischen diesem Intermediat und
héher liegenden Zuatiden fest. Bamjlich der absoluten Lage dieses Intermediats las-
sen sich aber folgende Grenzen hegién: Es muss energetisch niedriger liegen als der
primér angeregte Zustanet2.8 eV), aber auchdtier als digranscis-Barriere 1.6 eV).
Aufgrund dieser Information ist die ungsdfie Lage (mit einem angedeuteten Fehlerbal-
ken) in der Mitte von Abb. 4.13 eingezeichnet.

Beim Vergleich dieser experimentell ermittelten Energien mit quantenchemischen
Rechnungen [CP99] zeigt sich, dass die Rechnungen nur die niediigstgangsenergie
reproduzieren éfinen ($ < S, siehe Abb. 4.13). Die Energien deolrérenUberginge
werden normalerweisebérschizt [CP99, INSO01]. Daherddinen die Rechnungen hier
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Theory Experiment Theory
AA =350 nm
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Abbildung 4.13: Energieschemauf”Azobenzol: Vgl. von Theorie und Experiment. Die
Energien im Mittelteil der Abbildung stammen aus der statien und zeitaufgekten Spek-
troskopie (die Werteui’ AA beziehen sich auf Absorptionsbanden, die aus den jeweiligen
Amplitudenspektren abgelesen werden), der chemischen Kinetik und Thermochemie. Die
»theoretischen” Energien (links und rechts) stammen aus quantenchemischen Rechnungen von
Cattaneo und Persico [CP99] (vgl. Abb. 4.5). dtzrich sind die Zustride der drei Formen

trans cisund Intermediat miteinander korreliert.

leider nicht bei der Interpretation der transienten Spektren helfen, da es hierbei auf die
genaue Lage derdhmérliegenden Zuatide ankommit.

4.7 Diskussion (Il) — mrt-Anregung und
Isomerisierung im S 3

In diesem Abschnitt geht es um den Vergleich der Isomerisations-Prozesse mfach n
Anregung und nachrt-Anregung. Zwei Fragen sind hier von Interesse:

1. Wie in Abschnitt 4.2 dargestellt wurde, favorisierte die Literatur bisher zwei ver-
schiedenésomerisier ungs-M echanismen fur Azobenzol: Nachn*-Anregung soll-
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te die Isomerisierungber eine Inversionsbewegung ablaufen, naoh-Anregung
jedochuber eine Rotationsbewegung. Realisiert das Azobenzol-Mbiekier Na-

tur diese zwei unterschiedlichen Bewegungen oder ist die Bewegung desuldolek™
unablangig, in welche Absorptionsbande die Anregung erfolgt?

2. Wieso ist die Isomierisierung3uantenausbeute bei nit*-Anregung fast doppelt so
grol3 wie beinrt-Anregung?

Im Folgenden werden diese beiden FragarbEide Isomerisierungs-Richtungen
(trans—cisund cis—trang untersucht.

4.7.1 trans—cisPhotoreaktion

Zu Beschreibung der Dynamik dérans-cis-Isomerisierung nachmri-Anregung (mit
266 nm- oder 340 nm-Lichtimpulsen) baigt man vier exponentielle Zeitkonstanten.
Eine erste wichtige Beobachtung ist, dass die extrahierten Zeitkonstanten und Amplitu-
denspektren eine gro@ehnlichkeit zu den nachm-Anregung ermittelten zeigen: Die
Zerfallszeiten und spektrale Form der Amplitudenspektrendié 0.34 ps, 3.0 ps und
12 ps-Komponenten werden lrert-Anregung quasi reproduziert (ermittelte Zeitkonstan-
ten hier: 0.42 ps, 2.9 ps und 12 ps). Dies legt nahe, die Interpretation der molekularen
Dynamik von der oben zubernehmen (vgl. Kapitel 4.5). Das heil3t, dass die beiden
Zeitkonstanten von 0.42 ps und 2.9 ps zum einen die Bewegung aus dem Franck-Condon
Bereich mit anschlie3ender interner Konversion in @éenGrundzustand (0.42 ps) und
zum anderen zu einem Intermediat auf defP®tentialfiche gebien, das eine diffusive
Bewegung macht und langsamer isomerisiert (2.9 ps). Die langsame Zeitkonstante von
12 ps gebit zu einem Kihlprozess im Grundzustandes, der Energie an das umgebende
Losungsmittel abgibt.

Doch trotz der groRedhnlichkeiten gibt es einige relevante Unterschiede in der
Dynamik nachmrt-Anregung, die im Vergleich zurmi-Anregung verstanden werden
mussen:

e Eine neue, zwzliche Zeitkonstante von 0.13 ps isttig, um die spektroskopischen
Daten richtig zu beschreiben. Diese schnelle Komponente hat ein Amplitudenspek-
trum mit negativen Banden bei 390 nm und 510 nm (vgl. Abb. 4.8 und Abb. A.1). Da
das transiente Spektrum desAustands in diesen Bereichen absorbiert, kann diese
Komponente als Aufbau einer Population inpBustand erkdit werden. Mit der
gleichen Zeitkonstante beobachtet man den Zerfall eines transienten Absorptionssi-
gnals (Maxima bei 470 nm und 600 nm). Dieses Signal erscheint instantan mit dem
Anregungs-Impuls und kann daher als transiente Absorption des direkt populierten
S,-Zustands interpretiert werden (in gutdibereinstimmung mit Resultaten von Fu-
jinoetal. [FTOO, FAT02]). Da die langsameren Zeitkonstanten und ihre ouigym’
Spektren im Vergleich zurmi-Anregung unveaiidert sind erscheint es sinnvoll, die
Zeitkonstante von 0.13 ps der strahlungslosen Relaxatier S zuzuordnen. Von
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dort aus geschieht die weitere Isomerisierung dann mit eihatichen Dynamik
wie nach mt*-Anregung.

e Ein zweiter Unterschied zwischenti und mtrt-Anregung zeigt sich beim Ver-
gleich der Amplitudenspektren von 0.42 ps- und 2.9 ps-Komponente. Diese bei-
den Zeitkonstanten sind mit einer transienten Absorption des Franck-Condon Zu-
stands (0.42 ps,S—S; nach mt*-Anregung) und mit dem Zwischenzustand auf
der S-Potentialfiche verbunden (2.9 ps). Zwar ist die Form der beiden Spek-
tren unveandert, jedoch ist die Amplitude des Franck-Condon Zustands (0.42 ps)
nachttrt-Anregung erheblich veraikt. Dies fihrt zu der Interpretation, dass das
angeregte Moleld"die S -Potentialftiche in einer anderen Geometrie erreicht als
der § —S; Franck-Condon Bereich und dass deshalb das Aufteilungshmeih”
zwischen schneller (0.42 ps) und langsamerer Komponente (2.9 @s)dest ist.

Wie bereits enahnt ist der weitere Weg der Isomerisation inklusive Alleh un-
verdndert, was einen weiteren Hinweis darauf gibt, dass der gleiche intemmaedi”
Zustand populiert wird, die {Potentialfdche jedoch an einem leicht anderen Punkt
erreicht wird.

e Ein dritter Unterschied zeigt sich im Signal desitHprozesses im Grundzustand
(sinusbrmiges Amplitudenspektrum der 12 ps-Komponente). Interessant ist be-
sonders der Bereickt 370 nm: das Signal in diesem Spektralbereich steigt mit
Zeitkonstanten von 0.42 ps und 2.9 ps an undatieriann mit 12 ps. Nachrt-
Anregung ist dieses Signal veaskt und verbreitert. Diesl3t sich durch diedtiere
Anregungsenergie der Photonen des UV-Anregungs-Lichtimpulses (266 nm bzw.
340 nm) im Vergleich zur Anregung im sichtbaren Spektralbereich (480 nm) er-
klaren.

Damit ergibt sich folgende Interpretation, die schematisch in Abbildung 4.14 darge-
stellt ist (gezeichnet in Anlehnung an Potentadfién die von Monti et al. berechnet wur-
den [MOP82]): Nach Anregung in darrt-Absorptionsbande ist der&ustand populiert
und es beginnt eine schnelle Bewegung entlang der Rotations-Reaktionskoordinate hin
zur S-Potentialftiche (0.13 ps), die mit vidlberschussenergie erreicht wird. Die Form
der §-Flache legt nahe, dass die Isomerisierung dann entlang der Inversions-Koordinate
in den cisGrundzustand weitalift. Da die $-Potentialfiche mit mehitUberschuss-
Energie erreicht wird als nachrirAnregung, gelangt ein gfRerer Teil der Moleldée di-
rekt zum konischen Schnitt (0.42 ps, Isomerisierungs-Quantenauspguted weniger
Molektle folgen dem diffusiven Pfad (2.9 ps, Isomerisierungs-Quantenausfagu@rd-
net man diesen beiden Prozessen unterschiedliche Isomerisierungs-Quantenaugheuten (
() zu, so &sst sich damit auch der beobachteteljang der (totalen) Isomerisierungs-
Quantenausbeute von ca. 0.25 bei#nregung auf ca. 0.12 ba&itt-Anregung erkdiren.

Bei Betrachtung der Abbildungfit auf, dass die Potentiadithe eine weitere bylich-
keit einer Aufteilung anUbergang $—S; mit einer sgiteren Isomerisierung entlang der
Rotations-Koordinate endlit. Die spektroskopischen Daten geben jedoch keinen Hinweis
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darauf, dass dieser Weg eingenommen wird (eine wesentlich unterschiedliche Bewegung
des Molekils sollte zu anderen Amplitudenspektrainifén).

Ein Argument wurde in der bisherigen Diskussion noch nicht gebracht: Wie von
Schulz et al. herausgestellt wurde, sind die Zode § und § nahezu isoenergetisch
Zu S [SQLT03] (siehe auch [CP99]). Es ist deshallbgtich, dass beitrt-Anregung
eine Population dieser Zastde erzeugt wird, die eine direkte Bewegung (entlang der
Rotations-Koordinate) zuck in dentransGrundzustand macht und dadurch auch die
Isomerisierungs-Quantenausbeute reduzierarder” Darauf wird weiter unten im Ab-
schnitt 4.7.3 (Isomerisierungs-Mechanismus*) eingegangen werden.

Energy [eV]

)\
G
0

Abbildung 4.14: Schema des Isomerisierungs-Prozeds@ss— cis nach Anregung in der
Tirt-Bande (die Zeichnung basiert auf Rechungen von Monti et al. [MOP82] — siehe auch
[LYM +98]).

4.7.2 cis—transPhotoreaktion

Im Gegensatz zutrans-cis Photo-lsomerisierung sind die Unterschiede zwischef: n
undmrt-Anregung fir diecis—transRichtung subtiler. Die prinzipiellen Dynamiken sind
wiederahnlich. Im Falle der m*-Anregung beschreibt eine schnelle Komponente mit ei-
ner Zeitkonstanten von 0.17 ps (Azobenzol in Ethanol, 0.lupg\fobenzol in DMSO)
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4.7 Diskussion (II) — mtrt-Anregung und Isomerisierung im $g

den direktencis—translsomerisierungs-Prozess auf einer steilen Poteraclé des an-
geregten $Zustands (Bewegung aus dem Franck-Condon Bereich heraus und anschlies-
sende Isomerisierung). Ein sehr kleiner Teil der Malekihacht eine diffusive Bewegung
auf der S-Potentialfiche, bevor sie detftansGrundzustand erreichen (2 ps in Ethanol,
0.9 ps in DMSO — vgl. die sehr kleinen Beigé der jeweiligen Amplituden in Abb. 4.7,
siehe auch [NHZW97]). Im Grundzustand schlieBlich gibt das MdlskineUberschuf3-
energie als Vilime an das @sungsmittel mit einer Zeitkonstanten von ca. 10 ps ab.

Wie oben beschriebenokinen die experimentellen Daten vois-Azobenzol mit
drei Zeitkonstanten sowohlif die nt*- als auch @ii die rtrt-Anregung beschrieben wer-
den. Die ermittelten Zerfallszeiten und Amplitudenspektren aimdich, weshalb wieder
die Interpretatiorubernommen wird: die initiale Isomerisierung erfolgt mit 0.2 ps, die
diffusive Bewegung ist mit der 1.1 ps-Zeitkonstanten verbunden und der intramolekulare
Kuhlprozess findet mit 14 ps statt.

Auch wenn die ermittelten Zerfallszeiten und Amplitudenspekatemlich sind, gibt
es doch Unterschiede:

1. Der direkte Isomerisierungs-Prozess zeigt eine etavaglie Zeitkonstante, obwohl
mehrUberschuss-Energie vorhanden ist. Diese Verlangsamung karartesid-
den, wenn eirahnlicher sequentieller Mechanismus wie flie trans— cis-Isomeri-
sierung nachrrt-Anregung angenommen wird: dann geht eine initiale Relaxati-
on $ —$; mit ca. 0.13 ps dem eigentlichen Isomerisierungs-Prozess mit 0.17 ps
voraus. Da diese beiden Zeitkonstanten so eng beieinander liegamerksie im
Experiment nicht einzeln aufgedt werden, man sieht nur eine Rate mit ca. 0.2 ps.
Dies deckt sich auch mit theoretischen Arbeiten von Cattaneo und Persico, die ei-
ne ultraschnelle Isomerisierungricis-Azobenzol nachtrt-Anregung vorhersagen
[CP99].

2. Weiterhin &llt auf, dass die Amplituden des 1.1 ps-Prozesses wesentiadtegr”
sind. Nach m*-Anregung tragen die langsameren Zeitkonstanten eigentlich nicht
mehr zum Signal bei (vgl. Abb. 4.7). Insbesondere ist auch der Anteil der 0.9 ps-
Komponente sehr gering, was darauf hin deutet, dassislietransisomerisierung
nach rm*-Anregung ein sehr gerichteter Prozess ist, bei dem die diffusive Bewegung
(0.9 ps) keine grol3e Rolle spielt. Anders nawfi-Anregung: Jetzt zeigt die 1.1 ps-
Komponente (besonders im Bereicid50 nm) einen deutlichen Anteil am Gesamt-
Signal, ein Indiz daii, dass jetzt der diffusive Prozess wichtiger wird.

3. Der dritte Unterschied betrifft denukiprozess. Die Intensit'des sinusfimigen
Spektrums ist bfier und die Binder sind breiter als nachtirAnregung, obwohl
die Thermalisierungs-Zeiten nicht wesentlicragdeért sind (r*-Anregung: 10 ps
[NHZW97], trt-Anregung: 14 ps). Dies gibt einen Hinweis darauf, dass math
Anregung die bhereUberschuss-Energie des Anregungs-Photons schliesslich zu
einem heil3eren Molek'im Grundzustandufirt.

Diese Interpretation ist in der schematischen Zeichnung von Abbildung 4.15 zusam-
mengefasst und dargestellt: Nach Anregung inTdig-Absorptionsbande wird der,S
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4 Der Photoschalter Azobenzol

Zustand populiert und macht eine schnelle Bewegung entlang der Rotations-Reaktions-
koordinate hin zur $Potentialfiche & 0.13 ps), die mit hohetberschuss-Energie er-
reicht wird. Die weitere Isomerisierung vauft dann gerichtet entlang der Inversions-
Reaktionskoordinatex 0.17 ps) durch die konische Durchschneidung zZtansGrund-
zustand. Das Experiment ist nicht in der Lage, diesen sequentiellen Prozess aufzuspalten,
weshalb aus den Daten nur eine Zeitkonstante von 0.2 ps extrahiert wird, die beiden Pro-
zessen (5—S und § —S) entspricht. Ein kleiner Teil der Moleké (jedoch mehr

als nach m*-Anregung) macht eine diffusive Bewegung auf derP®tentialfiche hin

zum transGrundzustand. Dort findet der intermolekularatfprozess mit 14 ps statt.

Wie bereits in Abb. 4.14 bietet die Energie-Landschaft auch hier diglitikeit einer
Aufteilung amUbergang $ —S; mit einer anschlieRenden Isomerisierung entlang der
Rotations-Koordinate. Die spektroskopischen Daten zeigenunigg@ioch wieder keine
Hinweise.

Ordnet man den beiden Prozessdinekte Isomerisierung* unglangsamere Isome-
risierung nach diffusiver Bewegung" wie oben unterschiedliche Isomerisierungs-Quanten-
ausbeuten zu, so kann wie auchtrans- cis-Fall der beobachtetelRkgang der (totalen)
Isomerisierungs-Quantenausbeute amtidierden.

5\¢T'900\ 6;0
Inig;
0 .

Energy [eV]
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Otq lio h _ N el®
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Abbildung 4.15: Schema des Isomerisierungs-Prozessss;transnach Anregung in der
mirt-Bande (die Zeichnung basiert auf Rechungen von Monti et al. [MOP82]).

Wie lassen sich nun diese Beobachtungen mit den in der Literatur diskutierten Iso-
merisierungs-Modellen vereinbaren?
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4.7 Diskussion (II) — mtrt-Anregung und Isomerisierung im $g

4.7.3 Isomerisierungs-Mechanismus nach  mrt-Anregung

Drei Modelle werden in der Literatuuf die Relaxation von Azobenzol nactt-Anreg-
ung diskutiert und in Abschnitt 4.2 vorgestellt worden:

e Modell 1. Verschiedene Mechanismen: Inversions-Bewegung fieiAmregung,
Rotation beirtrt-Anregung.

e Modell 2: Sequentieller Prozesss S»S; und Inversion im $. Zusitzlich ,rotatio-
nal deactivation®, d. h. teilweise Rotations-Bewegung inde aber nicht vollendet
werden kann und deshalb nicht zur Isomerisierung agitr”

e Modell 3: Gemischte Population: Besetzung nicht nur deZ6stands, sondern
auch der Zustiide § und §. Aus den Zusinden $4 geht die Bewegung ohne zu
isomerisieren zwrck in den Grundzustanduyrf'die Population im &gilt: S, —$;
und dort Inversions-Bewegung.

Die folgende Diskussion soll beleuchten, inwieweit die hier gemessenen Daten mit
den drei Modellen vereinbar sind.

Zu Modél 1. Ein ganzlich verschiedener Isomerisierungs-Mechanismus auf der
Sy-Potentialfiiche wirde unterschiedliche Zwischenzaistie und somit unterschiedliche
Amplitudenspektren implizieren. Die Amplitudenspektren namhrund it -Anregung
haben jedoch eine groBeénlichkeit, weshalb die hier beschriebenen Experimente keine
Anzeichen auf einen alternativen Isomerisierungs-Mechanismus geben.

Zu Modell 2: Fujino et al. haben Experimente zur transienten Absorption und zur
zeitaufgebsten Fluoreszenz @ransAzobenzol in Hexan nach 266 nm-Anregung durch-
geflihrt und ermittelten Lebensdauern von 0.11ypsén $-Zustand und von 0.50 psairf”
den §-Zustand [FAT02].

Die hier pdsentierten Daten unteastén Modell 2 insofern als alle beobachteten
Zeitkonstanten sowohuf dietrans— cis- als auch @ir die cis—transRichtung unabaiigig
von der Anregungs-Welleatigeahnlich sind und jeweils das Intermediat inp-3ustand
beobachtet wird. Die zagZliche 0.13 ps-Zeitkonstante kann als Relaxation in den S
Zustand erldit werden. Insbesondere in den Datendie trans— cis-Reaktion legen die
nahezu unveariderten Zeitkonstanten und Amplitudenspektren dedi€& Isomerisierung
verantwortlichen 0.42 ps- und 2.9 ps-Komponenten nahe, dass die Isomerisierung auf der
gleichen Potentialdiche erfolgt wie nachmi-Anregung.

Neben dem eigentlichen Isomerisierungs-Mechanismus muss das Modelichat”
auch die beobachtete Reduktion der Isomerisierungs-QuantenaushéraedAzobenzol
von 25% (mt-Anregung) auf 12%T1¢rt-Anregung) erkdiren (bzw. 50%>25% flir cis
Azobenzol).

Gendl} Fujino et al. hat diese Reduktion der Isomerisierungs-Quantenausbeute nach
it -Anregung ihren Ursprung in einem aislichen strahlungslosdsbergang eines hei-

Ben Molekils auf der $-Potentialfiche zuuck in dentransGrundzustand,(otational
deactivation®).
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4 Der Photoschalter Azobenzol

Dieser strahlungsloddbergang witde einen zuatzlichen Reaktionskanal in das Mo-
dell integrieren. Ordnet man jedoch wie oben beschrieben den beiden Isomerisierungs-
Prozessen (direkte Isomerisierung mit 0.42 ps, diffusive Bewegung mit 2.9 ps) unter-
schiedliche Quantenausbeuten zu, so ergibt sich eine alternatieergldes REkgangs
der Isomerisierungs-Quantenausbeute, die ohretzigdien Reaktionskanal auskommit.

Zu Modell 3: Wie in Modell 2 findet in diesem Modell die eigentliche Isomerisier-
ung nach einem schnellen S»S;-Ubergang (haupéhlich) auf der $Potentialfiiche
statt. Der Unterschied in der Isomerisierungs-Quantenausbeute wird hier durch die Ein-
beziehung der elektronischen Zastle S und § erklart. Da die Zusihde $ und S 4 na-
hezu isoenergetisch sind, soll der Anregungs-Impuls eine Population dieser degidist™
erzeugen.

Die Bewegung aus demp&ustand heraus wurde in der Gas-Phase von Schultz et al.
mit 0.17 ps gemessen und die Bewegung aus dggZsistand heraus mit 0.42 ps. Wie
man in Abbildung 4.8 und Abb. A.1 sieht, zeigt das Amplitudenspektrum der 0.13 ps-
Komponente den Zerfall einer breiten transienten Absorption-&y, Uberlagert mit
einem sich erholenden Absorptions-Signal mit Maxima bei 390 nm und 510 nm. Die-
se Erholung zeigt sich nur in der schnellsten Zeikonstante (0.13 ps). Dies scheint eine
Aufteilung der Molekilbewegung im &Zustand zu unterstZzen, wobei ein Teil der Mo-
lekiile einenUbergang auf die SPotentialfiche machen (und dann isomerisieren) und
der andere Teil direkt entlang der Rotations-Reaktionskoordinateckun” dentrans
Grundzustand geht. Die Zeitkonstanten, die durch Photoelektron-Spektroskpplie f
Relaxation des £-Zustands und durch transiente Absorptions-Spektroskapigié¢ di-
rekte Isomerisierung auf def-$otentialfiche ermittelt wurden, sind exakt gleich (0.42 ps).
Die hier durchgeihrten Experimente sind daher nicht in der Lage zu unterscheiden, ob die
Sz 4-Zustinde durch den Anregungs-Lichtimpuls wesentlich populiert werden oder nicht.

Auch in diesem Modell wird zur Erkfung der reduzierten Isomerisierungs-Quanten-
ausbeute ein neuer Reaktionskanal einget Das zur 0.42 ps-Komponente gelgé Am-
plitudenspektrum kann jedoch allein durch die wohlbekanat®gamik konsistent er-
klart werden (und die reduzierte Isomerisierungs-Quantenausbeute durch die unterschied-
lichen Quantenausbeuten der beiderPozesse).

Dies wird auch durch folgende Beobachtung gedt'In dieser Arbeit wurde digrTt'-
Anregung sowohl mit 266 nm- als auch mit 340 nm-Lichttimpulsen durehgéfivas zu
unterschiedlichen Besetzungen der 8nd $ 4-Zustinde fihren sollte und somit auch
zu unterschiedlicher Dynamik. Die beobachteten Amplitudenspektren und Zerfallszeiten
sind jedoch @it beide Anregungs-Welleaiigen extrenafinlich.

Zusammengefasst kann man somit festhalten, dass die Modelle 2 und 3 beide ei-
ne Isomerisierung auf der;$otentialftiche enthalten, baeglich des Isomerisierungs-
Mechanismus alsobereinstimmen. Die Schwierigkeiten kommen dadurch, dass bei gleich-
bleibendem Isomerisierungs-Mechanismus der experimentell beobachtete Unterschied in
der Isomerisierungs-Quantenausbeuteagtkiierden muss. Sowohl Fujino et al. als auch
Schultz et al. bestigen dazu einen zaglichen Reaktionskanajrptational deactivati-
on" bei Fujino et al. bzw,,gemischte Population* des,Sind S 4 bei Schultz et al.).
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Die hier pasentierten Daten erlauben es, ohnamzlghen Reaktionspfad auszukommen,
wenn man den beiden Isomerisierungs-Prozessen (direkte Isomerisierung mit 0.42 ps und
diffusive Bewegung mit 2.9 ps) unterschiedliche Quantenausbeuten zuordnet. Die beob-
achteten unterschiedlichen relativen Amplituden dieser beiden Prozesse geben dabei eine
einfache Mbglichkeit, das Problem der reduzierten Isomerisierungs-Quantenausbeute zu
erklaren. Dies hat den Vorteil, dass kein neuer Reaktionspfad in das Modell integriert
werden muss.
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5 Beobachtung gezielt ausgel Oster
Konformations anderungen in
Azopeptiden

Die Untersuchungen in diesem Kapitel sollen eine Antwort auf die erste der beiden in der
Einleitung gestellten Fragen liefern:

»Welchen Einfluss hat dasoksungsmittel auf die initialen Faltungsvaryge
in Peptiden?"

Zur Beantwortung dieser Frage wird in diesem Kapitel das Mdl&&zobenzol in
einem Peptid-Verbund zur kontrollierten Aasling von Konformatiorasiderungen ein-
zusetzen. Diese Konformaticmsderungen werden durch einen kurzen Anregungs-Licht-
impuls ausgealst und lonnen dann mit der Technik der zeitaufggEn transienten Ab-
sorptionsspektroskopie (indirekt) beobachtet werden.

Azobenzol ist aus zweierlei @nden ideal, um es in Experimente zur Untersuchung
der initialen Schritte der Peptidfaltung einzubeziehen. Erstens ist die reine Isomerisierung
innerhalb weniger Pikosekunden abgeschlossen, der Start-Zeitpunkt einer durch Azoben-
zol ausgabsten Faltungsreaktion kann dadurch sehr genau definiert werden. Zweitens
besitzen die beiden Isomere des Azobenzols grol3e geometrische Unterschiede: durch die
trans—cislsomerisierung venkrzt sich die lange des Azobenzols fast um den Faktor
zwei von QA (transForm) auf 5.8 (cis-Form).

Diese beiden Eigenschaften sind wlafierantwortlich, dass es mittlerweile bereits
einen zweiten Ansatz gibt, Azobenzol zur Untersuchung der Proteinfaltung einzusetzen.
Kumita et al. berichten von Peptiden, in die sie Azobenzol als Photoschalter eingebaut ha-
ben; sie konnten nachweisen, dass der Helix-Anteil des Peptides stark schwankt, wenn das
Azobenzol Molekil von dertrans in die cisForm geschaltet wird [KSW00, CKWKO03].
Inzwischen konnten sie ihr Linker-Molekso modifizieren, dass es wassstich wird
[ZBK 03] undinihrer jingsten Arbeit zeigen, dass ein 16 Amiaogn langes-helikales
Peptid, das wie in Abbildung 5.1 dargestellt mit dem Azobenzol-Linkernubldekniipft
ist, nach Anregung mit einem 7 ns dauernden Laserimpuls mit einer Zeitkonstanten von
55 ns entfaltet wird [CKWKO03]. Weitere Arbeiten, die sich mit Azobenzol-Peptiden
besclaftigen, finden sich in [USM02, KYTO04].

Die in diesem Kapitel untersuchten Peptide sind etwagdd. Sie bestehen aus ei-
nem Oktapeptid, das durch ein modifiziertes Azobenzol zu einem Ring geschlossen wur-
de. Die LaAnge des Peptid-Teils ist dabei genau soadty'dass in detransForm des
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Abbildung 5.1: Azobenzol wird auch zur Untersuchung der Faltungligrer Peptide einge-
setzt. Die Abbildung zeigt, wie das Molekzur Steuerung des Helix-Gehalts in einem 16
Aminosauren langen Peptid verwendet werden kann (die Abbildung stammt aus [FKSWO02]).

Azobenzols der mgliche Konformationsraum des Peptids stark eingesutirist (das
Peptid ist gestreckt, siehe Abb. 5.2 rechts). Ist das Azobenzol jedoch icisléorm,
dann ist der vetigbare Konformationsraum wesentliclo8er und das Peptid bildet eine
schleifenbrmige Struktur aus (Abb. 5.2 links). Durch Einstrahlung von Licht kann im
Experiment die (Ent-)Faltung gezielt ausgslund zeitaufgelst beobachtet werden.

Y Y

Abbildung 5.2: Prinzipielle Idee der Experimente an den Azopeptiden. Das Azobenzol-
Molekil (golden eingedibt) kann reversibel durch einen kurzen Lichtimpuls zwischen der
cis (linke Seite) und detransForm (rechte Seite) hin- und hergeschaltet werden. Der Peptid-
Teil (blau eingefirbt) durchéiuft dabei konformationell&nderungen.

Die hier untersuchten Azopeptide stellen ein ideales Modellsystem zur Untersuchung
initialer Schritte der Peptidfaltung dar, denn zum einen ist das System grol3 genug, dass
eine Konformationsdynamik zu erwarten ist, zum andern ist das System aber noch klein
genug, dass sowohl die experimentellen Daten noch interpretierbar sind als auch eine com-
putergesitzte Molekulardynamik-Simulation duraltirbar ist und somit Theorie und Ex-

periment vergleichbar sind [SC82].
Dieses Kapitel gliedert sich in folgende Abschnitte:

e Ein acht Aminogiuren langes Teilstk des Enzyms Thioredoxin Reduktase, das
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5.1 Biologische Vorlage fur die Azopeptide — Thioredoxin Reduktase

das aktive Zentrum endtt; dient alsbiophysikalisches M odellsystem fur alle im
Folgenden besprochenen Azopeptide (Abschnitt 5.1).

¢ In aufwdndigen Synthesen gelang es der Gruppe um Prof. Luis Moroder am Max-
Planck Institut tir Biochemie in Martinsried, zweildstlicheAzobenzol-Amino-
sauren zu synthetisieren und diese mit dem Oktapeptid zu Azopeptiden zusam-
menzubauen. Im Falle der wassstichen Azopeptide erlaubt der Photoschalter
sogar eine Steuerung der biologischen Akaivdés Peptidteils per Licht (Abschnitt
5.2).

e Die Beobachtunginitialer Schritteder Peptidfaltung ist bei den Azobenzolen mit
den Mitteln der sichtbaren Spektroskopie indirekigtich. Abschnitt 5.3 erldit das
Beobachtungsprinzip.

e Zum Verstindnis der gemessenen Daten der wasskchien Peptide ist ein Ver-
gleich mit den DMSO+slichen Peptiden wichtig. Abschnitt 5.4 bringt deshalb
eineZusammenfassung der Ergebnisse anM SO-loslichen Azopeptiden.

e Neue Ergebnisse zu (teilweise biologisch aktivenyasser|oslichen Azopeptiden
werden in Abschnitt 5.5 vorgestellt.

e Den Abschluss des Kapitels bildet eine Diskussion, dieki@fluss des L dsungs-
mittels auf die Zeitskalen der Konformationsdynamik fdie Azopeptide unter-
sucht. Es zeigt sich, dass sich die Viskasiés losungsmittels direkt in der Ge-
schwindigkeit der Bewegung des Peptid-Teils widerspiegelt (Abschnitt 5.6).

5.1 Biologische Vorlage f* ur die Azopeptide —
Thioredoxin Reduktase

Die Thioredoxin Reduktase (TrxR) gett “zur Familie der Flavoproteine, ihren
Namen hat sie von ihrerdhigkeit, oxidierte Thioredoxine (Trx) zu reduzieren. Trx
sind 12 kDa schwere Enzyme, die die Redox-Umgebung in der Zelle kontrollieren
[WIJAMT00]. Interessant ist, dass Trx in allen Organismen vom Baktetibar Pilze
bis zum Menschen stets in der gleichen Form auftrithvend TrxR zwei sehr unter-
schiedliche Formen entwickelt hat. Man unterscheidet im Wesentlichen zwischen dem
H-TrxR und dem L-TrxR. Die,high molecular weight* Thioredoxin Reduktase H-TrxR
hat ein Gewicht von ca. 55 kDa und das kennzeichnende Motiv CXXXXC, d. h. zwei
Cysteine, zwischen denen vier beliebige Amima®hn (X*) eingebaut sein &inen. H-

TrxR findet man in Tieren und im Menschen. Djew molecular weight* Thioredo-

xin Reduktase L-TrxR wiegt ca. 35 kDa, hat das Motiv CXXC und ist z. B. in Pil-
zen und Bakterien zu finden. Die Sequenzen von L-TrxR und H-TrxR sind nur zu
ca. 20 % identisch (der Vergleich bezieht sich auf die Regionen, die in beiden En-
zymen vorhanden sind [MP0O, HMECO02]). Die TrxR besitzen ein katalytisches Zen-
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Abbildung 5.3: Thioredoxin Reduktase aus Escherichia Coli (L-TrxR, FO-Form). Wiieh
werdena-Helices durch Zylinder un@-Faltblétter durch flache, orientierte Pfeile symboli-
siert. Das aktive Zentrum ist farbig abgesetzt. Das Enzym ist sehr beweglich: Zur Reduktion
von Thioredoxin muss sich die NADPH-D@mé des Enzyms (linker Bildteil) um®dm die
Hauptachse in die FR-Form drehen [LWJLOO].

trum, das eine reversible Oxidation/Reduktion der beiden Cysteine dinreimf kann
und katalysieren die Reduktion von Trx durch NADP
[WJAMT00].

TrxR tritt in zwei Konformationen auf, die mit FR Itla-
vin Reduktion®) und FO (Flavin Oxidation*) bezeichnet
werden. In losung kommen FR und FO zu gleichen Te
len vor. Beide Konformationen des Enzyms sind wicht
fur die Vervollstindigung des katalytischen Zyklus. Di
FR Konformation wird beatigt zur Flavin-Reduktion
durch NADPH und zur Reduktion von Trx durch das El
zym Dithiol. Die FO Konformation leistet den Elektron
Transfer vom Flavin zum Disulfid [LWJL00, WJANDOQ].
In verschiedenen Arbeiten wird der TrxR eine pathopr
siologische Rolle in chronischen Krankheiten wie rhe
matische Arthritis oder AIDS zugesprochen [BGSMOI
und das Protein gleichzeitig als Ansatzpunldr(ig tar-
get‘) z. B. fiir die Chemotherapie [EAMNO3] oder fir
Malaria-Medikamente vorgeschlagen [DCMV3].

Der folgende Abschnitt beschreibt, wie aus der Kombirdbildung 5.4: Das aktive Zentrum
tion des aktiven Zentrums der TrxR zusammen mit ein@@h TrxR (Cys-Ala-Thr-Cys).
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5.2 Synthese und Eigenschaften der Azopeptide

Azobenzol-Derivat die untersuchten Modellsysteme der Azopeptide entstehen.

5.2 Synthese und Eigenschaften der Azopeptide

Die 20 natirlich vorkommenden Amin@siren (siehe Anhang H, Seite 207) lassen sich
beliebig kombinieren und moderne Peptid-Synthesiagefi vollautomatisch eine vorge-
gebene Aminaatiren-Sequenz zusammen. Das Schaltermbkbbenzol kann jedoch
keine Peptidbindung ausbilden uradt 'sich deshalb nicht ohne weiteres in ein Peptid ein-
bauen. Dies gelingt erst, wenn eine Carboxy- und eine Aminogruppe an das Azobenzol
angetigt werden.

In aufwéndigen Arbeiten gelang es der Gruppe um Prof. Luis Moroder am Max-
Planck-Institut &ir Biochemie in Martinsried bei Mrichen, zwei verschiedene Azobenzol-
Derivate ((Azobenzolguren“, APB und AMPB) zu synthetisieren [BSMM99]:

e (4-Aminophenyl)azobenzolsdure (APB): Durch die Aminogruppe wird das-El-
ektronensystem des Azobenzols stark beeinflusst, so dasgittiBande um fast
100 nm rotverschoben wirditt'- undnrt*-Bandenuberlappen (siehe Abb. 5.5).

e (4-Aminomethylphenyl)azobenzolsaure (AMPB): Durch Einbau einer zagZli-
chen Methylgruppe wird das delokalisienteElektronensystem zwischen Phenyl-
ring und Aminogruppe unterbrochen, das Absorptionsspektrum von AMPB hat die
identische Form wie Azobenzol, leichte Unterschiede ergeben sich dadurch, dass
die rtrt-Bande um 20 nm rotverschoben ist, dig*-Bande um etwa 5 nm (siehe
Abb. 5.5).

APB

Absorbance

300 350 400 450 500 550 300 350 400 450 500 550
Wavelength [nm] Wavelength [nm]

Abbildung 5.5: Oben: Strichformeln der Schaltermoié&”APB und AMPB. Unten: Ab-
sorptionsspektren und statame” Differenzsspektren der Schaltermaliek’Azobenzol, APB
und AMPB.
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5 Beobachtung gezielt ausgeloster Konformationséanderungen in Azopeptiden

Die beiden Azobenzol-Derivate APB und AMPBmtien nun in eine Peptidkette ein-
gebaut werden. Wie oben bereits atwt, soll das Modellpeptid das aktive Zentrum der
Thioreduxin Reduktase aus E. Coli enthalten, das aus vier Amwmen besteht. Um
zusammen mit der Azobenzalse einen photoschaltbaren Peptidring zu erhalten, muss
die Peptidkette allerdings aus rein geometriscb@erlegungen heraus mindestens acht
Aminosiuren lang sein, weil sonst das Azobenzol-Malagar nicht dietransForm ein-
nehmen kann. Aus diesem Grund wurde ein acht Anaocer langes Teilstk der TrxR
verwendet (Aminoatiren Nr. 134-141), das das aktive Zentrum umfasst und gerade so
kurz ist, dass es béiansAPB (bzw.transAMPB) ,gespannt’ ist. Drei verschiedene Mo-
dellpeptide wurden (in wiederum auandigen Synthesen) in der Gruppe um Prof. Luis
Moroder hergestellt (ihre Sequenzen sind in Tabelle 5.1 zusammengefasst):

e Lineares Azopeptid (IAPB/IAMPB): Die tibliche Synthesetechnik zur Herstellung
eines Peptid-Rings besteht darin, zuerst ein lineares Peptid herzustellenatdas sp”
zyklisiert wird. Auf diese Weise wurde auch von der Gruppe Moroder zuerst ein
lineares Azopeptid hergestellt. In den Experimenten ist dies das Referenz-System:
das Schalten des Azobenzotsafisoder cis) sollte wenig Einfluss auf das lineare
Peptid haben, die Peptide IAPB bzw. IAMPB sollten demnach aimgiche Dyna-
mik zeigen wie Azobenzol selbst (vgl. Abschnitt 5.4).

e Zyklisches Azopeptid (CAPB/CAMPB): Durch die Zyklisierung des linearen Azo-
peptids IAPB (IAMPB) entsteht das ringfimige Azopeptid CAPB (CAMPB), wie es
schematisch in Abbildung 5.2 dargestellt ist. In diesen Peptiden kann durch die Iso-
merisierung des Azobenzols eine Konformatemdérung im Peptid-Teil aus@sit’
werden.

e Bizyklisches Azopeptid (bcAPB/bcAMPB): Das aktive Zentrum der TrxR besteht,
wie oben bereits erahint, aus dem Motiv CXXC. Die beiden Cysteinakienuber
ihre Schwefelatome eine DisulfidimKe ausbilden. Im System cAPB/cAMPB wird
die Ausbildung dieser Disulfidicke durch Schutzgruppen (StBu) verhindert. Wer-
den die beiden Cysteine jedoch oxidiert,athman einen zweiten Ringschluss und
damit das bizyklische Azopeptid bcAPB/bcAMPB (siehe auch Abb. 5.6).

Das natiiliche und deshalb biophysikalisch interessargsurigsmittel dii alle Pep-
tide und Proteine ist natlich Wasser. Ob und wie gut sich ein Peptid in Wassseh’
lal3t, leingt jedoch sehr stark von seiner Sequenz ab. Die ersten synthetisierten Azopeptide
waren aufgrund ihrer Sequenz nur in DMS83lich.

Synthese und spektroskopische Untersuchungen zu APB und den Db48chn
APB-Peptiden finden sich in [WNM®7, BSMM99, RBS 00, Sw01, SCS02] und wer-
den weiter unten zusammengefasst dargestellt (Abschnitt 5.4.1). Die Synthese der DMSO-
loslichen AMPB-Peptide ist in [RCBMO0O] beschrieben, die Zusammenfassung der spek-
troskopischen Ergebnisse folgt in Abschnitt 5.4.2.

In Abbildung 5.6 sieht man am Beispiel der bizyklischen Azopeptide deren histori-
sche Entwicklung: Zuerst wurde bcAPB(DMSO) synthetisiert (Abb. 5.6, oben). NMR-
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5.2 Synthese und Eigenschaften der Azopeptide

Analysen zeigten jedoch, dass hier durch den starren Chromophor und aigizhg Di-
sulfidbricke kein definierter Konformationbérgang mehr oyglich ist [RBS"00]. Die-

ses Molekil wurde deshalb nicht mit transienter Absorptions-Spektroskopie untersucht.
Der rdchste Entwicklungs-Schritt war deshalb die Synthese des bcAMPB(DMSO) (Abb.
5.6, mitte). Dieses Molal eignete sich gutuf die Spektroskopie, ist aber durch die
Eigenschaften des Peptid-Teils nicht wasssith. Einen voriufigen Abschluss in der
Entwicklung der Azopeptide bildete deshalb die Synthese des bcAMRB)(EAbb. 5.6,
unten), bei dem drei Aminasiren aul3erhalb des aktiven Zentrums durch Lysine ersetzt
wurden und so die Wassedlichkeit erreicht wurde [RBHMO2].

Peptid Sequenz

Lineares aktives

Zentrum der TrxR H-Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe-OH

aus E. Coli.

IAPB(DMSO) HO-Gly-Asp-Cys(StBu)-Thr-Ala-Cys(StBu)-Ala-APB-Phe-H

cAPB(DMSO) zyklisiert(Ala-Cys(StBu)-Ala-Thr-Cys(StBu)-Asp-Gly-Phe-APB|
IAMPB(DMSO) HO-Gly-Asp-Cys(StBu)-Thr-Ala-Cys(StBu)-Ala-AMPB-Phe-H
cAMPB(DMSO) | zyklisiert(Ala-Cys(StBu)-Ala-Thr-Cys(StBu)-Asp-Gly-Phe-AMPB)

bcAMPB(DMSO) zyklisiert(Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe-AMPB)
cAMPB(H20) zyklisiert(Lys-Ser-Ala-Thr-Ser-Asp-Lys-Lys-AMPB)
bcAMPB(H,0) zyklisiert(Lys-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Lys-Lys-AMPB)

Tabelle 5.1: Sequenzen der unterschiedlichen Azopeptide, die in der Gruppe um Prof. Luis
Moroder am Max-Planck-Instituuf ‘Biochemie in Martinsried bei Miichen hergestellt wur-
den.

Bei der Synthese des mono-zyklischen wasstidhen Peptids, cCAMPB (D), wur-
den die beiden Cysteine durch Serine ersetzt. Dies hat den Vorteil, dass man auf die
Schutzgruppen (StBu) verzichten kann.

Einen Vergleich der durch NMR-Untersuchungen [RCBMO00, RBHMO02] gewonne-
nen Strukturen von cAMPB und bcAMPB in DMSO bzw. Wasser gibt Abbildung 5.7.
Man sieht, dass digans bzw. cis Konformationen der Peptide in beidenduingsmitteln
jeweils&hnlich sind, es érinen also wohl jeweilahinliche intermeairfe Konformationen
eingenommen werden.

Die Absorptions-Spektren der mono- und bizyklischen wasskechien Azopeptide
cAMPB(H20) und bcAMPB(HO) (Abb. 5.8) sind fast identisch, aul3erdem satmnlich
den Spektren der DMSélichen Azopeptide. Im Spektralbereich 250-700 nm finden
sich flir cis und translsomer jeweils zwei Banden des Photo-Schalters-Bande mit
einem Absorptionsmaximum bei 430 nm untt'-Bande um 300 nm, vgl. Tabelle 5.2).

Es sollte noch festgehalten werden, dass das bizyklische Azopeptid bcAMPB(H
eine photoschaltbare biologische Aktatitesitzt:.cisbcAMPB(H,O) zeigt deutlich mehr
biologische aktiviét alstransbcAMPB(H,0) (siehe Anhang B, Seite 191).
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5 Beobachtung gezielt ausgeloster Konformationséanderungen in Azopeptiden

1
Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe
bcAPBpuso 0 )
Nzw—©— NH

1
Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe
bcAMPBouso { o :) CH, spacer for

higher flexibility
O
HQ

I ' : ;
Lys-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Lys-Lys Polar amino acids
bcAMPBHzO 0 give solubility in
NmNO— C—NH
HQ

water
Abbildung 5.6: Entwicklung der Azopeptide. Oben: Bizyklisches APB-Peptid. Mitte: Bizy-
klisches AMPB-Peptid mit Methylspaceurfériohte Flexibilitit. Unten: Durch Substitution
mit Lysin wurde die WassesElichkeit des Peptides erreicht.

Nach einer Zusammenfassung der bekannten Ergebnisse, die an Did®0Odii
Azopeptiden gewonnen wurden folgt eine Darstellung der experimentellen Ergebnisse der
wassemslichen Azopeptide. Ein Vergleich dieser Daten mit den DM8&€§kidhen Azo-
peptiden stellt schliel3lich den Einfluss derdungsmittel-Viskosét heraus. Es wird sich
dabei zeigen, dass die schnellen Reaktionen amggxt ablaufen,uir” die langsameren
Zeitkonstanten jedoch eine systematische Beschleunigung zu beobachten ist.

5.3 Beobachtung getriebener
Konformationsdynamik in Azopeptiden

Im sichtbaren Spektralbereich absorbiert keine der 20rhettén Aminosiuren (Absorp-
tionsbanden findet man erst unterhalb 300 nm). Die Dynamik von Peptiden und Proteinen
kann deshalb im sichtbaren Spektralbereich nicht direkt mit spektroskopischen Mitteln
untersucht werden. Zagglich ist hier nur der Chromophor Azobenzol bzw. die Azoben-
zolsiure APB/AMPB.

Eine indirekte Beobachtung der Faltungsdynamik des Peptids ist jedoch trotzdem
maoglich: Das Experiment beginnt in der kompak@sKonformation, in der der Peptid-
Teil eine schleiferdimige Konformation einnimmt (siehe Abb. 5.2 links). Nach der Iso-
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5.3 Beobachtung getriebener Konformationsdynamik in Azopeptiden

cAMPB

Abbildung 5.7: Strukturen der Azopeptide in DMSO und Wasser. Die obeatitél zeigt die
Strukturen &ir cAMPB, die untere Idifte die Lir bcAMPB. Rir die beiden Peptide sind im obe-
ren Teil jeweils die Strukturen deransForm gezeigt (links in DMSO, rechts in Wasser), im
unteren Teil jeweils die desisForm. Die Strukturen wurden mit NMR-Methoden bestimmt
und stammen aus [RCBMO00, RBHMO02]. Die Einzelbilder stellen jeweils eine (lmegiché)

Uberlagerung der 10 energiefisten Zustiide (RMSD) dar. DasuRkgrat des Peptid-Teils ist
jeweils als blaues Band stilisiert.
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5 Beobachtung gezielt ausgeloster Konformationséanderungen in Azopeptiden

Absorption spectra of water soluble azopeptides Difference spectra of water soluble azopeptides
10 : : . : . : - T : : : : -

CcAMPB

bcAMPB

0.8 08 i

0.6 0.6 7

0.4 0.4 i

02 n

0.0/.

250 300 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500 550
Wavelength [nm] Wavelength [nm]

Absorbance [norm.]
Absorbance [norm.]

0.2 excitation 7

Abbildung 5.8: Absorptions- und Differenzsspektren der wassdithen Azopeptide. Die
Abbildung entfalt in blau das Absorptions- und Differenz-Spektrum des mono-zyklischen
Azopeptids cAMPB(HO). In rot sind die entsprechenden Spektren des bi-zyklischen Peptids
bcAMPB(H,O) eingezeichnet.

Absorptionsdaten der wasseslichen AMPB-Peptide
nrt'-Bande mirt-Bande
Isomer Amax FWHM € Amax FWHM €
[nm] [nm] [M lem™ ] |[nm] [nm] [M lcm ]
trans | 336 70 21000 | 430 100 1000
cis 300 45 1600 430 100 6800

Tabelle 5.2: Wassermbsliche AMPB-Peptide: MaximumA{ax), Halbwertsbreite (FWHM)
und Extinktionskoeffizientg) der Absorption.

merisierung des Azobenzols wird das PeptutRjrat auseinander gezogen. Die Spek-
troskopie im sichtbaren Spektralbereich ist nur in der Lage, die Dynamik des Chromo-
phors zu verfolgen. Die wichtige Feststellung ist jetzt, dass das Azobenzol (die Azoben-
zolsdure APB/AMPB) erst dann seine endfije transForm einnehmen kann, wenn auch
das Peptid seine endlgige transKonformation eingenommen hat. Solange im Peptid-
Teil noch Umorganisationen stattfinden, wird das Peptid noch eine Kraft auf das Azoben-
zol ausiben und dessen volistdige Relaxation verhindern. Es ist diese Beobachtung, die
es der transienten Absorptions-Spektroskopie im sichtbaren Spektralberemglielt)”
Konformationgihderungen im Zeitbereich von Sub-Pikosekunden bis Nanosekunden zu
verfolgen.

Die gleiche Argumentation gilt auchurf'die trans—cis-Reaktion, allerdings &inen
hier eher konformelle Umorganisationen stattfinden, die den Chromophor gar nicht be-
einflussen. Aus diesem Grund istrfdie Spektroskopie im sichtbaren Spektralbereich bei
allen Azopeptiden dieis—transReaktion die interessantere. Hier kann, wie beschrieben,
(indirekt) die Streckung des Peptid-Teils, d. h. eine getriebene Entfaltung, beobachtet wer-
den. Die prinzipielle Reaktionsdynamik ist daber &lle Azopeptide gleich, unabhgig
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5.3 Beobachtung getriebener Konformationsdynamik in Azopeptiden

davon, ob das SchaltermoldkAPB oder AMPB verwendet wird und unahgig davon,
ob das losungsmittel DMSO oder Wasser ist.

Energy [eV]

Abbildung 5.9: Schematischer Ablauf deis—transReaktion im Azopeptid (die Abbildung
basiert auf Monti et al. [MOP82]). (a) Der Anregungs-Lichtimpufst(Bande, 480 nm)
erzeugt eine Besetzung im ersten elektronisch angeregten Zustafio) $nerhalb weni-

ger hundert Femtosekunden \as$t das Molell"den Franck-Condon Bereich und gelangt
biphasisch in den Grundzustand. (c) Im Grundzustand gelangt das Peptid durch eine Reihe
konformationellelUberginge in die GleichgewichtsansKonformation.

Diese,allgemeine“cis—transReaktionsdynamik der Azopeptide wird im Folgen-
den beschrieben (siehe Abbildung 5.9). Der Anregungs-Lichtimpuls imdeBande
(Apump= 480 nm) bringt das Molel"in den ersten elektronisch angeregten Zustand
S;. Innerhalb weniger hundert Femtosekundenasst das Moleld'den Franck-Condon
Bereich. Ein grol3er Teil der Moleké findet die konische Durchschneidung mit die-
ser initialen Bewegung und gelangt auf die Grundzustands-Poteattladfl 'Die auf der
S;-Potentialfdche verbleibenden Moleleé gelangeruber interne Konversion innerhalb
einiger Pikosekunden in den Grundzustand. Dort wird die Schwingungsenergig des S
verteilt und heizt das Peptid und umgebendesurigsmittel auf. Die geometriscAade-
rung des Chromophors zieht am Peptid. Dieser ZGH¥&) zwingt das Peptid von seiner
urspuinglichencis-Konfiguration durch eine Reihe von konformationellébergingen in
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5 Beobachtung gezielt ausgeloster Konformationséanderungen in Azopeptiden

die Gleichgewicht¢ransKonformation. Ohne den Ringschluss des Peptids kann die Pho-
toisomerisation des Chromophor keine ausggfeiiAnderung im Peptid hervorrufen;
fs-Spektroskopie sollte in diesem Fall nur geringe Unterschiede zum freien Chromophor
feststellen.

5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der DMSO
|6slichen Azopeptide

Die Dissertation von S. Splein beschftigt sich augfifirlich mit DMSO-bslichen Azo-
peptiden [Sp01]. Zum Verstihdnis der neu durchgdiiten Messungen an wasseli-

chen Azopeptiden erfolgt hier eine Zusammenfassung bereits bekannter Ergebnisse. Zu-
erst werden die Ergebnisse der DMS@3Ichen APB-Peptide vorgestellt, danach die Er-
gebnisse der DMSQsElichen AMPB-Peptide.

5.4.1 Azopeptide mit dem Schaltermolek™ ul APB

In der Arbeit von S. Sprlein [Sp01] wurde die transiente Absorption voanstlichen
DMSO-l6slichen Azopeptiden gemessen, getrenntfaagrechte und senkrechte Polari-
sation (zwischen Anreg- und Abtast-Lichtimpuls). Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kon-
troll-Experimente an IAPB und cAPB, dem linearen und mono-zyklischen APB-Peptid
durchgeitihrt, in diesem Fall unter magischem Winkel (54zwischen Anreg- und Abtast-
Lichtimpuls). Hierbei konnten die @itieren Experimente begigt werden (Daten nicht
gezeigt).

Als neues System wurde im Rahmen dieser Experimentatzici ein Peptid mit
der Sequenz Phe-APB-Ala untersucht, das ein Synthese-Zwischenprodukt auf dem Weg
von der modifizierten Azobenzasie (APB) zum linearen Azopeptid (IAPB) darstellt.
Messungen atransPhe-APB-Ala zeigten wie erwartet sedtiriliche transiente Spektren
wie fur das lineare Azopeptid IAPB (Daten nicht gezeigt). Diese Messung konnte die
anderen Messungen aizglich besttigen: die Isomerisierung des SchaltermalskAzo-
benzol hat im Falle einer linearen Anordnung keinen Einfluss auf desgende Peptid,
auch die lahge des ardrigenden Peptidandert daran nichts. Das lineare Azopeptid ist
demnach eine gute Referenz, die zum einen mit Azobenzol selbst und zum anderen mit
den zykKlisierten Peptiden verglichen werden kann.

An den APB-Peptiden wurdesfdie cis—translsomerisierung zum ersten Mal eine
Konformationsdynamik im sub-Nanosekunden Bereich nachgewiesen, wie im Folgen-
den beschrieben [SCH2].

Die Interpretation beginnt mit einem Vergleich der Zeitaefeé von Azobenzol, li-
nearem (IAPB) und mono-zyklischem Azopeptid (cCAPB) im roten Spektralbereich bei
631 nm (siehe Abb. 5.10). Im Grundzustand zeigemtiiche Systeme in diesem Bereich
keine Absorption, hier wird also der Zerfall des angeregten Zustands und somit die Dauer
der Photoisomerisierung beobachtet. Die Kinetiken des linearen (IAPB) und zyklischen
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5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der DMSO Ioslichen Azopeptide

O

Azobenzol
L1 Azobenzol -
(andere Skalierung)

A lineares
Azopeptid IAPB
® zyklisches
Azopeptid cAPB -

A‘probe = 631 nm

Absorbance change [a.u.]

0.1 1.0 10.0 100.0 1000.0
Delay time [ps]

Abbildung 5.10: Durch Beobachtung der Transienten in einem Bereich, in dem der Grundzu-
stand nicht absorbiert (Abtast-Wellanije 631 nm), wird der Zerfall des angeregten Zustands
abgefragt. Eingezeichnet sind die Datem fineares (IAPB,A) und mono-zyklisches Azo-
peptid (CAPB,®) in DMSO. Die Daten @it Azobenzol in DMSO sind in zwei unterschiedli-
chen Skalierungen eingezeichnet bzw. (). Die Daten {ir IAPB und cAPB stammen aus
[SCSM02], die Daten it Azobenzol aus dieser Arbeit (Abschnitt 4.3.1, Seite 79).

Azopeptids (cAPB) sind nahezu identisch. Beide Kinetikenkén mit zwei Zeitkonstan-

ten von ca. 300 fs und 3 ps modelliert werdenr féies Azobenzol ist die Kinetik eben-

falls bi-exponentiell mit 170 fs und 2 ps, wobei die schnelle Kinetédclsti ausgeat

ist (die Kurve tir Azobenzol ist deshalb in zwei verschiedenen Skalierungen in Abb. 5.10
eingezeichnet). Man sieht somit, dass die Zerfallszeiten des angeregten Zustands durch
das angefrigte Peptid kaum beeinflusst werden. Die Isomerisierung des Azobenzol-Teils
lauft in den Peptiden nahezu gleich ab wie im freien Chromophor.

Ganz anders ist die Situation, wenn die Transienten im roterefitesi der Grundzu-
standsabsorption verglichen werden, siehe Abb. 5.11. Die transienten Absaptens”
rungen bei 527 nm messen demn-Ubergang und @&rinen dadurch Relaxationsprozes-
se imtransGrundzustand anzeigen. Eine atgiche~ 10 ps-Kinetik (Kihlprozess im
Grundzustand) tritt sowohuf'das freie Azobenzol als auchrfdas lineare Azopeptid
(IAPB) auf. Im Gegensatz dazu findet mam flas zyklische Azopeptid (CAPB) weitere
und wesentlich langlebigere Zwischenarsdé, die der weiteufirenden konformationel-
len Relaxation des Peptids zugeordnet werden, das immer noch einen Zug auf den Chro-
mophor ausgbt. Diese Dynamik ist auch nach 1 ns noch nicht valistig abgeschlossen.

Ahnlich wie hier lnnen somit bei allen mono- und bi-zyklischen Azopeptiden in
DMSO (und Wasser) Zeitkonstanten drgs— transReaktion im 100 ps-Bereich der kon-
formationellen Umorganisation im PeptidiBkgrat zugeordnet werden.
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5 Beobachtung gezielt ausgeloster Konformationséanderungen in Azopeptiden

1 O T T T
5 O Azobenzol
8 A lineares Peptid IAPB .
A ® zyklisches Peptid cAPB
O
® _

A probe = 527 nm

Absorbance Change [a.u.]
N

0.1 1.0 10.0 100.0 1000.0
Delay Time [ps]

Abbildung 5.11: Durch Beobachtung der Transienten im roten Au&ti derntt-Bande
(Abtast-Wellendinge 527 nm) wird abgefragt, ob das Azobenzol die relaxigarsForm
eingenommen hat. Eingezeichnet sind die DatenAZobenzol ¢), lineares (IAPB,A) und
mono-zyklisches Azopeptid (CAP®) in DMSO. Die Daten @it IAPB und cAPB stammen
aus [SCS02], die Daten it Azobenzol aus dieser Arbeit.

5.4.2 Azopeptide mit dem Schaltermolek™ ul AMPB

Durch die zuatzliche Methylgruppearidert sich digLange* des Photoschalters: A ur
transAMPB und 7A fur cisAMPB (im Vergleich dazu Azobenzol:& bzw. 5.5). Das
Maximum dertranstirt-Bande ist gegantier Azobenzol (320 nm) auf 343 nm verscho-
ben, das denmt*-Bande liegt bei 450 nm (435 nnuif’Azobenzol). Das Andrigen des
Peptid-Teilsandert daran nur wenig (vgl. Abb. 5.12), das Maximum tdensmiri-Bande
liegt jetzt bei 339 nm.

Abbildung 5.13 fasstantliche transiente Spektren der AMPB-Peptide in DMSO zu-
sammen und gibt damit eine kompakibersicht der experimentellen Ergebnisse. In Abb.
5.14 finden sichamtliche Zeitkonstanten und die dazu gagén Amplitudenspektren.

Die Isomerisierung des AMPB-Chromophors sowie die konformationdlrederun-
gen auf der 100 ps-Zeitskala sind wie obandie APB-Peptide beschrieben. Ein allif”
ger Unterschied ist, dassirfdie trans—cis-Reaktion mit einer~ 10 ps-Zeitkonstanten
nicht ein Kiihlprozess$, sondern noch ein langsameres Verlassen ddPdentialfiiche
verknipft wird [WSS04].

Die sub-ns Konformationsdynamik konnten Bredenbeck et al. mittels zeitastgel”
Infrarot-Spektroskopie am bizyklischen Azopeptid bcAMPB(DMSO) &iggen und dar-

1Ein separater WHlprozess, der ebenfalls auf der 10 ps-Zeitskala ablaufen sollte, konnte nicht aus den
Daten extrahiert werden.
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5.5 Transiente Absorption der wasserloslichen Azopeptide

berhinaus zeigen, dass die Relaxation des Peptid-Teils auch nach 16 ns noch nielm-vollst™
dig abgeschlossen ist [BH®3, BHB"03].

Absorption spectra of AMPB and AMPB-peptides in DMSO Difference spectra of AMPB and AMPB-peptides in DMSO
T T T T T T T T T

-
o

____ AMPB

— AWPB-
peptides

........ Azobenzene

o
®

o
[}

Absorbance [norm.]
o
S
Absorbance [norm.]

o
(S

¢
=}

300 350 400 450 500 550 300 350 400 450 500 550
Wavelength [nm] Wavelength [nm]

Abbildung 5.12: (a) Absorptionsspektren von Azobenzol, AMPB und den AMPB-Peptiden
(die Spektren der unterschiedlichen AMPB-Peptide sind untereinander nahezu identisch). (b)
Statiorare Differenzsspektren.

5.4.3 Molekulardynamik-Simulationen

In einer parallel zu der vorliegenden Arbeit durchgetén Dissertation wurde die (Kon-
formations-)Dynamik der DMSQOsElichen Azopeptide in umfangreichen Molekulardy-
namik-Simulationen untersucht [Car04] (siehe auch [S0Z). Aufgrund des enormen
Umfangs der Arbeit und den vielen dabei erzielten Ergebnissen sei hier nur angemerkt,
dass es erstmals gelang, @sdliche Simulationen bis in den Nanosekundenbereich hin-
ein durchzufihren. Das Modellsystem der Azopeptide zeigt hier einmal mehr seine op-
timale Einsatziihigkeit: das System ist gross genug um echte Konformatraesungen

zu zeigen, gleichzeitig abeklein genug®, um {ir die Simulation zugriglich zu sein.
Experimentell und aus der Simulation gewonnene Erkenntnigsedt verglichen wer-

den. Wie auch schon in [SC®2] beschrieben, wurde eine gutereinstimmung der
theoretischen und experimentellen Ergebnisse gefunden. Umfangreiche Untersuchungen
ergaben sgter, dass der Grad delbereinstimmung extrem stark von der Wahl verschie-
dener Kraftfeld-Parameter adgt (z. B. Kraftkonstanten, die das Azobenzol beschreiben
oder auch die konkrete Modellierung desdungsmittels DMSO). W die austfihrliche
Diskussion sei auf die Dissertation von H. Carstens verwiesen [Car04].

5.5 Transiente Absorption der wasserl  Gslichen
Azopeptide

Am mono-zyklischen, cAMPB(EO), und bi-zyklischen Azopeptid, bcAMPB@®), wur-
den transiente Absorptionsspektren mit Anregungs-Lichtimpulsen bei einer Zentralwel-
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5 Beobachtung gezielt ausgeloster Konformationséanderungen in Azopeptiden

Transient spectra DMSO soluble azopeptides
trans -> cis cis -> trans

Absorbance Change [mOD]
Absorbance Change [mOD]

-30 bcAMPB

350 400 450 500 550 600 350 400 450 500 550 600
Wavelength [nm] Wavelegnth [nm]

Abbildung 5.13: DMSO-lésliche AMPB-Peptide: Transiente Spektren zu ausdpten
Verzdgerungszeiten (0.2 ps, 2 ps, 20 ps und Grundzustands-Differenzspspektrum). Linke
Spalte: Transiente Spektrearfdie trans—cis-Reaktion. (a) Chromophor AMPB, (c) linea-

res AMPB-Peptid IAMPB, (e) mono-zyklisches AMPB-Peptid (CAMPB), (g) bizyklisches
AMPB-Peptid (bcAMPB). Rechte Spalte: Transiente Spektrendfé cis—transReaktion.

(@) Chromophor AMPB, (c) lineares AMPB-Peptid IAMPB, (e) mono-zyklisches AMPB-
Peptid (cAMPB), (g) bizyklisches AMPB-Peptid (bcAMPB).
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5.5 Transiente Absorption der wasserloslichen Azopeptide

Fit Amplitude [mOD)]
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Amplitude spectra DMSO soluble azopeptides
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Abbildung 5.14: DMSO-I6sliche AMPB-Peptide: Durch globalen Fit ermittelte Zeitkonstan-
ten und zugebrige Amplitudenspektren. Linke Spalte: Zeitkonstanten und Amplitudenspek-
tren flir die trans— cisReaktion. (a) Chromophor AMPB, (c) lineares AMPB-Peptid IAMPB,
(e) mono-zyklisches AMPB-Peptid (CAMPB), (g) bizyklisches AMPB-Peptid (bcAMPB).

Rechte Spalte: Zeitkonstanten und Amplitudenspektiandié cis—transReaktion.

(@)

Chromophor AMPB, (c) lineares AMPB-Peptid IAMPB, (e) mono-zyklisches AMPB-Peptid
(cAMPB), (g) bizyklisches AMPB-Peptid (bcAMPB).
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5 Beobachtung gezielt ausgeloster Konformationséanderungen in Azopeptiden

lenlangeApump= 480 nm (rt*-Bande) und einer Kreuzkorrelationsdaugy= 80 fs flir
die Reaktionsrichtungetnans— cisund cis—transdurchgetihrt.

5.5.1 Monozyklisches Azopeptid cCAMPB(H >0)

Bei den DMSO-tslichen Azopeptiden wurde das mono-zyklische cAMPB(DMSO) so
synthetisiert, dass die beiden Cysteine mit Schutzgruppen (StBu) versehen wurden. Auf
diese Weise wird verhindert, dass die beiden Cysteine eine DisulfidkBrausbilden
konnen [BSMM99, RBS00, RCBMOOQ].

Fur die wassedslichen Azopeptide wurde hier ein etwas anderer Weg eingeschla-
gen und im Falle des mono-zyklischen Azopeptides cAMPEHdie beiden Cysteine
durch Serine ersetzt. Dies hat den Vorteil, dass die Schutzgruppen keatelichg Ein-
schignkung des Konformationsraums bedeuten [RBHMO02].

cAMPB(H 20): trans-cis Photoreaktion

Abbildung 5.15 entalt die Rohdaten, transiente- und Amplitudenspektren ans-
cAMPB(H20) nachnrt*-Anregung. Zu fuhen Verogerungszeiten findet man eine Ab-
sorptionszunahmeber den gesamten beobachteten Spektralbereich mit einer breiten Ban-
de um 560 nm. Zu kleineren Wellemgen hin ist eine Absorptionszunahme mit einer
Schulter bei ca. 430 nm zu sehen. Bei einer Wgerungszeit von 2 ps ist diese kurzwel-
lige Absorptionszunahme weitgehend zerfallen und die Schulter zeigt sich nun als Ban-
de, 20 ps nach der Anregung sind die AbsorptastiEerungen weitgehend verschwunden.
Wahrend dieses Zerfalls entwickelt sich die Schulter um 430 nm zur Bande und verschiebt
ihre spektrale Lage dabei von 430 nm auf 460 nm. Das Maximum bei 560 nm nimmt eben-
falls ab und verschwindet nach 20 ps. Nach 200 ps ist das stia¢i@ifferenz-Spektrum

von cAMPB(HO) erreicht.

Eine qualitative Auswertung der Daten mittels der LDAC-Methode (Abschnitt 3.4,
Seite 61) zeigt, dass die kinetischen Prozesse der waskeliEn Peptide insgesamt die
gleiche Signatur haben wiarfdie DMSO-Bbslichen Peptide, einige Teilprozesse sind in
Wasser jedoch schneller (LDAC-Daten nicht gezeigt). Die Singularwertzerleguragiggst”
dass tir die Daten in beiden asungsmitteln die gleiche Anzahl Basis-Spektrendine
vollstandige Beschreibung betigt werden. Mit diesem Vorwissen wurden digr fie
DMSO-l6slichen Peptide gefundenen Zeitkonstanten als Startwartdefi globalen Fit-
Algorithmus genommen.

Fur transcAMPB(H20) wurden folgende Zeitkonstanten ermittelt: 0.15H426%),

1.3 ps & 15%) und 6.5 ps« 5%) (fur die zugebiigen Amplitudenspektren siehe Abb.
5.15).

cAMPB(H >0): cis—transPhotoreaktion

Abbildung 5.16 zeigt den kompletten DatensatzUterblick, auRerdem transiente- und
Amplitudenspektren voaiscAMPB(H,0) (die Daten sind um 12% verbleibendgans
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5.5 Transiente Absorption der wasserloslichen Azopeptide

Absorbance Change [mOD]

Transient Spectra
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Abbildung 5.15: Transiente Absorption votranscAMPB(H,0). Oben:Ubersichtuber die
Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren. Rechts: Amplitudenspektren.

Anteil im Photostatioaien Zustand korrigiert, siehe Kapitel 2.1.4). Das initiale transiente
Spektrum besitzt ein breites Maximum bei 570 nm (ca. 160 nm FWHM), ein Ausbleichen
bei 440 nm und eine stark evhte Absorption bei kurzen Welleanigen. Nach 2 ps ist das
Maximum bei 570 nm nach 500 nm verschoben und die Amplitude ist um einen Faktor
2 zunickgegangen. Ebenfalls nach 2 ps hat sich das Ausbleich-Signal von 440 nm auf
420 nm verschoben. Zu diesem Zeitpunkt ist keine Absorptionsabnahme zu sehen. Nach
200 ps ist die Absorptiomsiderung nahe am statemeih Differenz-Spektrum.

Die globale Anpassung der Modellfunktion an die Messdaten im Zeitbereich 0.2 ps
bis 1000 ps liefert folgende Zeitkonstanten: 0.15 ps (-20%, +30%), 4.6 ps (-40%, +45%)

und 96 ps (-45%, +80%), die zugaigen Amplitudenspektren sind in Abb. 5.16 zusam-
mengefasst.
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5 Beobachtung gezielt ausgeloster Konformationséanderungen in Azopeptiden

Absorbance Change [mOD]

Transient Spectra Amplitude Spectra
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Abbildung 5.16: Oben: Ubersicht der Rohdaten der transienten Absorption vim
cAMPB(H,0). Rir das reinecis Spektrum mussten 10¥#ansAnteil korrigiert werden. Un-
ten links: Transiente Spektren. Rechts: Amplitudenspektren.

Beschleunigte Dynamik in Wasser

Vergleicht man die gefundenen Zeitkonstanten und Amplitudenspektren der wakserl”
chen Peptide mit denen in DMSO, findet man groRe qualitdtivdichkeiten in der Form

und in den relativen Intensitén der Spektren. Es gibt jedoch einen bemerkenswerten
Unterschied: In Wasser beobachtet mandie langsameren Pikosekunden-Prozesse eine
Beschleunigung um einen Faktor 1.5-2ir[Einen direkten Vergleich sind in Abbildung
5.17 die Absorptions-SignalafcAMPB(H.O) tiber zwei repasentative Spektralbereiche
gemittelt dargestellt: im Bereich 580—-630 nm, aul3erhalb der Grundzustands-Absorption,
zeigen sich Prozesse des angeregten elektronischen Zustandd 8er Zerfall des
Zustands (Abb. 5.17b und d). Reaktionen und Relaxation im Grundzustand sieht man im
Spektralbereich 500-560 nm, im Aasfer demrt*-Bande (Abb. 5.17a und c). Der direkte
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5.5 Transiente Absorption der wasserloslichen Azopeptide

Vergleich dieser Daten zeigt, dass die Grundzustands-Prozesse in Wasser schneller sind,
wahrend es im roten Spektralbereich, in dejyP80zesse dominieren, nur sehr kleine Un-
terschiede gibt (dies zeigt sich auch in den Werterdfé extrahierten Zeitkonstanten, vgl.
Tabelle 5.3).
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Abbildung 5.17: Einfluss des bsungsmittels auf Peptid-Kinetik. Direkter Vergleich der
transienten AbsorptionssignalarfcAMPB in Wasser und DMSO: Im Spektralbereich 580—
630 nm (b, d) sieht man Prozesse im elektronisch angeregten Zustand &n Zerfall des
S;-Zustands. Im Bereich 500-560 nm (a, ¢) beobachtet man Reaktionen und Relaxationen im
Grundzustand.

5.5.2 Bizyklisches Azopeptid bcAMPB(H ,0)

Wie oben fir das mono-zyklische Azopeptid CAMPB£8) beschrieben, wurden ausge-
hend von der Sequenz des bcAMPB(DMSO) aul3erhalb des aktiven Zentrums drei Ami-
nosiuren durch Lysine ersetzt und auf diese Weise die Wastiehkeit des Peptids er-
reicht.

Bi-zyklisch bedeutet, dass zum einen das Peptid zusammen mit dem AMPBNolek”
zu einem Ring zyklisiert wurde und zum andern die Disulfididke zwischen den beiden
Cysteinen geschlossen wurde [RBHMO02].

bcAMPB(H 20): trans—cis Photoreaktion

Abbildung 5.18 gibt einefUberblick tiber die transiente Absorption von bcAMPB{®))
nach mt"-Anregung. Insgesamt ist das spektrale Verhaltenaehiich zu cAMPB(HO),
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5 Beobachtung gezielt ausgeloster Konformationsanderungen in Azopeptiden

jedoch sind die Amplituden der beobachteten Absorptiadsiungen etwa eine @3én-
ordnung geringer alsif'das mono-zyklische Peptid (die Konzentratiandiese Experi-
mente war nur etwa halb so grol3, auRerdem wurde zur besseren Justierbarkeitatp-Verz”™
rungsstrecke im ns-Zeitbereich das Anregungs-Volumen deutlichofsed).

Absorbance Change [mOD]

Transient Spectra
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Abbildung 5.18: Transiente Absorption vottansbcAMPB(H0). Oben:Ubersicht der Roh-
daten. Unten links: Transiente Spektren. Rechts: Amplitudenspektren (der Spektralbereich
um 480 nm enthlt Streulicht und konnte deshalb nicht ausgewertet werden).

Die ermittelten Zeitkonstanten sind: 0.16 ps (-45%, +80%), 1.6 ps (-60%, +70%),
5.8 ps (-25%, +20%) und ein Offset, der die Bildung des Photoprodukts beschreibt.

bcAMPB(H 20): cis—transPhotoreaktion

Eine instantan mit dem Anregungs-Lichtimpuls vorhandene Absoriaesung erscheint
mit einem Maximum bei 580 nm (ca. 140 nm FWHM) und einem Minimum bei 450 nm
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5.5 Transiente Absorption der wasserloslichen Azopeptide

(Abb. 5.19). Nach 2 ps hat sich die Lage der breiten Absorpdiodeiung von 580 nm

auf 540 nm verschoben und ist nach 20 ps verschwunden. Das Ausbleich-Signal scheint
die gleiche Zeitabhrigigkeit zu haben wiauf ciscAMPB(H20), es lohnen jedoch keine
weiteren spektralen Signaturen extrahiert werden.

Absorbance Change [mOD]

Absorbance [norm.]
1
Fit Amplitude [mOD]

350 400 450 500 550 600 650 400 450 500 550 600 650
Wavelength [nm] Wavelength [nm]

Abbildung 5.19: Oben: Transiente Absorption varisbcAMPB(HO). Rir das reinecis
Spektrum mussten 10%ansAnteil korrigiert werden. Unten links: Transiente Spektren.
Rechts: Amplitudenspektren.

Die ermittelten Zeitkonstanten sind: 0.35 ps (-70%, +95%), 2.9 ps (-90%, +85%),
53 ps (= 5%), 1500 ps (-90%, +85%) und ein Offset, der der Bildung des Photoprodukts
entspricht. Man beachte die relativ grof3en Toleranzbereiche der Zeitkonstanten.
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5 Beobachtung gezielt ausgeloster Konformationséanderungen in Azopeptiden

Beschleunigte Dynamik in Wasser

Wie bereits tir cCAMPB durchgetihrt, sind in Abbildung 5.20 Zeitveaalife tir bcAMPB in

DMSO und Wasser miteinander verglichérafis—cis-Reaktion). Wie beim monozykli-
schen Peptid wurden die Absorptions-Signater zwei repasentative Spektralbereiche
gemittelt: im Bereich 580-620 nm, aulRerhalb der Grundzustands-Absorption, sieht man
Prozesse des angeregten Zustandsd®vie dessen Zerfall. Wie auch schon bei cAMPB
sind die dynamischen Prozesse im angeregten Zustand bei bcAMPB in Wasser und DMSO
identisch (Abb. 5.20, rechts). Anders bei den Reaktionen und Relaxationen im Grundzu-
stand (510-560 nm gemittelt, siehe Abb. 5.20, links), wo man (wmiecAMPB) eine
Beschleunigung der dynamischen Prozesse in Wasser beobachtet (dies giliradieh f~
cis—transReaktion; Daten nicht gezeigt).

beAMPB, t->c, 510 nm - 560 nm probe bcAMPB, t->¢, 580 nm - 620 nm probe
Water -

--- DMSO

—— Water
—-——-DMSO

8

:

-

\\<H‘\ —

s
1 10 100 1000 10000
Daelay Position [ps] Delay Position [ps]

g

Absorbance Change [a.u.]
=

E

&
. B

Abbildung 5.20: Einfluss des bsungsmittels auf Peptid-Kinetikifdas bizyklische Azopep-

tid bcAMPB. Die Abbildung zeigt den Zeitverlauf der transienten Absorption. Links: Der
rote Aushufer der m*-Absorptionsbande im Bereich 510-560 nm. Rechts: Ausserhalb der
Grundzustandsabsorption (580-620 nm).

5.6 Diskussion: Einflud des L 6sungsmittels auf
die Konformationsdynamik

Die zeitaufgebsten Experimente an den wassslichen Azopeptiden cAMPB(}0) und
bcAMPB(H,O) haben gezeigt:

(i) Die wasserslichen Molekile zeigen ultraschnelle lichtinduzierte Reaktionen.

(i) Die beobachteten transienten Spektren besitzen eine gkbRkchkeit zu denen,
die man tir DMSO-Iosliche Peptide erhalten hatte.

(i) Dynamische Prozesse, die zu Bewegungen im elektronischen Grundzusgtged S
héren (beobachtet im gn/blauen Bereich des Spektrums bei 500-560 nm) sind in
Wasser schneller.
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5.6 Diskussion: Einflu des Losungsmittels auf die Konformationsdynamik

Mono-zyklisches Peptid (cCAMPB)
Losungs- trans-cis cis—trans
mittel 1] T T3 T4 T T T3 T4
DMSO —* 1,7ps 9,6ps 120ps| 190fs 1,3ps 9,3ps 180ps
Wasser | 150fs 1,3ps 6,5ps — 150fs 1,3ps 4,6ps 96ps

Bi-zyklisches Peptid (bcAMPB)

Losungs- trans-cis cis—trans
mittel 11 T2 13 - T1 T2 13 T4
DMSO 300fs 1,6 ps 10,4 ps - 0,28ps 5,3ps 100ps 1000ps
Wasser | 160fs 1,6 ps 5,8 ps - 0,35ps 2,9ps 53ps 1500 ps

Tabelle 5.3. Vergleich der ermittelten Zeitkonstanear ffhono- (CAMPB) und bi-zyklisches

Peptid (bcAMPB) in DMSO und Wasser (die DMSO-Daten stammen ausO[Hpder* be-

deutet, dass die Daten ein schnelle Zeitkonstante enthalten sollten, diese aber aufgrund des
starken kolrenten Artefakts nicht aus den Daten extrahiert werden konnte).

Vor der weiteren Diskussion soll hier noch einmal in alleurkeé die Interpretati-
on fur die DMSO-bslichen AMPB-Peptide wiederholt werden: Anregung in daf-
Absorptionsbandeutirt zu einer schnellen Bewegung aus dem Franck-Condon Bereich
des $-Zustandes heraus mit einer Zeitkonstante von wenigen hundert Femtosekunden.
Ein groR3er Teil der Molellée in dercis—transReaktion und ein geringerer Tellif die
trans— cis-Reaktion findet die konische Durchschneidung mit dieser initialen Bewegung.
Die auf der $-Potentialfiche verbleibenden Molele gelangemuber interne Konversion
auf der Zeitskala von einigen Pikosekunden in den Grundzustamdli€&cis-Azopeptide
sind Absorptionsdynamiken auf der ZeitskalalO ps Indizien @i die langsameren Be-
wegungen des Peptid-Teils (konformationelederungen). Sie tauchen bei Absorpti-
onsexperimenten im sichtbaren Spektralbereibbr 'den mechanischeZug” auf, den
das noch nicht relaxierte PeptidiBkgrat auf den Chromophor aust. Rir die trans
Azopeptide findet detlbergang in den Grundzustand erst auf der 5-10 ps Zeitskala statt,
auch sind hier keine ausgagtén Charakteristika aufgrund der Peptidbewegung sichtbar
(eine Zusammenfassung der ermittelten Zeitkonstanten gibt Tabelle 5.3).

trans—cis Photoreaktion

Die schnelle Bewegung aus dem Franck-Condon Bereich heraus auf der Sub-Pikosekun-
den Zeitskala &gt insgesamt nur schwach zur Absorptionsdynamik bei. Der spektra-
le Verlauf der zugeordneten Amplitudenspektren bleibt taweeit beimUbergang von
DMSO zu Wasser. Die interne Konversion zum Grundzustand ist ein bi-exponentieller
Prozess: Einer schnellen Komponente, die der Relaxation und Reorganisation ayf der S
Potentialftiche zugeordnet wird (1.3 psrféAMPB, 1.6 ps fif bcAMPB), folgt derUber-

gang in den Grundzustand mit 6.5 ps (CAMPB), bzw. 5.8 ps (bcAMP#®&) di€ DMSO-
lbslichen Peptide wurde jedoch eine Zeitkonstante von ca. l@rpefiUbergang in den
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5 Beobachtung gezielt ausgeloster Konformationséanderungen in Azopeptiden

Grundzustand gefundénDies legt den Schluss nahe, dass der Isomerisierungs-Prozess in
Wasser etwas beschleunigtait. Offenbar tritt auf der SPotentialféiche eine diffusive
Bewegung zur konischen Durchschneidung hin auf, die durch @dighEit des Peptid-
Teils und dessen Reibung im viskosemsuhgsmittel behindert wird.

cis—transPhotoreaktion

Wie oben beschrieben ist digs—translsomerisierung der Azopeptide von einem ul-
traschnellen Reaktionspfad in den Grundzustand mit Zeitkonstanten von 200-300 fs domi-
niert. Dieser stark getriebene Prozess mit groRer Amplitutg tlirekt in den Grundzu-
stand und ist nicht durch die Viskoaitdes losungsmittels beeinflusst (dies gilt ebenfalls

fur die 1.3 ps-Zeitkonstante in cCAMPB{B)).

Ein auffilliger Unterschied ist, dass die langsameren Prozesse in Wasser doppelt so
schnell sind als in DMSO. i"die cis—transReaktion der APB- und AMPB-Peptide in
DMSO wurde die 5-10 ps-Komponente als Schwingung&i&ri und initiales Rearran-
gement des Peptid-Teils interpretiert, die langsameren Zeitkonstanten wurden der Bewe-
gung des Peptid-Teils zugeordnet. Die neu durahiggéin Experimente zeigen nun, dass
diese Prozesse vom umgebendasirigsmittel abdrigen: Wasser besitzt eine nur halb
so grol3e Viskos#t' wie DMSO, was zu einem schnelleren Rearrangement der Melek”
fuhren sollte.

Ein Vergleich der durch NMR-Untersuchungen gewonnenen Strukturen [RCBMOO,
RBHMO02] legt nahe, dass digans bzw. cisKonformationen der Peptide in beidenl"
sungsmitteln jeweilgafinlich sind, es &rfinen also sehatinliche intermedire Konforma-
tionen bei der Entfaltung eingenommen werden (vgl. die NMR-Strukturen in Abb. 5.7,
Seite 111). Die ablaufenden Prozesse sollten somit ebeafailsch sein und nur durch
aul3ere Bedingungen beeinflut werden. Die Zeitkonstante von Prozessen, die durch Rei-
bung dominiert sind sollte proportional zuogtingsmittel-Viskosat sein [HTB90]. Die
Beschleunigung der Prozesse auf der Pikosekunden-Zeitskala in Wasser um den Faktor
zwel ist somit eine direkte Bestiggung dieser Interpretation.

Losungsmittelabh angige Konformationsdynamik

Die Ausftihrungen von oben legen nahe, dass dasubhgsmittel die beobachtete Reakti-
onsdynamik der Azobenzol-Peptide auf unterschiedlichen Zeitskalen beeinfluf3t:

1. Die Besetzung des elektronisch angeregten Zustands verursacAneieeing der
Elektronendichte, wodurch eine Reorientierung der umgebenasimgsmittelmo-
lekile ausgedst wird. Diese Solvatationsdynamik (in Wasser haaghtich Rota-
tionsbewegungen) laufen im Zeitbereich von sub-ps ab [MB} und scheinen die
beobachtete Konformationsdynamik nicht zu beeinflussen.

1Ein Schwingungs-Khlprozess im Grundzustandivde auf der gleichen Zeitskala auftreten und ist des-
halb nicht separat sichtbar.
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5.6 Diskussion: Einflu des Losungsmittels auf die Konformationsdynamik

. Die Isomerisierungsbewegung des Chromophustdine weitere Umorganisation
der L6sungsmittelmoleldé aus. Hier sollte der Einflu3 des&tingsmittels um-
so goler sein, je kleiner die treibende Kraft ist. In deans—cis-Reaktion er-
wartet man eine relativ flache; $otentialfiche und beobachtetirf die ~5 ps-
Zeitkonstante eine asungsmittelabdrigigkeit: In Wasserallift dieser Prozess mit
doppelter Geschwindigkeit ab.

. Die Warmekapazit und WarmeleitBhigkeit des bsungsmittels beeinflusst diaiKI-
prozesse des schwingungsangeregten, heilien Chromophors. aDieeWépazdt

pro Volumen ist &ir Wasser 2.5-mal so grol3 wierfDMSO, die WarmeleitBhigkeit

um den Faktor vier [NDARO3]. GrundzustandsHiprozesse sollten auf der 5—

10 ps Zeitskala ablaufen und die Experimente zeigen, dass die Dynamik in diesem
Zeitbereich in Wasser etwa doppelt so schneldafil”

. Der dominierende Effekt der konformationellen Bewegung innerhalb des Peptid-
Tells ist die Reibung gegen da®suingsmittel, daaber seine Viskositt diese Be-
wegung behindert. Aufgrund der nur halb so grof3en Viskbsioh Wasser (im
Vergleich zu DMSO) erwartet man eine schnellere Umorganisation der Peptidbin-
dungen. Die beobachtete Beschleunigung der Prozesse auf der 10-100 ps-Zeitskala
um den Faktor zwei untergizt diese Sichtweise.
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6 Die Markermolek “ule Xanthon und
Naphthalin

In Kapitel 7 werden Xanthon und Naphthalin als Markermalel€ingesetzt, um die Kon-
taktbildung in frei beweglichen, flexiblen Peptiden zu untersuchen. Grundlageidaf”
ein detallliertes Verstridnis der Photochemie dieser beiden Mualek Datir dienen die
Untersuchungen in diesem Kapitel, das sich wie folgt gliedert:

e Zundchst werden die beiden Markermaliék Xanthon und Naphthalin vorgestellt
und ihre bekannten photochemische Eigenschaften zusammengefasst (Abschnitt 6.1).

e Abschnitt 6.2 pasentiert die Ergebnisse der transienten Absorptionsexperimente an
Xanthon in Ethanol mit Anregungs-Lichtimpulsen Bgimp= 340 nm.

e Fir die Experimente an den Xanthonpeptiden wird nicht Xanthon, sondern Xan-
thonsiure als Markermolak'in das Peptid eingebaut. Als erste Referenz ahth”
Abschnitt 6.3 einen Vergleich von Xanthon und Xanthewng'in Ethanol.

e Transiente Absorptionsexperimente zum Triplett-Energie-Transfer von Xanthon zu
Naphthalin bei verschiedenen Akzeptor-Konzentrationen zeigen, wie der Energie-
Transfer vom Donor zum Akzeptor ahlft (Abschnitt 6.4).

e Direkte Informationenuber das Verlassen des elektronisch angeregten Zustands
erhélt manuber Messungen der zeitaufgstén Fluoreszenz (Abschnitt 6.5).

¢ Die Diskussion besdftigt sich mit dem Mechanismus der Triplett-Bildung in Xan-
thon und dem Triplett-Triplett Energietransfer von Xanthon zu Naphthalin (Ab-
schnitt 6.6).

6.1 Eigenschaften

In diesem Abschnitt sind die spektroskopischen Eigenschaften von Xanthon und Naph-
thalin sowie deren Triplett-Zuatide zusammengefasst.

6.1.1 Xanthon

Die aromatischen Ketone Xanthon und seine Derivate sind seit mehr als 30 Jahren Gegen-
stand zahlreicher photochemischer Untersuchungen und auch die medizinische Forschung
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6 Die Markermolekile Xanthon und Naphthalin

interessiert sichui’ diese Molekile. Ito et al. untersuchten beispielsweise in einezkch
erschienen Publikation die Struktur von acht neuen Xanthonen und ihre Virus hemmende
Wirkung, die Xanthoneui die Krebsbekinpfung interessant machen [1i03]. Eine an-

dere Anwendung geht auf Eavens et alunk, die vorschlugen, den Triplett-Zustand von
Xanthon als,microenvironment sensor* einzusetzen, um damit die Eigenschaften supra-
molekularer Systeme zu untersuchen [EPKS99].

Xanthon besitzt eine planare Struktur, lediglich der Carbonyl Sauerstoff (das doppelt
gebundene Sauerstoff-Atom) steht um QAl8us der Ebene heraus [O1090]. Das Malek™
besitzt also aherungsweis€,,-Symmetrie.

@) @) @)

O S

Abbildung 6.1: Xanthon und Derivate. Links: Xanthon. Mitte: Thioxanthon (wenn S und O
vertauscht werden, spricht man von Xanthion). Rechts: Benzophenon.

In Abb. 6.1 sind die Strichformeln von Xanthon und den beiden wichtigsten Xanthon-
Derivaten Thioxanthon und Benzophenon zusammengefasst. Alle drei MeMkiden
in der Literatur bereits aushirlich diskutiert und dienen oft als gegenseitige Referenz.
Thioxanthon beispielsweise besitzt durch das Schwefel-Atom eio@ege” Spin-Bahn
Kopplungskonstante (zeitaufgste Absorptions-Experimente von Morlet-Savary et al.
[MSLJ*99] und Ley et al. [LMSJF00]). Benzophenon ist wesentlich flexibler als Xan-
thon (zeitaufgedste Experimente u. a. von Damschen et al. [DMB] und Greene et al.
[GHW79]).

3.0fF " ' ' —

VAR Xanthone

2.5 ~_1-MN

2.0
1.5

1.0

Absorbance [a.u.]

0.5
0.0

250 300 350 400
Wavelength [nm]

Abbildung 6.2: Absorptionsspektren von Xanthon und 1-Methyl Naphthalin (1-MN) in Etha-
nol.
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6.1 Eigenschaften

Pownall und Huber konnten im Absorptionsspektrum von Xanthon Wieerginge
bestimmen [PH71]: Einm*-Ubergang bei 370 nm, einmtré-Ubergang beiv 340 nm
und ~ 283 nm und ein Ladungstransfeibergang bei 258 nm (siehe auch Tabelle 6.1
und das Absorptionsspektrum von Xanthon in Ethanol in Abb. 6.2).

Uber ein intersystem crossing (ISC) gelangt das Xanthon-Mble&éh Photoanre-
gung in den Triplett-Zustand, von wo aus man Phosphoreszenz mit einer Lebensdauer von
einigen Mikrosekunden beobachten kann. Aufgrund der langlebigen Phosphoreszenz wur-
de der Triplett-Zustand von Xanthon bereits 1967 von Nurmukhametov et al. [NMS67],
bzw. 1971 von Pownall und Huber [PH71] untersucht.

Spektroskopische DatenrfXanthon in 3-Methylpentan
Vmaé(nfgf K) Ama’ﬁ;m K) Oszillatorssirke Mfft]:?(”rl Zuordnung
27150 368 — ~ 6 In, = IAL (nm)
29780 335 0.10 11750 1A — A, (L)
35420 282 0.02 5012 1B, —»1A; ()
39050 256 0.10 15140 A —1A; (CT)

Tabelle 6.1: Spektroskopische DatenrfXanthon in 3-Methylpentan [PH71].

Aus dem Grundzustand heraus ist eine direkte Anregung des Xanthon«¥oiek"”
den Triplett-Zustand verboten. Die Anregung des Singtifeti-Zustandes ist Symmetrie-
Verboten und hat (in 3-Methylpentan) einen Extinktionskoeffizienten von nur &
Der einzig erlaubtéJbergang im nahen UV ist damit die Anregung des Singdtet -
Zustandes mit einem Extinktionskoeffizienten von 11750%m ! [PH71]. Nur die-
ser Zustand wird durch einen Anregungs-Lichtimpuls mit einer Zentral-Walhga von
340 nm signifikant besetzt.

Damschen et al. untersuchten 1978 den Anstieg der Triplett-Triplett-Absorption (TTA)
von Xanthon in Ethanol und fanden eine Anstiegszeit des Triplett-Zustandes von 8 ps
(die Experimente verwendeten eine Anregung mit Lichtimpulsen bei 355 nm und Abfra-
ge bei 533 nm) [DMP78]. Greene et al. haben 1979 transiente Absorptionsmessungen
an Xanthon in Benzol durchgdfit und berichten Anstiegszeiten der TTA ven8 ps
(bei einer Zeitautisung von ebenfalls 8 ps) und schlossen daraus auf eine Lebensdau-
er des $-Zustandes vor- 13 ps [GHW79]. Bedingt durch die zur Veaigung stehende
Zeitfauflosung ihrer Experimente fanden sowohl Greene et al. als auch Damschen et al.
mono-exponentielle Kinetikeruf 'den Anstieg der Triplett-Absorption.

Cavaleri et al. haben 1996 fs-Absorptionsexperimente nach Anregungtdiegu-
stands von Xanthon in MethanakButyronitril und Hexan mit Anregungs-Lichtimpulsen
beiApump = 310 nm durchgeftirt und berichten bi-exponentielle Anstiegszeiten der TTA
die stark von der bSungsmittelpolarét ablangen [CPB96]. Sie extrahierten drei charak-
teristische Zeitenui die Kinetik nach'mré-Anregung von Xanthon in Methanol: Eine
Zeitkonstante di interne Konversior;c = 0.9 ps (2.3 ps in Hexan) und zwei Zeitkon-
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6 Die Markermolekile Xanthon und Naphthalin

stanten @it das ISC1jsc1 = 1.4 ps (0.7 ps in Hexan) ungsc 2> = 4.3 ps (10 ps in Hexan).
Fur die Zuordnung dieser Kinetiken zu Prozessen im Xanthon-Mible&hmen Cava-
lier et al. an, dass demnm-Zustand spektroskopisch dunkel ist, also nicht zum Signal
der transienten Absorption beityt, aul3erdem fordern sie, dass die interne Konversion im
Triplett-Zustand $nre — 3mt) schneller alduft als alle anderen beobachteten Prozes-
se. Unter dieser Annahme muss die Dynamik im Xanthon-Mdlakch Photoanregung
einen Verzweigungs-Mechanismus enthalten: Aus dem SinduiattZustand durclauft
demnach ein Teil der Moleké sofort einen ISC-Prozessatwend der andere Teil zuerst
Uber interne Konversion (IGrtrit — Init* im Singulett bleibt und erst vom energetisch
tieferliegendentnrt*-Zustanduber ISC in den Triplett-Zustand wechselt [CPB96] (siehe
Abb. 6.3a).

Alternativ dazu ist auch ein sequentieller Prozess denkbar, bei dem die gesamte Popu-
lation des Xanthon-Molaks nach'mirt-Anregung zuerstitber einen ISC-Prozess in den
Triplett-Zustand gelangt und dort mit der langsameren Zeitkonstante in den energetisch
tieferliegender?mrt-Zustand wechselt. W diese Interpretation muss man annehmen,
dass defnrt*-Zustand spektroskopisch sichtbar ist (siehe Abb. 6.3b).

(a) branched kinetics (b) sequential kinetics
It It

A \ A \
ln_n* - \ 3nrt* lli - 3nt*

340nm l 340nm l
S S

) )
(
) )
@8

Abbildung 6.3: Zwei mogliche Modelle, die die Dynamik von Xanthon nach Photoanregung
beschreiben. (a) Verzweigungs-Modell, (b) sequentielles Modell.

Die Zuordnung der gemessenen Zeitkonstanten zu molekularen Prozessen ist auch
deshalb schwierig, weil bereits die ersten spektroskopischen Experimente 1967 ein an-
omales Verhalten der Xanthon-Phosophoreszenz beim Wechsel von polaren zu unpolaren
Losungsmitteln nachweisen konnten. Diese Beobachtung warf die Frage nach dem Cha-
rakter des energetisch tiefliegendsten Triplett-Zustands von Xanthon auf.

6.1.2 Was ist der tiefliegendste Triplett-Zustand von

Xanthon?
Xanthon besitzt zwei Triplett-Zuatide: 3ttt und 3nrt*. Die Frage, welche Konfigura-
tion der energetisch am tiefsten liegende Triplett-Zustand von Xanthon besitzt, wurde

in der Literatur intensiv diskutiert. Ausgangspunkt higriVaren 1967 Phosphoreszenz-
Messungen bei 77 K von Nurmukhametov et al. [NMS67], bzw. 1971 von Pownall und
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6.1 Eigenschaften

Photochemische Daten des Singulett-Zustands
Es | As €s Ts

kJ/mol| nm | M~Iem 1| ns P
xanthon ni 324 | 370 7000 0.0006
p 10000 | 0.0006| 7 -10~*4
Thioxanthon n
(Thioxanthen-9-on) @ 2.0 0.12
316 | 379 120 0.030
Benzophenon

311 | 384 150 0.016 | 410°°
377 | 317 67 0.21
377 | 317 6000 97 0.19
385 | 311 5500 96 0.19
p| 384 | 311 5500 105 0.21

1-Methyl Naphthalin

5 O 5 T O

Naphthalin

Tabelle 6.2: Xanthon, Naphthalin und Derivate: Photochemische Daterdén Singulett-
Zustand. Die Daten sind angegebeantinpolare (n) und polare (p)sungsmittel. Aufgelistet
sind die Energie (§, das Absorptionsmaximunig), der Extinktionskoeffizienteg) und die
Lebensdauert§) des Grundzustandes sowie dessen Fluoreszenz-Quantenaushguiai¢
Werte stammen aus [MCH93,d804] und dieser Arbeit.

Photochemische Daten des Triplett-Zustands

o Er )\T €T 1T
ISC 1 kIimol | nm | M~tem! | ps

n| 097 310 |610| 5300-9000| 0.02

Xanthon p|097| 310 |606| 6500 | 17.9
Thioxanthon n 265 | 650 30000 95
(Thioxanthen-9-on) g 650 26000 73

1.0 287 | 531 10000 6.9
Benzophenon

1.0 290 | 526 6500 50
0.58 425 | 6350-22000 25
254 | 420 11000
0.75| 253 | 425 32000 175
p| 080 255 |415 40000 1800

1-Methyl Naphthalin

5D T 5T S

Naphthalin

Tabelle 6.3: Xanthon, Naphthalin und Derivate: Photochemische Datend&n Triplett-
Zustand. Die Daten sind angegebeantinpolare (n) und polare (pysungsmittel. Aufgelistet
sind die Triplett-Quantenausbeut®dc), die Energie (E), das Absorptionsmaximuni{)
sowie der Extinktionskoeffizientef) und die Lebensdauer des Triplett-Zustands.( Die
Daten stammen aus [HC72, GW76, Sca80, BTCD84, CH86, MCH93].
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6 Die Markermolekile Xanthon und Naphthalin

Der Xanthon-Triplett Zustand
Losungsmittell Amax | FWHM TT
Acetonitril 627 nm| 67 nm 946 ns
Ethanol 610 nm| 52 nm -
Methanol 605nm| 70nm| 1770ns
Wasser 580nm| 67 nm| 11300 ns

Tabelle 6.4: Losungsmittelabdrigigkeit des Xanthon-Triplett-Zustandes. Die DatenAce-
tonitril, Methanol und Wasser stammen aus [EPKS99], die Datertthianol stammen aus

Abschnitt 6.2 (siehe auch [LMSFJ0Q]).

Huber [PH71]. Die Experimente von Pownall und Huber konnterXianthon im unpola-

ren Losungsmittel 3-Methylpentan eine Lebensdauer der Phosphoreszenz von 25 ms fest-
stellen, fir Xanthon im polaren @Sungsmittel Ehanol-Isopentan-Ether (5:2:2) jedoch eine
wesentlich éingere Lebensdauer von 150 m& (Kanthon in einer Methanol-Wasser Mi-
schung fanden sie sogar eine Lebensdauer von 900 ms). Pownall und Huaesrediése
Effekte mit einerAnderung des elektronischen Charakters des tiefstliegendsten Triplett-
Zustands. In polarendsungsmitteln habe dieser Zustama fCharakter, in unpolaren
Losungsmitteln jedoctirt-Charakter. Dies wurde gper als,inverse gap effect’ bezeich-

net (siehe Abbildung 6.4a).

(a) "inverse gap effect"

non—polar
solvent

polar
solvent

(b) no inversion of states
Snrt*
St -7

P

T Srurtt s

polar

non—polar
solvent

solvent

Abbildung 6.4: Zwei Modelle zur Erkéirung der anomalen Phosphoreszenz von Xanthon. (a)
~Inverse gap effect’: beim Wechsel von unpolaren zu pola@subhgsmitteln vertauschen die
beiden Triplett-Zustitde Intt* und 3mirt). (b) Keine Inversion der Triplett-Zustide, T =

3nmt, unablaingig von der Polardt des losungsmittels. In unpolarenokiingsmitteln liegen

T, und T, jedoch so nahe beieinander, dass durch thermische Aktivierung beidendest”
besetzt sind (in der Zeichnung durth angedeutet).
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6.1 Eigenschaften

Im Jahre 1982 wurde von Connors und Christian eine alternativeuitrkdj der unter-
schiedlichen Phosphoreszenz-Lebensdauern gefunden [CC82]. Sie bestimmten die Phos-
phoreszenz-Lebensdauern von XanthomiHexan bei 4.2 K (115 ms) und bei 77 K
(2.5 ms). Aus den Phosphoreszenz-Spektren konnten sie ferner die energetische Lage des
T1- und T,-Zustandes bestimmen und fanden, dass die EnaajieAET nur 29 cnt?!
betrégt. lhre Interpretation der Ergebnisse ist, dass die Emission aus dem energetisch
tiefliegendsten T (3mtrt) und aus einem thermisch besetzten (Inrt*) erfolgen kann.

Bei 4.2 K ist eine thermische Besetzung desnicht mdglich und die Emission erfolgt
langsam aus dem;TZustand. Bei 77 K ist eine thermische Besetzung desZlistands
maoglich, von dem aus die Emission schneller abklingen kann. In polasearigsmitteln

ist die Energialtke zwischen T und T, so grof3, dass keine thermische Besetzung des
To-Zustands raglich ist, weshalb dort eine langlebige Phosphoreszenz beobachtet wird
(siehe Abbildung 6.4b).

6.1.3 Naphthalin

Die photochemischen Daten von Naphthalin und 1-Methyl Naphthalin (1-MN) sind in Ta-
belle 6.3 (Seite 135) zusammengefasst. 1-MN in Ethanol absorbiert im Spektralbereich
325 nm (siehe Abbildung 6.2 auf Seite 132). Das Absorptionsspektrum besitzt ein Maxi-
mum bei 280 nm, ein Nebenmaximum bei 271 nm und Schultern bei 263 nm und 290 nm.
Fur die Experimente zum Triplett-Triplett Energie-Transfer (TTET) weiter unten wurde
statt Naphthalin 1-MN verwendet, das selbst einesEigkeit bildet und den Vorteil bietet,
dass sich Xanthon direkt in 1-MM$t. Zur Charakterisierung des TTET-Mechanismus
wurden deshalb in den hier gséntierten Experimenten die transiente Absorption einer
unterschiedlich konzentrierterokling aus Xanthon, Ethanol und 1-MN untersucht.

Abbildung 6.5: Links: Naphthalin. Rechts: 1-Methyl Naphthalin (1-MN) .

Die Strichformeln von Naphthalin und 1-MN sind in Abb. 6.5 zusammengefasst.
Naphthalin und 1-MN besitzen einen Triplett-Zustand, der gegendem Singulett-Zu-
stand energetisch deutlich abgesenkt isi¢& 380 kJ/M, E ca. 250 kJ/M). Die Lebens-
dauer des Triplett-Zustands begt etliche Mikrosekundert{ = 25 ps fur 1-MN in un-

INach den El-Sayed Regeln [ES63] sind nur die Kopplurigert < Inrt und®nrt « mirt erlaubt. Unter
Beachtung der bekannten Extinktionskoeffizientem(: 6 M—tcm™?, 1rirt: 11750 M~lem™1) kann
man deshalb erwarten, dass die Phosphoreszenz-Lebensdaueingin@sistands kurz und die eines
3mrt-Zustands lang sein wird.
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6 Die Markermolekile Xanthon und Naphthalin

polaren losungsmitteln und sogas = 1.8 s fir Naphthalin in polaren asungsmittelf.

Der Triplett-Zustand von Naphthalin wurde bereits in den 1960er Jahren spektroskopisch
untersucht und Melhuish konnte 1969 erstmals auch den sehr schwach absorbierenden
niederenergetischen Aaglfer des Naphthalin Triplett-Spektrums ermitteln [Mel69]. Ab-
bildung 6.6 zeigt das Triplett-Spektrum von Naphthalin zusammen mit dem niederener-
getischen Ausglufer tir Naphthalin, 1-MN und andere Naphthalin-Derivate. Die Absorp-
tionsbande des Naphthalin Triplett-Zustands besitzt ein Maximum bei 422 nm und Ne-
benmaxima bei 580 nm, 530 nm, 390 nm und 370 nm. Die Lage des Maximums ist rela-
tiv unablkdangig vom verwendetendsungsmittel. Die Absorptionsspektren verschiedener
Naphthalin-Derivate sind untereinander ebenfalls séimiich. Im roten Spektralbereich
reicht das Spektrum bigbér 600 nm hinaus, nimmt dabei aber sehr schnell ab.

A nm
600 500 , 420 400 380 0-05}
e s ,
0.4 } i
Q.D.
O T
X50
oo | 0 + 10:01
Q.D.
0 i . N e A}
16 1-8 2-0
-3 -1
10°X ¥ CM : e 0
14 1.6 1-8 2.0
03Xy oM

Abbildung 6.6: Links: Absorptionsspektrum des Triplett-Zustands von Naphthaliosgéh”
PMMA (T=294 K). Rechts: Der niederenergetische Teil des Triplett-Triplett Absorptions-
spektrums von Naphthalin-Derivaten. Etwas dicker markiert ist das Spektrum von 1-MN (die
Abbildung ist entommen aus [Mel69]).

Neuere Messungen von Wang et al. [WKB0] konnten nachweisen, dass der Trip-
lett-Zustand von Naphthalin bei hohen Naphthalin-Konzentrationen einen Triplett-Exci-
mer bildet, der das gemessene Absorptionsspektrum im roten Spektralberésthnm
stark beeinflusst (Abbildung 6.7). Im Experiment wurde dazu 10 mM Benzophenon in
einer Toluol Losung mit 1-4 M 1-MN mittels transienter Absorptionsspektroskopie un-
tersucht. Die Untersuchungen von Wang et al. ergaben, dass der breite, unstrukturierte

1Die meisten Experimente zur Untersuchung des Triplett-Zustands von Naphthalin benutzeBestsi-
bilisier*, z. B. eine Losung von Benzophenon in Naphthalin. Benzophenon wird dabei in den Triplett-
Zustand angeregt und nach einem (schnellen) Triplett-Triplett Energietransfer ist der Triplett-Zustand
von Naphthalin papariert und kann spektroskopiert werden.
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6.2 Transiente Absorption von Xanthon in Ethanol

Auslaufer des Absorptionssepktrums des 1-MN Triplett Zustands einem Triplett-Excimer
von 1-MN zugeordnet werden muss. In unterschiedlichen Konzentrationen von 1-MN
wird man demnach verschiedene Absorptionsspektren des Triplett-Zustands beobachten.

Absarbanca

Wavelength, nm

Abbildung 6.7: Intermolekularer Triplett-Excimer von 1-MN. Gezeigt ist das transiente Ab-
sorptionsspektrum zur Veoegerungszeit Jus von Benzophenon in reinem 1-MN, angeregt
bei 355 nm. Der linke Teil des Spektrums mit einem Maximum bei ca. 420 nm ist dem Tri-
plett von Naphthalin zugeordnet, die rechte, breite Absorptionsbande (450-620 nm) wird dem
Triplett-Excimer von Naphthalin zugeordnet (die Abbildung ist [WKI] entnommen).

Es sollte auch noch festgehalten werden, dass Wang et al. in ihren Experimenten
keinen Hinweis darauf fanden, dass sich Grundzustands-Komplexe bilden und auch aus-
schliessen konnten, dass Benzophenon und 1-MN einen Exciplex bilden fMY8JK

6.2 Transiente Absorption von Xanthon in Ethanol

Die transiente Absorption von Xanthon in Ethanol mit Anregungs-Lichtimpulsen bei einer
ZentralwellendingeApymp = 340 nm (im Maximum dertrt-Absorptionsbande) wurden

mit einem experimentellen Aufbau wie er in Abbildung 2.5 (Kapitel 2.1.2, Seite 21) be-
schrieben wurde, aufgenommen (Breite der Apparatefunktion ca. 200 fs). Die verwende-
ten Konzentrationen betrugen 2—10 mM. Da die zeitawfgieli Fluoreszenz-Spektren aus
technischen Guriden eine Anregungswell@mgeApump = 270 nm verwendeten, wurden,

um die Vergleichbarkeit der Daten zu galwleisten, ebenfalls transiente Absorptionsex-
perimente mit,ump= 266 nm durchgeftirt (siehe Anhang, Seite 195).

Die Ergebnisse der Messungen naofi-Anregung Apump= 340 nm) sind in Abbil-
dung 6.8 zusammengefasst.

Nach der Photoanregung bildet sich instantan ein schwaches und spektral breites tran-
sientes Spektrum mit einem Maximum bei ca. 700 nm, das sich innethhjts vesndert
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6 Die Markermolekule Xanthon und Naphthalin

Absorbance Change [mOD]
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Abbildung 6.8: Xanthon in EthanolXyump= 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transi-
ente Spektren zu ausgahiten Verogerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globa-
lem Fit mit vier Zeitkonstanten plus Offset.

und zu einer strtkeren Signatur mit einem Maximum bei 630 nm achst. Diese Signa-

tur hat nach 50 ps ihre maximale Amplitude erreichh4{x = 620 nm). Nach dieser Zeit
beobachtet man nur noch eine Verschiebung der Absorptionsbande in den blauen Spek-
tralbereich auf 610 nm (50 nm FWHM). Diese Spektrale Signatur bleibt im experimentell
zugginglichen Zeitbereich bis 3.5 ns konstant.

Die durch den globalen Fitalgorithmus ermittelten Zeitkonstanten im Zeitbereich
—1...3500 ps sind 0.63 ps-40%,+60%), 1.3 ps{30%, +45%), 12 ps£25%), 62 ps
(£20%) und ein Offset-Spektrum, das dem Triplett-Spektrum von Xanthon entspricht.
Die beiden Zeitkonstanten von 1.3 ps und 12 ps beschreiben den Aufbau der Absorp-
tionsbande bei 620 nm, die 62 ps-Zeitkonstante beschreibt eine Blauverschiebung zum
endgiltigen Spektrum des Triplett-Zustands mit dem Maximum bei 610 nm.
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6.3 Transiente Absorption von Xanthonsaure in Ethanol

6.3 Transiente Absorption von Xanthons aure in
Ethanol
Die spdter interessanten Messungen O O

den Xanthonpeptiden finden in Wasser sta
weshalb es san wére, direkte Vergleichs-
messungen von Xanthon gst'in Wasser zu
haben. Xanthon selbst ist in Wasser se
schlecht slich. Rir den Einbau als Mar- o
kermolekil in ein Xanthonpeptid muss das
Xanthon jedoch sowieso modifiziert werden.
Dies geschieht durch Amimgen einer Carboxylgruppe (die Synthese ist beschrieben in
[GL78, Fie02]). Die dabei entstehende Xanthaung (9-Oxoxanthen-2-Carboxglse)

ist etwas besser wasssslich, leider immer noch nicht in Konzentrationen im mM-
Bereich, die @i die Experimente zur transienten Absorption optimatevi'(das folgende
Kapitel entlalt auf Seite 169 Messungen an Xanthaun®'in Wasser).

In Ethanol ist Xanthoreire etwas besserdlich. Rir einen ersten Vergleich wurden des-
halb transiente Absorptionsexperimente an Xantharesin Ethanol durchgehit.

Abbildung 6.9: Xanthongiure: Strichformel.

Xanthone and xanthonic acid in ethanol
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Abbildung 6.10: Xanthon und Xanthorasire in Ethanol. Die Abbildung zeigt zwei direkt
hintereinander aufgenommene Messkurven.

Die prinzipielle Kinetik von Xanthon und Xanthoasie in Ethanol ist nach Anregung
sowohl bei 266 nm als auch bei 340 nm sahnlich (Daten nicht gezeigt). uF einen
direkten Vergleich sind in Abbildung 6.10 die Zeitvaufé von Xanthon in Ethanol und
Xanthonsgiure in Ethanol nach Anregung mit Lichtimpulsen bei der Zentralwellegg"
Apump= 340 nm eingezeichnet. Die beiden Messkurven wurden direkt hintereinander
aufgenommen und sollten deshalb miteinander vergleichbar sein. Die Abbildung zeigt den
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6 Die Markermolekile Xanthon und Naphthalin

zeitlichen Verlauf der transienten Absorption bei einer Abfrage-Wedlege 'von 590 nm,

im Bereich des Maximums der Triplett-Absorption von Xanthon. Die Dynamik ist jeweils
sehrahnlich (der Abfall der Kurve im Bereick- 1 ns kommt von einer nicht optimal
justierten Verogerungsstrecke).

Eine Analyse der Daten ergibt, dass das dynamische Verhalten von Xaatihens™
und Xanthon in Ethanol relatighinlich ist. Man findeahnliche spektrale Eigenschaften
undahnliche Zeitkonstanten. Aufgrund der schlechten Datenaiu&é sich jedoch kein
eindeutiger Satz an exponentiellen Zeitkonstanten zur Beschreibung der Daten finden: die
stark verrauschten Daten lassen sich mit fast beliebigen Kombinationen von Zeitkonstan-
ten mitéhnlicher Gite beschreiben (vergleichba&Werte). Die ermittelten Zeitkonstan-
ten streuen jedoch alle um die Werte herum, die auchKéinthon in Ethanol bestimmt
wurden.

6.4 Quenching des Xanthon-Triplett durch 1-Methyl
Naphthalin

In den Xanthonpeptiden imachsten Kapitel dient Xanthon als Donor in einem Peptid.
Das Xanthon-Molell'wird dabei in den Triplett-Zustand angeregt. Die Energie des Xan-
thon Triplett-Zustands soll bei Kontakt zum Akzeptormalekbertragen werden. Als
Akzeptor dient dabei Naphthylalanin, eineristliche Aminoaure. ki die Spektroskopie
relevant ist die Naphthalin-Gruppe: Xanthon kamvei einen Triplett-Triplett Energie-
Transfer Mechanismus (TTETiriplet quenching®) seine Energie an das Naphthalin ab-
geben. Dieser Mechanismus ist wohlbekannt und wurde von Anderson et al. bereits 1974
fur das Donor/Akzeptor-Paar Benzophenon und Naphthalin untersucht. Sie fanden dabei
Zeitkonstantendi den TTET im Bereich 10-20 ps [JHLS74]. Scaiano et al. beschreiben
in [SDAG95] das Quenchen des Xanthon-Triplett durch 1-Methyl Naphthalin in einem
Zeoliten (faujasite NaY), wo der TTET im Bereich 100 ns auft. Das Quenchen

von Benzophenon, Xanthon und Thioxanthon durch Farbstoffeosuhg beschreiben
Jockusch et al. [JTST97]. Dabei werden die Ketone durch 15 ns-Pulse angeregt und f*
das Quenchen von Benzophenon durch Safranin T einekgatd.1- 10'% 1 (entspricht

einer Zeitkonstanten von 90 ps) berichtet [JTST97].

Zwei verschiedene Arten des TTET sind denkbar: In den bisher beschriebenen Bei-
spielen sind Donor und Akzeptor freie Moldk'in Losung und der TTET findet bei Kon-
takt der beiden statt. bylich ist jedoch auch ein intermolekularer TTET, bei dem Donor
und Akzeptor chemisch miteinander verbunden sind und der TTET ohne direkten Kontakt
der beidendurch die Bindung hindurch” stattfindet. Diesen zweiten Prozess haben Closs
et al. in [CPF88] untersucht und die intermolekulare Quenchrate von 4-Benzophenon mit
2-Naphthalin (verrékt tiber CH) bestimmt zk = 5.0 x 101%™ (20 ps). In [CIMP89]
sind Quenchrateruf"gréf3ere Absihde zwischen Donor und Akzeptor aufgelistet. Wei-
tere Untersuchungen ergaben, dass ein intermolekularer TTET ruipdyigriaximal acht
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6.4 Quenching des Xanthon-Triplett durch 1-Methyl Naphthalin

Bindungséingen stattfinden kann und bei weiteren AbskEn zwischen Donor und Ak-
zeptor keine Rolle mehr spielt [WK99].

Die smter untersuchten Xanthonpeptide sind so ausgelegt, dass mindestens 11 Bin-
dungen zwischen Donor und Akzeptor liegen und somit der intermolekulare TTET keine
Bedeutung hat. Die beobachtete Dynamik muss also von einer Reaktiamteerr die
erst nach dem Kontakt zwischen Donor und Akzeptoaathl”

Direkte Untersuchungen der Quenchraten von Xanthon und 1-MN wurden in der Li-
teratur bisher noch nicht berichtet. Da die Untersuchungen zum Triplett-Triplett Energie-
transfer fundamentalf'die Analyse und das Veestdnis der Experimente zur Kontaktbil-
dung in den Xanthonpeptiden sind, wurden die Messungen zum Quenching des Triplett-
Zustands von Xanthon durch Naphthalin sowohl in Basel mit Laser Flash Photolysetech-
nik als auch in dieser Arbeit mit transienter Absorptionsspektroskopie durdigefur
die Experimente wird dabei eine feste Menge Xanthon (in den fs-Experimenten 5 mM) in
einer Mischung aus Ethanol und 1-MN gst”

Die Laser Flash Experimente eignen sich speziglsEhr niedrige 1-MN Konzentra-
tionen, wo man aus der Diffusionsgleichung Zeitkonstanten im Nanosekundenbereich f~
das Quenching absatrt. Um einerUberlapp mit den ns-Experimenten zu géwiéisten,
wurden fir diese Arbeit Experimente mit folgenden 1-MN Konzentrationen durcigef”
0.006 M, 0.06 M, 0.6 M, 3 M und 6 M.

Samtliche transiente Absorptionsspektren wurden mit Anregungs-Lichtimpulsen bei
einer ZentralwellerdingeApump = 340 nm aufgenommen, die Apparatefunktion betrug
dabei jeweils ca. 200 fs. Die interessanteste Messung ist die von Xanthon in Ethanol mit
0.6 M (10 Vol.-%) 1-MN, weshalb hier nur diese aulflich vorgestellt werden soll (die
Daten der anderen Experimente finden sich im Anhang ab Seite 196).

Ein Blick auf die Rohdaten (Abbildung 6.11, oben) zeigt im Zeitbereich bis 1 ps
fast ausschlief3lich der Anstieg der Triplett-Absorption von Xanthon im Spektralbereich
um 600 nm. Im weiteren Zeitverlauf sieht man das Abklingen dieser Bande und damit
verbunden den Aufbau einer Absorptionsbande um 420 nm (Triplett-Zustand von 1-MN).

Das transiente Spektrum nach 0.2 ps zeigt wie erwartet die Signatur des Xanthon-
Molekls (Abbildung 6.11, unten links). Diese Signatur bei 630 nm erreicht nach ca. 5 ps
ihr Maximum und klingt danach langsam ab, wobei sich das Maximum dieser Absorpti-
onsbande von 630 nm (nach 5 p&)er 620 nm (50 ps) auf 610 nm (200 ps) verschiebt.
Im Zeitbereich von 2—-200 ps sieht man die Bande des Triplett-Zustands von 1-MN anstei-
gen. Im Zeitraum bis 1000 psaghst lediglich das Maximum der Absorptionsbande bei
413 nm noch minimal an.

Die aus einem globalen Fit ermittelten Zeitkonstanten sind 2. 1i8%, —10%),
18 ps (+20%, —20%) und 130 ps+20%, —15%), ein Offset-Spektrum beschreibt das
verbleibende Spektrum des Triplett-Zustands von 1-MN. Die Zeitkonstante von 2.1 ps
beschreibt den Aufbau der Absorptionsbande des Xanthon Triplett-Zustands, hat aber
zusitzlich einen kleinen Beitrag, der einen Aufbau der Absorptionsbande des 1-MN um
400 nm beschreibt. Der wesentliche Aufbau der 1-MN Absorptionsbande findet dann mit
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Abbildung 6.11: Xanthon in Ethanol unter Zugabe von 0.6 M (10 \ol.-%) 1-Methyl Naph-
thalin. Oben: Rohdaten aus der Messung der transienten Absorptionrmiagimregung

(Apump = 340 nm). Unten links: Transiente Spektren zu ausdeten Verogerungszeiten,
rechts: Amplitudenspektrum nach globalem Fit.

Zeitkonstanten von 18 ps und 130 ps statt. Auffallend ist, dass mit der 18 ps-Komponente
vorwiegend ein Abbau im roten Awslfer der Xanthon-Triplett-Absorptionsbande ge-
schieht, vehrend mit der langsameren 130 ps-Komponente die blaue Flanke der Xanthon-
Triplett-Absorption verschwindet. Im Offset-Spektrum sieht man prominent die Absorp-
tionsbande des 1-MN, jedoch auch eine verbleibende breite Absorption im Bereich 500—
700 nm mit einem Maximum bei ca. 590 nm.

144



6.5 Zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen

6.5 Zeitaufgel 0ste Fluoreszenzmessungen

Die Fluoreszenz-Quantenausbeute von Xanthon in Ethanadiete. 7104 [P1604].
Uber die Strickler-Berg Relation (Gl. 4.2, Seite 88) kann daraus eine Lebensdauer des
angeregteATnTt-Zustands von- 1 ps abgesaitzt werden.

Time resolved emission of xanthone in ethanol
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Abbildung 6.12: Links: Statiordire Absorption u. Emission von Xanthon in Ethanol, rechts:
zeitaufged’ste Fluoreszenz (Anregungs-WellamgjeAoump= 270 nm, Wellerdihge der Emis-
sionA¢ = 414 nm. Zusizlich zur gemessenen Emissiéh) (und der Fit-Funktion (durchge-
zogene Linie) ist das durch das Kerr-Medium verursachte Untergrund-Sighelr{gezeich-
net (die Messungen wurden von B. Schmidt durchbe.

Mit einem Kerr-Shutter Aufbau konnte B. Schmidt direkt den Zerfall der Xanthon-
Fluoreszenz beobachten [Sch04]. Abbildung 6.12 zeigtssgmtativ die Zeitakdrngigkeit
der Fluoreszenz von Xanthon in Ethanol bei 414 nm maxhAnregung (270 nm Zentral-
wellenlinge, Pulsdauer ca. 150 fs). Die Daten lassen sich durch eine mono-exponentielle
Modellfunktion beschreiben (za&lich wird zur Beschreibung der Daten ein Offset Si-
gnal bemtigt, das durch eine vom Gate-Lichtimpuls erzeugte schwache Emission des
Kerr-Mediums verursacht wird). Die ermittelte Zeitkonstantedogt< 1.5 ps.

6.6 Diskussion

Wie oben enahnt, konnten die ersten zeitaufgsién Messungen von Damschen et al.
[DMP*78] und Greene et al. [GHW79] aufgrund der zur \enfing stehenden Zeitauf-
losung ihrer Experimente nur eine Zeitkonstante im 10 ps-Bereickidin Aufbau der
Triplett Absorptionsbande von Xanthon nachweisen.

Die fs-Absorptionsexperimente von Cavaleri et al. konnten 1996 nachweisen, dass
die Bildung des Triplett-Zustands bi-phasischaalit [CPB96]. Es stellte sich die Frage,
durch welchen Reaktionsmechanismus dies geschieht.
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6 Die Markermolekile Xanthon und Naphthalin

6.6.1 Dynamik des Intersystem crossing in Xanthon

Im Xanthon-Molekil sind vier angeregte Zumtde {rurt, 3murt, Inmt, und 3nrt*) ener-
getisch durch den Anregungs-Lichtimpuls erreichbar. Allerdings besitzt nutToeF
Zustand ein merklicheblbergangsmoment mit dem Grundzustand. Die zeitaofgel”
Fluoreszenzmessung aus Abschnitt 6.5 liefert somit direkt die Zerfallszeit desr @im”
geregtertmrt-Zustands, der mit ~ 1.5 ps entleert wird. In dendtieren zeitaufgekten
Absorptionsexperimenten [CPB96] konnte diese Zeitkonstante nur indirekt aus der An-
stiegszeit des Triplett-Spektrums geschlossen werden.

Wenn die Zeitkonstante von 1.5 ps das Verlassertties Zustands beschreibt, muss
die in den transienten Absorptionsexperimenten in Abschnitt 6.2 gefundene Zeitkonstante
von 0.6 ps (bzw. 0.2 ps bei 266 nm-Anregung, siehe Anhang) mit Relaxations-Prozessen
im 1mre-Zustand verknpft sein und nicht mit dessen Zerfall.

Fiir die weitere Dynamik kann déibergangrt — mmausgeschlossen werden, da
er die EI-Sayed Regeln [ES63] verletzt (siehe Anhang ab Seiteut38rié anschauliche
Motivation der El-Sayed Regeln). Damit verbleiben zweigiiche Uberginge: Inter-
ne Konversion (IC)tirt — Inrt* (Ratenkonstant&c 1) und intersystem crossing (ISC)
it —3 nret (Ratenkonstantksc1). Die Summe der Ratenkonstanties 1 + kisc 1 ist
dabei gleich der beobachteten Ratenkonstamtedn Zerfall des emittierenden Zustands
(kic1+ksc1=1h1=(15 ps~1). Um diesen Zerfall auf die beidenaglichen Zerfalls-
kardle aufzuteilen, sind zatZliche Informationemiber die beteiligten Zuatide tig.

Aus den Amplitudenspektren (Abb. 6.8) ist ersichtlich, dass mit der 1.5 ps-Kompo-
nente der Aufbau einer starken Absorptionsbande bei 610 nm weitkist. Deren Lage
und Form stimmen gut mit dem Triplett-Spektrum von Xanthdreréin, wie es auch
in der Literatur beschrieben wird (siehe Tab. 6.3 bzw. Tab. 6.4). Es scheint deswegen
wahrscheinlich, dass der 1.5 ps-Prozess zumindest teilweise zur Besetzung eines Triplett-
Zustand fihrt. Andererseitsdrinten die Singuleftnrt*- und!rrt-Zustinde eine sefatin-
liche spektrale Signatur besitzen, weshalb ein Beitrag, wenn nicht sogar eine Dominanz
deslnirt — nmt* IC-Prozesses zachst nicht ausgeschlossen werden kann.

Der Anstieg der Triplett-Absorption von Xanthon is bi-phasisch. Das Amplituden-
spektrum der zweiten Zeitkonstante (12 ps), die mit diesem Anstieg weftkist, ist im
Vergleich zum Spektrum der 1.5 ps-Komponente etwas blauverschoben undlechm™
Das Spektrum der 12 ps-Komponente beschreibAdigerungen, die zum final besetzten
Triplett-Zustand @ihren.

Das sigmoidale Spektrum der 62 ps-Komponente beschreibt eine Blauverschiebung
der Triplett-Absorptionsbande. Einahrilichen Effekt haben Morlet-Savary et air Thi-
oxanthon beobachtet [MSIt99]. Durch Untersuchungen dieser Verschiebungfiiiox-
anthon in diversen &Sungsmitteln konnten sie zeigen, dass die charakteristischen Zeit-
konstantendui diese Verschiebung mit der dielektrischen Antwgdi¢lectric response®)
des Losungsmittels korreliert sind.uF Ethanol wurde eine Zeitkonstante von 72 ps ge-
funden, in gutetUbereinstimmung mit den hier ermittelten 62 ps. Diese Zeitkonstante
ist nicht mit dem Aufbau der Triplett-Absorption venkpft, die 12 ps-Komponente be-
schreibt also den langsamsten Prozess des Aufbaus der Triplett-Absorption.
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6.6 Diskussion

Eine Zuordnung dieser 12 ps-Zeitkonstante zu einem molekularen Prozess bedarf be-
sonderer Sorgfalt, da ihre Verpfung zu den beobachteten Absorpt@ndérungen vom
Reaktionsmodell aldrigt. Diese &innen entweder von einem Anstieg der Besetzung in
der Triplett-Mannigfaltigkeit herfiren, d. h. vonUbergangnrt* — 3mirt (Verzweigungs-
modell, Abb. 6.14a), oder votdbergang®nit — 3t (sequentielles Modell, 6.14b). Im
letzteren Fall m$sen die Absorptionsspektren der beiden Triplett-ahdg eineahnliche
Form besitzen, aber der Extinktionskoeffizient destZustands muss ungaii doppelt
so groR sein wie der déar-Zustands. Da kein unabhgiger Zugang zu diesen Extink-
tionskoeffizienten raglich ist, kann aufgrund der spektroskopischen Untersuchungen an
Xanthon alleine nicht zwischen dem Verzweigungs- und dem sequentiellen Modell unter-
schieden werden.

An dieser Stelle sind die Experimente zum Triplett-Quenching interessant.

6.6.2 Kinetik des Triplett-Quenchings — Dynamischer und
statischer Grenzfall

Fir bimolekulare Quench-Experimente sind zwei Grafiefbekannt, bezeichnet als dy-
namisches und statisches Regimer Riédrige Konzentrationen des Quenchegmami-
scher Bereich) sind die Kinetiken Pseudo-Erste-Ordnung und die Ratenkondtantist
gegeben durch [Tur78]:

kr1 = ko[1-MN]. (6.1)

Dieser einfache Zusammenhang wird durch eine Auftragung der gemessenen Quenchraten
gegen die Konzentration von 1-MNif' Konzentrationen kleiner 0.06 M beastjt (siehe
Abb. 6.13). Man beachte, dass die Abbildung sowohl Ergebnisse aus Laser-Flash Expe-
rimenten mit ns-Zeitaudisung [Fie04] @) als auch Ergebnisse aus den hieaganritier-
ten fs-Experimentenil], Abschnitt 6.4 und Anhang) kombiniert. Aus den Datenadirh™
man durch einen linearen Fit eine bimolekulare Ratenkonstante7 x 10° M~ 1s 1,
Einen Wert in der gleichen @Renordnung s&tzt manuber eine einfache Behandlung
der Diffusionsgleichung nach Smoluchowski-Stokes-Einstein [MCH93lkab= 5.4 x
10° M~1s71). Dies ist ein Anzeichen daf; dassfit diesen Bereich der Konzentration das
Quenchen diffusionskontrolliert adolft.

Einfache mono-exponentielle Kinetiken beobachtet man auchKénthon in rei-
nem 1-MN. Dort kann die Bildung des 1-MN Triplett-Zustands mit einer Zeitkonstanten
von T = 1.8 ps beschrieben werden (siehe Tab. 6.5). In diesatischen Grenzfall ist
das Xanthon-Molell bereits bei der Photoanregung von Quenchern umgeben und zur
Auslésung des Quenchprozesses ist keine diffusive Bewegung rogfr Das Triplett-
Quenching ist in diesem Grenzfall schneller als die langsamere 12 ps-Komponente der
Bildung der Absorption des Xanthon Triplett-Zustands in reinem Ethanol.
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Abbildung 6.13: Stern-Vollmer Plot: Abhanhgigkeit der Ratenkonstantég fur den TTET
von der 1-MN Konzentration. Die Abbildung ermtlh'Daten aus ns-Experimente®)(und
fs-Experimenten £ fur die jeweils schnellste Komponentll, und OJ fur die langsameren
Komponenten; wenn nur eine Zeitkonstante das Quenching beschreibt, ist dieriggé&tate
mit l eingezeichnet).

Konzentration 1-MN Ermittelte Zeitkonstanten
0.006 M| 0.3ps 18ps 10ps 50ps 15ns
0.06M|0.3ps 16ps 69ps 54ps 1.6ps

0.6 M — 21ps 18ps 130ps =
3M — 12ps 4.7ps 170ps 2.8ns
6M — 10ps 1.7ps 32ps =

Tabelle 6.5: In den fs-Experimenten ermittelte exponentielle Zeitkonstartends Triplett-
Quenching von Xanthon in Ethanol durch 1-MN.
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6.6.3 Kinetik des Triplett-Quenchings — mittlere
Quencher-Konzentration

Bei einer Konzentration von 0.6 M 1-MN kann man débergang vom dynamischen
zum statischen Regime beobachten (Abb. 6.11). Hier hinterlassen beide dieciaE
Signaturen. Die langsame Komponente von 120 pglledie Vorhersagen der Diffusi-
onsgleichung nach Gl. (6.1), aber schnellere kinetische &gatrit Zeitkonstanten von

15 ps und sogar 2 psifden Anstieg des 1-MN Triplett-Zustands stammen von einem sta-
tischen Beitrag des Quenching. SoldBleergangsbereiche besitzen eigentlich ein nicht-
exponentielles kinetisches Verhalten, was sich darin widerspiegelt, dass zur Beschreibung
der experimentellen Datemrfjede Dekade eine Zeitkonstante begt wird. Derarti-

ge nicht-exponentielle Kinetiken werdemufig dann in bimolekularen Photoprozessen
beobachtet, wenn einer der Reaktionspartner in hohen Konzentrationen vorliegt. Unter-
suchungen, die sich damit besétigen behandelnahifig das Quenching des angeregten
Singulett-Zustands ein identisches Verhalten sollte jedoch auchdas Quenching des
Triplett-Zustands vorherrschen.

6.6.4 Kinetik des Triplett-Quenchings — Anomalie bei 3 M

Die Experimente mit 3 M 1-MN weichen von dem saubetdpergang zwischen dy-
namischem und statischem Verhalten ab. Auf kurzen Zeitskalen dominiert die 2 ps-
Komponente die Quench-Kinetik, womit das statische Quenching der ausschliel3liche Me-
chanismus auf dieser Zeitskala isto¢hstuberraschend findet man jedoch atzdich zu
diesem Pikosekunden-Prozess einen Beitrag zum Zerfall des Xanthon Triplett-Zustands
mit einer Zeitkonstanten vor 3 ns (siehe Tab. 6.5). Dies ist wesentlich langsamer als
die 120 ps-Zeitkonstante, dierfdas dynamische Quenchen im Falle von 0.6 M 1-MN
gefunden wurde.

Eine letztliche Erkdirung dieser Anomalie kann hier nicht gegeben werden. &s w”
maoglich, dass sie ihren Ursprung in der Mischungs-Thermodynamik von 1-MN mit Etha-
nol in Kombination mit bevorzugterdslichkeit liegt (,preferential solvation®).

Es ist bekannt, dass aromatische Kohlenwasserstoffe (wie 1-MN) und Alkohole po-
sitive Mischungs-EnthalpiefiH, besitzen [OS96] und diese Enthalpig €inen Molen-
bruch von 0.5 maximal ist [LLLO4]. Eine Konzentration von 3 M 1-MN in Ethanol ent-
spricht einem Molenbruch von 0.3. Typische Maximum-WetteZH, sind 1 KJ/mol
[LLLO4], was ungeéihr gleich dem WerT AS,, fur den entropischen Gewinn ist und
~ 1.6 KJ/mol {ir ideale l6sungen ausmacht [AP02]. D&nderung der freien Energie
in der Mischung AG,;) wird deshalb nahe bei Null sein, weshalb solche Mischungen der
Separation nahe sind und man erwarten kann, dass sich mikroskopische Cluster mit ei-
nem erlohten Anteil 1-MN und solche mit einem eiitén Anteil Ethanol finden. Die
Xanthon-Molekile konnten dann zwischen diesen Clustern aufgeteilt werden, wobei das
eher polare Xanthon-Moleikvorwiegend in Ethanol gekt sein wird. Es gibt viele Bei-

LFiir eineUbersicht incl. theoretischer Beschreibung siehe z. B. [SKS98].
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spiele fir eine derartige bevorzugteoklichkeit, siehe z. B. [JHO3] und darin enthaltene
Referenzen.

Damit liel3e sich ein Modellui die Anomalie bei 3 M 1-MN ableiten: Ein Teil der
Xanthon-Molekile befinden sich in Ethanol-Clustern, ihr Triplett-Zustand wird langsam
gequencht, da die 1-MN Moleie in die Cluster hineindiffundierenussen. Der andere
Teil der Xanthon-Molekle ist umgeben von 1-MN Molekén, ein schnelles statisches
Quenchen ist mglich. Es handelt sich hierbei lediglich um eine Hypothese, die durch
weitere Experimentaberprift werden muss.

Fir die weitere Diskussion ist jedoch nur relevant, dass das ExperimeBtivhil-

MN auf der hier interessanten Zeitskala (Pikosekunden) in Einklang mit den restlichen
Experimenten ist, speziell auch mit dem an Xanthon in reinem 1-MN.

6.6.5 Mechanismus des Quenching — Energietransfer vs.
Elektrontransfer

In reinem 1-MN ist die Bildung des 1-MN Triplett-Zustands mit einer Zeitkonstanten von
1.7 ps schneller als die langsame 12 ps-Komponente des Anstiegs der Triplett-Absorption
von Xanthon in Ethanol. Ein Vemstidnis dieseaberraschenden Ergebnisses erfordert die
Diskussion des Quench-Mechanismus.

Zwei Prozesse d&dinen zum statischen Quenching beitragen: Ein Triplett-Triplett
Energietransfer und ein Elektrontransfer, bei dem ein Radikalpaar erzeugt wird (1-MN
Kation und Xanthon Anion). Durch Messungen der Photo-kéitikeit konnten ldge-
mann und Vauthey einen Elektrontransfer-Mechanisrausl&és Quenching von Triplett-
Xanthort durch 1-MN ausschliessenahiend ir Naphthalin-Derivate mit einem weniger
positiven Oxidationspotential ein Elektrontransfer nachgewiesen wurde [HV98]. Dieses
Verhalten wird durch die Energetik der ProzesseatkMWéhrend dieAnderung an freier
EnergieAG fur den Elektrontransfer zwischen Triplett-Xanthon und 1-MN im wesentli-
chen Null ist, wird er &ir Naphthaline mit einem geringeren Oxidationspotential negativ,
wodurch ein Elektrontransferaglich wird.

Startet man jedoch im Singulett-Zustand von Xanthon, ist die Situation anders: Die
Energie des Radikalpaars ist nahezu umailging von seinem Spin-Zustand [SU89], die
Energie des Ausgangszustands ist jedoch um den Wert der Singulett-Triplett-Aufspaltung
in Xanthon loher & 0.3 eV [PH71]). kif den angeregten Singulett-Zustand von Xanthon
wird ein Elektrontransfer deshalb mit 0.3 eV exergonisch. In den Experimenten von
Hogemann und Vauthey war aufgrund der geringen (0.1 M) Quencher-Konzentrationen
ein Singulett-Elektrontransfer nichtaglich, da das ISC schneller war als ein (diffusions-
kontrollierter) Elektrontransfer. éf"die hier durchgeffirten Experimente an Xanthon in
reinem 1-MN ist ein Elektrontransfer jedoch denkbar undgde einen alternativen Zer-
fallskanal fir den angeregten Singulett-Zustand von Xanthoiffieen.

1Die Experimente verwendeten eine sehr geringe Konzentration von 1-MN. Das Quenching ist demnach
vollstandig diffusionskontrolliert und das Xanthon-Moigkéfindet sich zum Zeitpunkt des Quenching
komplett im Triplett-Zustand.
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6.6 Diskussion

Zwei Punkte sprechen jedoch gegen den Elektrontransfer:

1. Innerhalb der Vergleichbarkeit unterschiedlicher transienter Absorptionsexperimen-
te ist die Signalbhe der Absorptionsbande von Triplett 1-MN nach Abschluss des
Quenching identischuf“unterschiedliche Konzentrationen von 1-MN (dies wurde
sowohl in den ns-Laserflash- [Fie04] als auch in den fs-Absorptionsexperimenten
beobachtet). Das heil3t, dass die Ausbeute an Triplett 1-MN keinarfgipKeit
von der Quencher-Konzentration zeigt. Da der Elektrontransfer einen konkurrieren-
den Zerfallskanal darstellt,swde man bei einer Realisierung des Elektrontransfer-
Quenchings eine Reduzierung der Triplett-Ausbeutdbhe Quencher-Konzentra-
tionen erwarten.

2. Die Experimente an Xanthon in reinem 1-MN konnten weder eine spektrale Signa-
tur des Xanthon Anions noch des 1-MN Kations nachweisen, welche im Spektral-
bereich 550-720 nm sichtbar sein sollten [HV98]. Nach dem schnellen Zerfall des
Triplett-Spektrums des Xanthon-Molels'innerhalb 1 ps sind in diesem Spektralbe-
reich jedoch keine langlebigen spektralen Signaturen mehr sichtbar. Dalsstem”
das Radikalpaar — falls es gebildet wird — in weniger als 1 ps erzeugt werden und
wieder rekombinierenUber die Marcus Theorie [Tur78] kann man aufgrund der
stark unterschiedlichen freien Energien0(3 eV fiur die Bildung eines Singulett
Radikalpaars und-3.18 eV [HV98] flir dessen Rekombination)rfbeide Prozesse
eine derart schnelle Kinetik jedoch ausschliel3en.

Mit diesen beiden Argumenten scheint es deshathdfé weitere Diskussion gerechtfer-
tigt, nur den Energietransfer-Mechanismus zwbksichtigen.

6.6.6 Quench-Mechanismus — Verzweigung vs. sequentielles
Modell

Das Fehlen der 12 ps-Komponente in der Kinetik von Xanthon in reinem 1d@Nsdich

nur verstehen, wenn alle Xanthon-Moig& bereits mit der schnellen Zeitkonstanten von
1.5 psuber ISC in den Triplett-Zustand gelangen. Die experimentellen Daten sind des-
halb nicht mit einem Verzweigungs-Mechanismus vereinbar, wie er in Abb. 6.14a dar-
gestellt ist. Hier wifde die langsame 12 ps-Komponente von eifem® — 3mrt-1SC
herihren. Ein Quenching deswrt-Zustands durch Singulett-Singulett Energietransfer
zwischen Xanthon und 1-MN ist nichtaglich, da der $Zustand von 1-MN energetisch
weit oberhalb dem von Xanthon liegt (vgl. Tab. 6.2). Ein Singulett-Triplett Energietransfer
ist zwar energetisch aglich, aber Spin-verboten und wird deshalb zwischen unterschied-
lichen Molekilen nicht mit einer solch kurzen Zeitkonstanten stattfinden.

Aus diesem Grund kann die langsame Komponente der Bildung des Triplett-Zustands
nicht der Entelkerung des'nrt*-Zustands zugeordnet werden und der Verzweigungs-
Mechanismus muss ausgeschlossen werden.

Im sequentiellen Modell ist der einzige Reaktionskanal, auf dem'ngi-Zustand
verlassen werden kann der schnelle ISC-Prozast — 3nrt* (1.5 ps). Dieser Zustand
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6 Die Markermolekile Xanthon und Naphthalin

(a) branched kinetics (b) sequential kinetics

Abbildung 6.14: Photochemie Xanthon: Zuordnung der extrahierten Zeitkonstanten zu mo-
lekularen Prozessen. (a) Verzweigungs-Modell , (b) sequentielles Modell.

zerféllt dann langsamer (12 papér interne Konversion zurtrt-Zustand. Bereits nach

dem ersten Prozess befindet sich die gesamte Besetzung in der Triplett-Mannigfaltigkeit.
Hier ist von beidenzZustinden ¢nrt* und 3rtrt) aus ein Triplett-Triplett-Energietransfer

zu 1-MN maglich und das Verschwinden deamgerlebigen Komponente im Anstieg des
Xanthon Triplett-Spektrums wird zwanglos eaki.”

An dieser Stelle spielt die Konfiguration des energetisch am tiefsten liegenden Trip-
lett-Zustands von Xanthon eine wichtige Rolle. Cavaleri et al. beobachteten einen bi-
phasischen Anstieg des Triplett-Spektrums von Xanthon warady'von der Polart’
des Losungsmittels [CPB96]. Sie nehmen an, dass,deterse gap effect’ in Xanthon
realisiert ist, wonach in polarenostingsmittelril; = 3mtrt und in unpolaren bdungs-
mitteln T; = 3n1t* gelten sollte (vgl. Abschnitt 6.1.2 Abb. 6.4a). Da die El-Sayed Re-
geln verlangen, dass ein ISC-Prozess, der im Singtiigtt-Zustand beginnt, im Triplett
3nmt-Zustand endet, wrde demnach in einem unpolareodlingsmittel deniedrigste
Triplett-Zustand direkt besetzt. Nach dem sequentiellen Mode#iste dann in unpola-
ren Losungsmitteln ein mono-exponentieller Anstieg der Triplett-Absorptionsbande von
Xanthon beobachtet werden, im Gegensatz zu den Beobachtungen von Cavaleri et al.

Da die oben mSentierten Argumente starkrféine Realisierung des sequentiel-
len Modells sprechen, muss man folgern, dass in Xanthon keine Inversion der Triplett-
Zustnde auftritt und das Schema in Abb. 6.4b richtig ist.

Es féallt auf, dass in dem hier vorgeschlagenen sequentiellen Modell der ISC-Prozess
Lt — 3nre (1.5 ps) schneller ist als die darauf folgende interne Konversioh— 3rurt
(12 ps) innerhalb der Triplett-Mannigfaltigkeit. Dies wird venstilich, wenn man die
physikalische Basis der El-Sayed Regelnuo&sichtigt. Diese basieren darauf, dass die
Anderung des Elektronen-Spins durch efsrederung des Orbital-Drehimpulses kompen-
siert wird. Ein ISC-Prozess, der eine solche Kompensation beinhaltet, wird effizient sein.
Bei der internen Konversion zwischen einem Zustand®mit -Charakter und einem
mit 3ntt*-Charakter kann diénderung des Drehimpulses im Orbital — da es sich um
einen IC-Prozess handelt — nicht durch efmderung im Elektronen-Spin kompensiert
werden. Wenn man so die El-Sayed Regelmkehrt* wird plausibel, warum eitnrt —
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6.6 Diskussion

3rirt 1C-Prozess langsamer und weniger effektiv sein kann als'®eit — 3nrt* 1ISC-
Prozess.

6.6.7 Dynamik des ultraschnellen Quenching

Aus den Experimenten zum Triplett-Quenching bei verschiedenen Konzentrationen von
1-MN kann man zuatzliche Informationemubber den Prozess des Quenching selbst zie-
hen. Hiertir ist in Abb. 6.15 das zeitliche Verhalten des Transfersdié hier gemesse-

nen 1-MN Konzentrationen zusammengefasst. Der obere Teil der Abbildungjtedtals™
zeitliche Verhalten deuber den Spektralbereich 414—-438 nm integrierten 1-MN Triplett
Absorptionsbandeutdie verschiedenen 1-MN Konzentrationen, der untere Teiladinth”
analog die von 550-650 nm integrierte Triplett-Absorptionsbande von Xanthon (Absorp-
tionszunahme nach unten aufgetragen).
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Abbildung 6.15: Vergleich des Triplett-Quenching bei unterschiedlichen 1-MN Konzen-
trationen. Im oberen Teil ist der zeitliche Verlauf der 1-MN Triplett Absorptionsbande
(414-438 nm) dargestellt, im unteren Bereich (gespiegelt) der Verlauf der Xanthon Triplett-
Absorptionsbande (550-650 nm)urdie Messungen wurde jeweils 5 mM Xanthon in Etha-
nol gebst. Die verwendeten 1-MN Konzentrationen waren (a) 0 M, (b) 0.06 M, (c) 0.6 M, (d)
3.0 M und (e) reines 1-MN.

Fur sehr niedrige 1-MN Konzentrationer (0.6 M) beobachtet maruf'das Quen-
ching mono-exponentielle Kinetiken, bei denen die Quenchraten linear von der 1-MN
Konzentration abéirigen, wie es nach Diffusionsgleichung nach Smoluchowski-Stokes-
Einstein (GI. 6.1) auch zu erwarten isturHiohere Quencher-Konzentrationen ergeben
sich Abweichungen vom mono-exponentiellen Verhalten des Quenching.
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6 Die Markermolekile Xanthon und Naphthalin

Bei der lochsten Konzentration 1-MN findet man schliel3lich wieder einen mono-
exponentiellen Anstieg der 1-MN Triplett Absorption mit der gleichen Zeitkonstanten wie
der schnelle Teil des Aufbaus der Xanthon Triplett-Absorption (ca. 1.5 ps). Dieses mono-
exponentielle Verhalten zusammen mit der niedrigen Konzentration des Xanthon-Triplett
Ausgangszustands geben einen Hinweis darauf, daslébzéegangsratd!sxﬁs(l,MN) =
1/tax _,3(1-mn) des Energietransfers vom Xanthon Triplett-Zustand zu 1-MN schneller ist
(< 1 ps) als die Bildung (1.5 ps) des Xanthon-Triplett selbst. Aus den Experimenten
mit reinem 1-MN als losungsmitteldf3t sich jedoch nicht entscheiden, ob diese schnelle
Quenchrate durch einzelne, richtig platzierte 1-MN Maollekverursacht wird, oder ob
sie von der grof3en Zahl 1-MN Molel€ hertihrt, die in Kontakt mit dem Triplett-Donor
Xanthon sind.

Eine Unterscheidung zwischen den beiden Szenarien ist durch die Experimente bei
niedrigeren Quencher-Konzentrationemmghch. Bei niedrigerer 1-MN Konzentration
sinkt die Zahl der Akzeptor-Moleké, die das Xanthon-MolekUmgeben. Védie die Ra-
tenkonstante des statischen Quenching von der Zahl der umgebenden Akzeptas®lolek™
abhéngig, so misste mandi’ die schnellste Zeitkonstante des Quenching eine Verlangsa-
mung sehen (Abnahme der Quenchrate). Interessant sind hier die Experimente mit 0.6 M
1-MN. Der direkt mit dem Quenching verbundene Anstieg der 1-MN Triplett-Absorption
laf3t sich dort mit drei Zeitkonstanten beschreiben: 2 ps (relativer Anteil 30%), 15 ps (40%)
und 120 ps (30%). Der 120 ps-Prozessiitrsl. (6.1) und wird deshalb dem dynamischen
Quenching zugeordnet. Die 15 ps-Komponente beschreibttengang zwischen stati-
schem und dynamischem Quenching-Regime. Die 2 ps-Komponente schlieflicterri
von statischem Quenching her. Diese Zeitkonstante ist identisch mit deurd@fthon
in reinem 1-MN beobachtet wurde, d. lurfdie 10-fache Konzentration an Akzeptor-
Molekilen. Mit anderen Worten: Nur didmplitude des statischen Quenching nimmt
mit der 1-MN Konzentration ab, nicht aber ditatenkonstanteDie Ratenkonstante des
statischen Quenching skaliert demnach nicht mit der Anzahl der Akzeptor-Me|ekié
in engem Kontakt zum Xanthon-Molakstehen. Es scheint ausreichend, wenn sich ein
einziges 1-MN Moleklin der Ndhe des angregten Xanthon-Malgkim Triplett-Zustand
befindet, um einen Energie-Transfer innerhsllh ps zu ermglichen.

6.6.8 Zusammenfassung

Die spektral breitbandigen Untersuchungen zur transienten Absorption und Emission an
Xanthon und Xanthon/1-MN Mischungen ergaben wichtige neue Erkennumni&sedas
intersystem crossing in Xanthon und den Triplett-Triplett Energietransfer von Xanthon zu
1-MN.

Die Ergebnisse zur Photochemie von Xanthon und dem Triplett-Quenching durch 1-
MN sind in Abbildung 6.16 zusammengefasst: Durch den Anregungs-Lichtimpuls wird
der Singulettrtrt-Zustand von Xanthon besetzt, eine ultraschnelle Relaxation findet dort
statt ¢ ~ 0.6 ps). Die gesamte Population des Singulatit-Zustands gelangiber ein
(El-Sayed erlaubtes) intersystem crossing in éiem* Triplett-Zustand { ~ 1.5 ps) und
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6.6 Diskussion

daraufhinuber interne Konversion in den energetisch am tiefsten liegefrignZustand

(t = 12 ps), woraus sich der beobachtete bi-phasische Anstieg der Triplett-Absorption
von Xanthon ergibt. InPriré-Zustand findet noch eine Blauverschiebung der Triplett-
Absorptionsbande von Xanthon statt, die von der dieleketrischen Antwortaksgs-
mittels hertihrt (T = 62 ps).

I
z 1.5ps
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3nr*
12 ps <1ps
340nm St < 1 ps
.’ T
7
—4_ 7 |
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Abbildung 6.16: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Photochemie von Xanthon: Der
Triplett-Zustand wirduber einen sequentiellen Mechanismus erreicht®migr-Zustand ist
unabtaingig von der Polardt des losungsmittels der energetisch am tiefsten liegende Triplett-
Zustand von Xanthon und bei direktem Kontakt mit 1-MN findet ein Triplett-Triplett Energie-
transfer innerhallx 1 ps statt.

Bereits wenn ein einziges 1-MN Molakin Kontakt mit dem angeregten Triplett-
Xanthon kommt, findet ein effektiver Triplett-Triplett Energietransfer innerkalh ps
statt, wobei beide Triplett-Zustide des Xanthon Molelks von 1-MN gequencht werden
konnen. Fif 1-MN Konzentrationer< 0.06 M beobachtet man rein dynamisches Quen-
ching, das die Smoluchowski-Einstein-Stokes Gleichungjlerél. h. die beobachtete Ra-
tenkonstante des Quenching skaliert linear mit der Konzentration der Akzeptordfalek™
Eine 1-MN Konzentration von 0.6 M kennzeichnet débergang vom statischen, diffu-
sionskontrollierten Regime zum dynamischen Regime, bei dem die 1-MN Konzentration
so grol} ist, dass einige Xanthon-Moldd bereits zum Zeitpunkt der Photo-Anregung in
Kontakt mit einem 1-MN Molell'sind. In diesem Fall wird bereits dénrt*-Zustand von
Xanthon gequencht. Am deutlichsten ist dies Xanthon in reinem 1-MN sichtbar, wo
der Triplett-Triplett Energietransfer von Xanthon zu 1-MN durch die Besetzungrues
Zustand von Xanthon limitiert wird. Bei 3 M 1-MN beobachtet man eine Anomalie, die
von bevorzugter bslichkeit heruhren lonnte.
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7 Beobachtung der Kontaktbildung in
Xanthonpeptiden

Zu den initialen Schritten der Proteinfaltungft sicherlich das Ausbilden von Sekuame”
struktur-Elementen wi@-Helices undB-Faltblattern. &imtliche derartige Strukturele-
mente beatigen in einem ersten Schritt die Formation eines Kontaktes zwiselamlich
entfernten Teilen der Aminasifenkette. &' ein Versiindnis dieser initialen Schritte der
Proteinfaltung ist es deshalb wichtig zu wissen, wie schnell eine solche Kontaktbildung
ablauft. Die biophysikalische Fragestellung in diesem Kapitel lautet deshalb:

»Wie schnell ist die Kontaktbildung in frei beweglichen Peptiden?"

Der Aufbau dieses Kapitels ist wie folgt:

e Nach einer ausftirlichenVorstellung der hier durchgeffirten Experimente (Ab-
schnitt 7.1) wird in

e Abschnitt 7.2 gezeigt, wie aus deiffusionsgleichung eine exponentielle Zeitkon-
stante abgeleitet werden kann, die die Kontaktbildung in Peptiden beschreibt.

e Die im Rahmen dieser Arbeit durchgelfiten Experimente bilden eine Emgung
und Erweiterung zu Experimenten, die urspglich am Biozentrum der Univerait”
Basel in der Gruppe um Prof. Thomas Kiefhaber begonnen wurden. Abschnitt 7.3
bietet eineZusammenfassung der L aser-Flash Experimente.

e Um unterscheiden zudkinen, welche Dynamik in den transienten Spektren von der
Kontaktbildung verursacht wird, betigt man Messungen aRefer enz-Systemen
(Donor alleine in Wasser und Peptide, die nur mit Donor bzw. nur mit Akzeptor
markiert sind — Abschnitt 7.4).

e Abschnitt 7.5 entalt die Ergebnisse der Messungen zur Kontaktbildung in Xan-
thonpeptiden.

e Den Abschluss des Kapitels bildet dieskussion, die die Kontaktbildung in den
Xanthonpeptiden im ns- und sub-ns Zeitbereich untersucht (Abschnitt 7.6).
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7 Beobachtung der Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

7.1 Realisierung der Experimente

Die prinzipielle Idee eines Experiments zu diesem Themenkomplex wurde bereits in der
Einleitung geschildert (siehe Seite 14). Abbildung 7.1 zeigt den Ablauf der hier durch-
geflinrten Experimente etwas detaillierter und formuliert gleichzeitig die Anforderungen
an ein ideales Donor/Akzeptor-System:

1. Ausgangspunkt bildet die &paration eines Ensembles frei beweglicher Peptide in
Losung, die alle mit Donor und Akzeptor markiert sind. Zu einem beliebigen Zeit-
punkt mag das Ensemble aus denffdargestellten Konformationen bestehen (siehe
Abb. 7.1,,Praparation*). Wichtig ist festzuhalten, dass die Peptider den gesam-
ten Beobachtungszeitraum frei im&Lling beweglich sind und bleiben.

2. Durch einen kurzen Anregungs-Lichtimpuls wird der Donor markiert (Abb. 7.1,
»Markierung*). Die Anforderungen an einen idealen Donor sind, dass die Markie-
rung sehr schnell ahlift und das Peptid von dieser Markierung nicht beeinflusst
wird. Die Zeitdauer der Markierung definiert in diesem Experiment, digparate-
funktion”, denn dadurch wird der Startzeitpunkt der Beobachtung definiert.

3. Nach der Markierung setzt das Peptid seine (uogeytBewegung im bSungsmit-
tel fort, solange, bis die beiden gekennzeichneten Teile des Peptids in Kontakt kom-
men (Abb. 7.1, Kontakt’). Dies ist der eigentlich interessante Zeitbereich. In einem
idealen System ist der Donor-Zustand extrem langlebig, damit das zurguerg”
stehende Zeitfenster zur Beobachtung der Kontaktbilduogjietist grof3 ist.

4. Nur bei direktem Kontakt zwischen Donor und Akzeptor wird die Energie vom Do-
nor auf den Akzeptoubertragen, die Beobachtung stoppt (die Absorptionsbande
des Donors verschwindet, gleichzeitig wird die des Akzeptors aufgebaut). In ei-
nem idealen System ist dieser Energietransfer wiederum sehr schnell und garantiert
damit einen klar definierten Endzeitpunkt der Beobachtung.

Zusammengefasst muss ein ideales Paar von Marker-Mieleldemnach folgende
Anforderungen edllen: Schnelle Markierung des Donors, langlebiger Donor-Zustand
und nur bei direktem Kontakt mit dem Akzeptor schnellen Energietransfer vom Donor
zum Akzeptor.

Das 1ir diese Arbeit ausgeaVilte Paar ist Xanthon als Donor und Naphthalin als
Akzeptor (in Kapitel 6 konnte gezeigt werden, dass die beiden Mige#fie Anforde-
rungen an ein ideales System sehr guukéefi). Die Markierungszeit ist der Zeitraum
vom Beginn der Anregung des Xanthon-Malékdurch den Anregungs-Lichtimpuls bis
zum Zeitpunkt, ab dem sich das Xanthon-Malekn Triplett-Zustand befindet (Abb.
7.2a). Der langlebige Donor-Zustand ist der Triplett-Zustand des Xanthon (Abb. 7.2b).
Der Energiebertrag von Donor zu Akzeptor ist ein Triplett-Energie-Tran'sfem Xan-
thon zu Naphthalin (Abb. 7.2cuf Details siehe Abb. 6.16, Seite 155). Zwei Dinge sind

1Andere Ansitze in der Literatur verwenden z. B. Fluoreszenz-Quenching [HHGNO2, HNO3] oder
Elektron-Transfer [CLWGO3]. Lapidus et al. untersuchen Kontaktbildung durch Triplett Energietransfer
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7.2 Ableitung der Kontaktbildungsrate aus der Diffusionsgleichung

Ensemble Markierung Freie Kontakt Energie-
freier Peptide (Start) Bewegung Transfer
markierter (Stop)

C%ﬂ\ Peptide

K ke
Ex krrer
w Ideal: :) Ideal:

sehr schell

(a)

sehr schell

(c)

Abbildung 7.1: Prinzip der Experimente zur Kontaktbildung in Peptiden: Durch den
Anregungs-Lichtimpuls wird das Donor-Molekschnell markiert (a) und befindet sich da-

nach im langlebigen Triplett-Zustand (b). Bei direktem Kontakt von Donor und Akzeptor
endet das Experiment (c): die Energie des Donors wird schnell auf den Akzdggtdragen.

hier noch wichtig: (i) Energietransfer vom Donor zum Akzeptor findet nur bei direktem
Kontakt statt, die Energie wird nichtlurch den Raumtibertragen (Dexter-Mechanismus
[Dex53, Tur78]). (ii) Der energetisch am niedrigsten liegende Singulett-Zustaies
Naphthalins liegt deutlich oberhalb deg-Bustands des Xanthon, wodurch ein Singulett-
Energie-Transfer ausgeschlossen werden kann.

7.2 Ableitung der Kontaktbildungsrate aus der
Diffusionsgleichung

Die hier durchgaihrten Experimente haben zum Ziel, die Zeitkonstante der Kontaktbil-
dung in frei beweglichen Peptiden zu bestimmen. Wie aber kommt man dazu, diesen
Prozess mit einer exponentiellen Zeitkonstante zu beschreiben?

Die folgende Darstellung zielt spezifisch auf die Bestimmung der Kontaktbildungs-
rate in einem Peptid ab und beruht auf einer Arbeit von Szabo et &lirs{ passage
time approach to diffusion controlled reactions*), oftmals,8S§S-Theorie* bezeichnlet

von Cystein zu Tryptophan [LEHO0O, LEHO1, LSB2, BSL"03] (diese Methode hat den Vorteil, dass
die ,Marker-Molelile" selbst Aminoauren sind, allerdings beilyt die Zeitkonstanteuf'den Energie-
transfer ca. 100 ps).

WWeitere Ansitze zur Ableitung der Kontaktbildungsrate, Simulationen und Vergleiche mit Experimenten
finden sich z. B. in [Zwa74, KW94, PTWO01, WZ02, DLOY03, KJ03, Por03, Zho03, HX04, DC04].

159
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(a) Markierung
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Abbildung 7.2: Energieschema der Marker-Moldk’

[SSS80]. Ausgangspunkt ist die Diffusionsgleichung.

Gesucht ist digmittlere" Reaktionszeit, wobei in dieser Arbeit mit Reaktion der
Triplett-Triplett Energietransfer bei direktem Kontakt von Donor und Akzeptor gemeint
ist. Diese mittlere Reaktionszaitist bestimmt durcls(t), die Wahrscheinlichkeit daf;
dass der Energietransfer zur Zertoch nicht stattgefunden hais{rvival probability*):

T— /O dts(t). (7.1)

s(t) wiederum ist folgendermafen mit der Wahrscheinlichgéit t) verknipft, die
angibt, dass das System zur Zeiten (vektoriellen) Donor-Akzeptor Abstamdesitzt:

s(t) = /dr p(r,t). (7.2)

Um von der mittleren Reaktionszeitzu einer Kontaktbildungsrate (bzw. zu einer
exponentiellen Zeitkonstanten) zu kommen, wird angesetzt

S(t) ~ sapproxXt) = exp—t/1) (7.3)

undt = T identifiziert. Im Folgenden wird deshatbanstattt verwendet (die @Gfte diese
Approximation wird weiter unten untersucht).
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7.2 Ableitung der Kontaktbildungsrate aus der Diffusionsgleichung

Die Wahrscheinlichkeitsverteilung(r,t) erflillt die Diffusionsgleichung nach Smo-
luchowski:

0 .
ap(nt) - D'J(r,t)v

j(l’,t) = D[Dp(r,t)+Bp(r,t)DU(r)], (7.4)

mit der DiffusionskonstantérD, einem (zuachst beliebigen) Wechselwirkungspotential
U(r) undB = (ksT)~ L.

Folgende Annahmen werden getroffen: (i) Es wirdapdche Symmetrie angenom-
men. (ii) Im Gleichgewicht soll die Boltzmann-Verteilung gelten. (iii) Bei Kontakt findet
mit Wahrscheinlichkeit eins ein instantaner Energietransfer statt. (iv) Die Bewegungen
innerhalb des Peptids laufen wesentlich schneller ab als die Kontaktbildungur(ejr-"
dreidimensionales Peptid (Polymer) wird ein (gpBth symmetrisches) harmonisches Po-
tential angenommen & |r |):

32

(r) = 282
Dieses Potential ist ein plmbomenologischer Ansatz, der die entropische Kraft im Peptid
beschreiben soll ~ Tr?). Dabei istL der mittlere Abstand zwischen Donor und Akzep-
tor im Peptid (% = <r2>). Das harmonische Potential ist die einfachste Darstellung der
im Peptid tatachlich auftretenden kafte, wenn die (mit Donor und Akzeptor markierten)
Enden gegeneinander bewegt werdamsseh. Bei groBer Temperatur wird défnung
vonU (r) kleiner; damit wird die Beobachtung umgesetzt, dass bei hohen Temperaturen
die einzelnen Segmente des Peptids sich so schnell gegeneinander bewegen, dass grol3e
Abstande nicht mehr realisiert werdeorkien.

(7.5)

Zur Losung der Diffusionsgleichung werden noch Randbedingungestigen/Venn
Donor und Akzeptor sich auf defKontaktabstanda geréhert habenr(= a), findet mit
Wahrscheinlichkeit eins ein Energietransfer statt. Als erste Randbedingung fordert man
deshalb it r = a die sogenannte Smoluchowski Randbedingung

p(a,t)=0. (7.6)

Als zweite Randbedingung fordert man, dass im gestreckten Peptid Donor und Ak-
zeptor den maximalen AbstaRvoneinander haben (weiteudén sie sich nicht vonein-
ander entfernen, sonsiwde das Peptid reil3en). Diese Randbedingung wirgraftek-
tierende Barriere” bezeichnet und verlangtif= R:

j(Rt)=0. (7.7)

1Im allgemeinsten Fall nimmt man einen vom Ort ahbigen DiffusionskoeffizienteR(r) an. Rir die
Uberlegungen hier ist dies jedoch nicluttig

2Eine etwas allgemeinere Randbedingung laj(&tt) = k p(a,t), wobei die (mikroskopische) Ratenkon-
stantek die Effektivitat der Reaktion beschreibt. Im Fall der Xanthonpeptide findet die Reaktion, d.
h. der Triplett-Triplett Energietransfer sicher statt, sobald sich Donor und Akzeptor auf den Ahastand
gerghert haben. In diesem Fall gilt algee— c und man erhlt die Smoluchowski Randbedingung.
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7 Beobachtung der Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

Bevor die Verteilungs(t) und damit die Zeitkonstante der Kontaktbildunigestimmt
werden konnen, ist ein Zwischenschritbti§: Zuerst wird die Kontaktbildungsrate eines
einzigen Peptids berechnet, das zur Zei#t 0 den Donor-Akzeptor Abstand, hatte.
Dieses Ergebnis kann in einem zweiten Schritt dazu verwendet werden, die mittlere Kon-
taktbildungsrate di' ein Ensemble von Peptiden zu berechnen, dessen Donor-Akzeptor
Abstinde zur Zeit = 0 gendl der Gleichgewichtsverzeilumgq(r) verteilt waren.

Die Losung der Diffusionsgleichung mit den beiden Randbedingungen von oben und
einerd-formigen Anfangsverteilung(r,0) = &(r —ro)) ist die Greensche Funktion. Sie
gibt die bedingte Wahrscheinlichkgi(r,t|ro,0) an, dass ein Peptid, dass zur Zeit O
den Donor-Akzeptor Abstand, hatte, zur Zeit einen Donor-Akzeptor Abstandhat..

Die Wahrscheinlichkeit, dass dieses Peptid zur Zach keine Kontaktbildung gezeigt
hat, wird mits(t|ro) bezeichnet und ist gegeben durch

sitlro)= [ __drp(r.t/ro,0). (7.8)

Die Zeitkonstanteui die Kontaktbildung ist in diesem Fall
T(ro) = /0 dts(t|ro). (7.9)

Nachdem nun die Kontaktbildungsrate £in einzelnes Peptid (bzw. eiddormige
Anfangsverteilung) ermittelt wurde, kann dieses Ergebnis zur Berechnung der Kontaktbil-
dungsrate eines Ensembles verwendet werden.

Die (bedingte) Wahrscheinlichkeit daf dass ein Peptid mit einem gambeqz(r)

verteilten Donor-Akzeptor Abstand zur Zeihoch keinen Kontakt ausgebildet hat/ist
st) = / dr o Peq(ro)s(t] Fo)
a<ro<R
_ // dr dropeq(ro) p(r,t|ro,0). (7.10)
a<ro<R

Die dazugebfige Zeitkonstanteui'die Kontaktbildung ist dann

T= dropeq(ro)t(ro) (:/ dts(t)). (7.11)
a<ro<R 0

LFur die (bedingte) Wahrscheinlichkeitsverteilun@ ,t|ro,0) laBt sich schreiben

p(r,t|ro,0) :/dr’é(r—r’)exp{tL(r’)}é(r’—ro)

mit dem Diffusionsoperator
L(r)=0-DO+pD0O- (OU).

’Dabei sollpeq(r) im Intervalla < r < Rauf eins normiert sein.

162



7.2 Ableitung der Kontaktbildungsrate aus der Diffusionsgleichung

Um die Boltzmann-Verteilung zu erfién, setzt man als Gleichgewichtsverteilung
der Donor-Akzeptor Abstride im dreidimensionalen Fall

Peq(r) = Créexp[—pU (r)] (7.12)

an C ist eine Normierungskonstante). Mit dem harmonischen Potential aus Gl. (7.5)
ergibt dies die (normierte) Gleichgewichtsverteilung einer s@&aul3schen Kette* (vgl.
Abb. 7.3):

= T o 3?21 (7.13)

Peqll) = (2r.2/3)372 . .
— ’=05
—— 1®=5.

= - - =20 b

S,

2

= i

©

O

O

a i

0 2 4 6 8 10

D/A-Distance [a.u.]

Abbildung 7.3: Normierte Wahrscheinlichkeitsverteilungeur iGauf3sche Ketten, berechnet
nach Gl. (7.13)df L2 = 0.5, 5 und 20 .

Nach einiger Mihe erfailt man schlieRlich

2

1= /a RO'X[Dpeq(x)] - [ /X Rdylaeq(y) (7.14)

Fur kleine Kontaktabstridea ist dann die Zeitkonstanterf'die Kontaktbildung eines
Peptids mit der Abstandsverteilupgq(r) aus Gl. (7.13)

T= (2T[L2/3)3/2 (7.15)
~ 4mba '

LEine alternative Behandlung der Kontaktbildungsrate, ebenfalls ausgehend von der Diffusionsgleichung,
geht auf Wilemski und Fixman [WF73] zuck (,WF-Theory*). Im Grenzfalla — 0 stimmen beide
Ansdtzeuberein. i einen Vergleich der beiden Zagge siehe die Arbeit von Pastor et al. [PR96]
(siehe auch [BS97].
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7 Beobachtung der Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

Im einfachsten Modell eines Peptids, bei dem Donor und Akzeptor duRsdptid-
bindungen voneinander getrennt sindnkén amtliche Aminosuren frei in alle Rich-
tungen gegeneinander bewegt werden und maaltefiiber die Zustandssummleist die
charakteristische arige einer Peptidbindunigy: 4 ,&)

L2=1>n = 1~n%2 (7.16)

Im Falle von Peptiden ist die relative Bewegung zweier Amauwwei oft nur eingescankt
madglicht. Zwei Erweiterungen des einfachen Modells wurden vorgeschlagen, um dies zu
benicksichtigen. Der erste Vorschlag modelliert die Steifheit eines Pelbieis€in sog.
charakteristisches VealtihisCy, nach Flory [JS50, Flo69, SSS80]

12=Cil?n = 1~C¥%n%2 (7.17)

Der zweite Vorschlag becksichtigt, dass das ausgedehnte Volumen des Peptids ebenfalls
zu einer VergolRerung des mittleren Donor-Akzeptor Abstandisrt(,excluded volume
effect’) [Flo53, SSS80, DE84]. Diesifit zuL? ~ n®’ mit v = 3/5. Damit erfailt man

L2~n®5 = t~n8 (7.18)

DieseUberlegungen zum Skalierungsverhalten des Donor-Akzeptor-Abstands im Pep-
tid legen folgende Abhrigikeit der Zeitkonstantelf die Kontaktbildung von der Anzahl
der Peptidbindungen nahe:
T~ n[1.5...1.8}. (719)

Wie gut ist diese Beschreibung der Kontaktbildung eines Gauf3schen Peptids durch
eine exponentielle Zeitkonstante? Im eindimensionalen Fall lassenuwiah $(t) und
sapproXt) noch analytische Ausdcke finden und Szabo et al. stellen fest, dassdier-
einstimmung vors(t) undsapproxt) ausreichend gut ist (lediglicluf'sehr kurze Zeiten
erwartet man Abweichungen).

Im hier relevanten dreidimensionalen Fall lassen sich die gefundenen Integrale nicht
mehr analytischdsen, Szabo et al. gebeur ft'jedoch eine Taylor-Entwicklung naelyL

an:
3D TT/a\ 1 Vv 3ma a\ 2 a\3
<?>T—\/g<t) +(In2—1)+7[+2<[) +O<<E> ) (7.20)
Durch Vergleich dieser Taylor-Entwicklung mit Ergebnissen aus der direkten nume-
rischen Integration konnten Szabo et al. zeigen, dass beueigglf"'< 0.5 die Beschrei-
bung der Kontaktbildung durch eine exponentielle Zeitkonstante gute Ergebnisse liefert.

Fur kurze Peptide ist die Beschreibung durch eine einzige exponentielle Zeitkonstante
jedoch nicht mehr gut und man erwartet grof3e Abweichungen.

1Die erlaubten Werte der Dihedralwinkel liest man aus sog. Ramachandran-Plots ab.

2Fiir kurze Peptide achsiC, mit der Kettendinge und erreichuf lange Peptide einen Grenzwert, der mit
Co bezeichnet wird. Mit Ausnahme von Proli€@4 > 100) und Glycin C., = 2) findet man @i alle
AminosiurenC. = 9. Der Grenzwer€,, wird dabei jeweils ab einer Peptatige>40-50 Aminoguren
erreicht [BF65, SF67, MBF67].
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7.3 Ergebnisse der ns-Laser Flash Experimente

7.3 Ergebnisse der ns-Laser Flash Experimente

Die in diesem Kapitel @Sentierten Ergebnisse zur Kontaktbildung in kurzen, frei beweg-
lichen Peptiden bilden eine Erweiterung zu Untersuchungen der Gruppe um Prof. Thomas
Kiefhaber am Biozentrum der UniveraitBasel [BWH 99, KFB"03, KFAss]. Dieser
Abschnitt fasst die dort gewonnenen Einsichten zusammen.

In den in der Gruppe Kiefhaber durchgaften Experimenten wird die Kontaktbil-
dung in Peptiden untersucht, die mit dem Donor Xanthong(,Xan") und dem Akzep-
tor Naphthyl-Alanin (NAla“, zur Synthese siehe [Fie02]) markiert sind (Abbildung 7.4).
Der Donor befindet sich dabei stets an einem Ende des Peptids, der Akzeptor ist durch 2—
28 Aminosiuren vom Donor getrenhtdie Peptid-Synthese wird in der Gruppe Kiefhaber
selbst durchgeffirt [Fie02, KFB03].

X
@) O -
OH HaN
O 0 OH
0 0 e} . e}
H H
! N | N OH
N/ﬁr N N
0] O 0]
o) HO OH
L An

Abbildung 7.4: Strichformeln Xanthoreire (oben links), Naphthylalanin (oben rechts) und
Schema der Xanthonpeptide, die in [KFEB3] untersucht wurden (unten; die Abbildung ist
entnommen aus [KFB03]).

Die Laser Flash Experimente in Basel verwenden ein kommerzielles Laser-Flash
Photolyse Gat (LKS.60, Fa. Applied Photophysics). Der Triplett-Zustand des Xanthon-

LChemische Bezeichnung 9-Oxoxanthen-2-Carb@uyis; zur Synthese siehe [GL78, Fie02].
2Zabadal et al. haben die Kontaktbildung in Di-Peptiden untersucht, ebanaitsTriplett-Triplett Ener-
gietransfer [ZHKKO04].
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7 Beobachtung der Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

Molekuls wird durch einen Nd:YAG-Laser erzeugt (Zentralweltergé 354.6 nm, Puls-
dauer 4 ns, Energie der Anregungs-Lichtimpulse 50 muJi).di€se Experimente nssen

die Losungen zuwszlich entgast werden, um ein Triplett-Quenching durch Sauerstoff zu
verhindern.

Bedingt durch die Pulsdauer des Anregungs-Lichtimpulses (4 ns) sieht man in ei-
nem typischen Spektrumnstantan® mit den Anregungs-Lichtimpuls das Absorptionss-
pektrum des Triplett-Zustands von Xanthon in Wasser mit einem Maximum bei 590 nm
(Abbildung 7.5). Streng korreliert mit dem Zerfall dieser spektralen Bande ist ein An-
stieg der Absorptionsbande des Triplett-Zustands von Naphthalin mit einem Maximum
bei 420 nm. Abbildung 7.5 endtt'Ergebnisse der Messungen an einem Peptid mit der
Sequenz Xan-(Gly-SerpNAla-Gly-Ser, eine Analyse der Daten liefettrfdie Kontakt-
bildung der Aminoauren an den Positionegni + 29 im Peptid eine Zeitkonstante von
57(*3) ns. Wichtig ist zu bemerken, dass die in den Experimenten verwendeten Peptid-
Konzentrationen (50—1Q@M) so klein sind, dass das beobachtete Quenching des Triplett-
Zustands nicht vom diffusionkontrollierten Kontakt zweier verschiedener Peptide stam-
men kann (@i diesen bimolekularen Prozess atdtman bei diesen Konzentrationgdvet
die Diffusionsgleichung eine Zeitkonstante veB0 s ab).

0.08.
0.0
0.06.
0.05
0.044
0.034
0.02
0.0

Absorption at 590 nm

Abbildung 7.5: Ergebnis eines ns-Experimentes an Xan-(&-8Ala-S-G. Die beobachtete
Dynamik kann mit einer einfachen Exponentialfunktion beschrieben werden (Zeitkonstante
57 ns, die Abbildung ist entnommen aus [KFB]).

Ebenfalls untersucht wurde die Alhgigkeit der Kontaktbildungsrate von der Pep-
tidlange. Dazu wurden Experimente an Peptiden mit der Sequenz Xan-(GlyH$&i3-
Ser-Gly mitN = 2...28 durchgefihrt und damit die Zeitkonstantearfdie Konktaktbil-
dung zwischen Aminaairen an den Positioneni + 3 (N =2) bis zui, i +57 (N = 28)
bestimmt. Tagt man die gemessene Kontaktbildungskatgegen die Anzahl der Peptid-
Bindungem zwischen Donor und Akzepton& 2N + 1) auf (Abb. 7.6), sieht man, dass
fur lange Peptidkettem(> 20) ke ~ n~17 ist, in guterUbereinstimmung mit Vorhersagen
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7.3 Ergebnisse der ns-Laser Flash Experimente

aus theoretischen Untersuchunglkesn~ nl~1-8-~15l (siehe vorigen Abschnitt).

Die Untersuchungen an den Xanthonpeptiden ergaben weiterhin, dass diese Bezie-
hung fir kurze Peptidketten nicht mehr gilt und man stattdessen eine von der Regédl”
unablangige obere Schrankarfdie Kontaktbildungsratekg) findet. Die Daten in Abb.

7.6 lassen sich am besten durch folgende Gleichung beschreiben:

1
ke = ——+ (7.22)
Dabei istkc die aus den experimentellen Daten ermittelte Kontaktbildungskatdje
von der Peptidihge unabéirigige obere Grenzerfdie Kontaktbildung undt; - n~™ stellt
einen von der Peptidhige abhingigen Anteil der Kontaktbildungsrate dar. Aus den Da-
ten in Abb. 7.6 (links) ergeben sichif Xanthonpeptide, die die Sequenz Poly-(Gly-Ser)
enthalten, folgende Wertdg = 1.8(+0.2) x 108s ™1, k; = 6.7(+1.6) x 10°% * undm =
—1.72(+0.08). Fur Peptide mit Polyserin (Abb. 7.6, rechts) althmanko = 8.7(4-0.8) x
10’s7%, kg = 1.0(+0.8) x 10'%~1 undm= —2.1(+0.3).

T T

108l ko= 8.7(20.8) x 10's" |

108L ]
F K. ~ r]-1.72 (+0.08) 1
1

N

Ke(s1)
ke(s 1)

107} 107¢

[ Polyserin

[ Poly-(Gly-Ser)

PR S |

10° 100

1 10 100 1 10 100
Number of peptide bonds (n) Number of peptide bonds (n)

Abbildung 7.6: Aufgetragen sind gemessene Kontaktrakgigegen die Anzahl der Peptid-
bindungenn fur Xanthonpeptide mit der Sequenz Xan-(&-8Ala-S-G (h = 2N + 1, die
Abbildung ist entnommen aus [KFB3])).

In einer weiteren Versuchsreihe wurde untersucht, wie sich die Kontaktbildungsrate
andert, wenn in einem ansonsten identischen Peptid jeweils eine Asmimeoalisgetauscht
wird. Die Peptid-Sequenz in diesem Fall lautete Xan-S-X-S-NAla-S-G, wobei Ux* f*
eine beliebige Aminaalire steht. Mit Ausnahme von Prolin, das sich in seinen beiden
Formen €is undtransisomer) offenbar sehr unterschiedlich auf die Flexiatildés Pep-
tids auswirkt, kann man aus Abb. 7.7 entnehmen, dass die Kontaktbildungsrate im Falle
von Glycin deutlich am gif3ten ist. Peptide mit einem hohen Anteil an Glycin sollten
demnach sehr flexibel sein.

Bei den Laser-Flash Photolyse Experimenten zeigte sich aber auch, dass insbesonde-
re bei sehr kurzen Peptiden mit nur drei Peptidbindungen zwischen Donor und Akzeptor
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7 Beobachtung der Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

2.0-108}

1.0-108
8.0-107}

6.0-107}
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4.0-107}

2.0-107}
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Abbildung 7.7: Abhangigkeit der Kontaktrate von der Amireag’esequenz: In die Peptid-
Sequenz Xan-S-X-S-NAla-S-G wurde an Stelle des X eine von 8 verschiedenen Aomnos”™
en eingebaut und die Kontaktbildungsrate bestimmt. In den Wettefkg fSieht man die
unterschiedliche Flexibilétt der einzelnen Aminasiren (die Abbildung ist entnommen aus
[Fie02]).

bereits vehrend der Dauer des Anregungs-Lichtimpulses (4 ns) fast difteHler Pep-

tide einen Kontakt zwischen Donor und Akzeptor bildeten. Ziel der im Folgenden vor-
gestellten Untersuchungen war deshalb, die Dynamik dieser kurzen Xanthonpeptide im
Zeitbereich<4 ns besser zu verstehen.

7.4 Referenz-Systeme

Zur Untersuchung der Kontaktbildung im Peptidissén die Marker-Molaké Xanthon
und Naphthalin in das Peptid integriert werden. Dies geschieht durch zwei Derivate, Xan-
thonsiure und Naphthylalanin (vgl. Abb. 7.4).

Zur Auswertung der transienten Absorptionsspektren, die bei der Messung der Xan-
thonpeptide gewonnen wurden, loéigt man transiente Spektren von Referenz-Systemen:

¢ Die Dynamik von Xanthon in Ethanol wurde aubflich in Kapitel 6 besprochen.

e Ebenfalls in Kapitel 6 wurde die Dynamik von Xanthon und Xanttzame'in Etha-
nol vergleichen.

e Abschnitt 7.4.1 behandelt die transiente Absorption von Xantumesin Wasser.
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7.4 Referenz-Systeme

e Als letztes Referenz-System dienen in Abschnitt 7.4.2 zwei Xanthonpeptide. Das
Xanthonpeptid M06 entdt nur den Donor, der Akzeptor Naphthylalanin wurde
durch Phenylalanin ersetzt. Das Peptid MO7 alttdén Akzeptor Naphthylalanin,
aber anstatt des Donors Xanthangs ein acetyliertes Phenylalanin. Die Mischung
aus MO06 plus M0O7 in Wasser sollte (bei einer Konzentration von jeweils ca. 1 mM)
im ns-Zeitbereich keine Kontaktbildung zeigen und deshalb das beste Referenz-

System sein.
1.0F ' ' -
MO6 in Wasser
— 0.8 ____ Mo6+Mo7 -
g in Wasser
8 : MO03 in Wasse
— 06 e Vv 1 VvV I -
8 Xanthonsaeure
% in Wasser
o 04 y
o
[72]
Qo
< 0.2 .
0.0 : ——
300 350 400 450

Wavelength [nm]

Abbildung 7.8: Absorptionsspektren der Xanth@wseé jna= 344 nm) und Xanthonpeptide
(Amax= 341 nm) in Wasser.

7.4.1 Xanthons aure in Wasser

In Kapitel 6 wurde gezeigt, dass die Dynamik von Xanthon und Xantgumesin Ethanol
im Rahmen der Messgenauigkeit identisch ist (vgl. Abschnitt 6.3, Seite 141). Welchen
Einfluss der Wechsel von Ethanol zu Wasser asurigsmittel hat, zeigen Messungen an
Xanthongiure gebst in Wasser. Xanthoasfe wurde dazu unterdRien in warmes Was-
ser (pH 10 durch ca. 4 mM NaOH) gait'und filtriert, die Konzentration betrug ca. 5 mM.
Die transiente Absorption von Xanthangeé in Wasser mit Anregungs-Lichtimpulsen bei
einer Zentralweller@dingeApymp= 340 nm wurden mit einem experimentellen Aufbau wie
er in Abbildung 2.5 (Kapitel 2.1.2, Seite 21) beschrieben wurde, aufgenommen (Anhang
F enthalt auf Seite 201 Daten von Xanth@usé in Wasser nach Anregung mit Lichtim-
pulsen bei 266 nm).

Im transienten Absorptionsspektrum von Xantheung 'sieht man bereits nach 0.2 ps
die ausge@te Signatur der Absorptionsbande des Xanthon Triplett-Zustands (Abb. 7.9).
Im Zeitbereich bis 50 ps bleibt diese Bande bestehen, es kommt jedoch ein Aufbau einer
transienten Absorption im Bereich um 600 nm hinzu. Im weiteren Zeitverlachgt das
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7 Beobachtung der Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

Absorptionsmaximum bei 590 nm (56 nm FWHM) noch leicht, damit verbunden erfolgt
ein Abbau transienter Absorption im Bereich600 nm.

Absorbance Change [mOD]

L 0.3 ps i
= —_— 30
[a)
o B __ 35 ps _
g I [m]
> B L offset 420 %
= h=
g ] 8
5 r 110 2
§ 7 S
g R e N X B/ o %
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2
5 C . . . . 7-10
400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700
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Abbildung 7.9: Xanthonsiure in Wasser\ump = 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links:

Transiente Spektren zu ausgeviten Verogerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach
globalem Fit.

Die aus dem globalen Fit-Algorithmus ermittelten exponentiellen Zeitkonstanten sind
0.3 ps (-40%, +45%), 3.5 ps (-45%, +95%), 330 ps (-10%, +95%) und ein Offset-Spektrum,
das dem Triplett-Zustand der Xanthawsé in Wasser entspricht.

7.4.2 Xanthonpeptide M06 und MO7 in Wasser

Das Xanthonpeptid M06 erdtt 'nur den Donor Xanthomasire, der Akzeptor Naphthyl-
alanin wurde ist Phenylalanin ersetzt. Das Peptid MO7 atnthir den Akzeptor Naph-
thylalanin und anstatt des Donors Xanthams ein acetyliertes Phenylalaninurkdie
fs-Experimente wurde zuerst das Peptid M06 irulbDMSO gelbst, danach unteuhiren
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7.4 Referenz-Systeme

in 5 ml heil3es Wasser gegeben und heif3 filtriert (erreichte Konzentration ca. 1 mM). Mit
dieser l6sung wurden transiente Spektren aufgenommeip = 340 nm, Daten siehe
Anhang G, Seite 202). Nach der Messung wurde durch ein Abosrptionsspektratigbest”
dass die bsung ihre Absorptionseigenschaften nichiewvelért hatte. Diesedsung wurde

nun noch einmal erhitzt, das Peptid MO7 (ebenfalls inBDMSO gelst) hinzugegeben

und wiederum heifl filtriert. In der fertigerokiing sind dann die Peptide MO6 und MO7 je-
weils in einer Konzentration von ca. 1 mM gst. Bei dieser Konzentration erwartet man
aus der Diffusionsgleichung eine Zeitkonstanie das bimolekulare Quenching im Be-
reich von ca. qus, in der Naphthalin-Triplett Absorptionsbande um 420 nm sollte deshalb
Im ns-Zeitbereich kein spezifischer Aufbau einer transienten Absorption zu beobachten
sein.

Absorbance Change [mOD]

Amplitude spectra

— " 7ps -
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o o 4.? ps _
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G 2
g T 5
5 &
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400 450 500 550 600 650 700 400 450 500 550 600 650 700

Wavelength [nm] Wavelength [nm]

Abbildung 7.10: Referenz-Peptid MO8 MO7 in WasserXpump= 340 nm). Oben: Rohdaten.
Unten links: Transiente Spektren zu ausgbiteén Verogerungszeiten, rechts: Amplituden-
spektren nach globalem Fit.

In den transienten Spektren sieht man wie schon bei der Xargbhombéreits nach
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7 Beobachtung der Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

0.2 ps deutlich die Signatur des Xanthon-Triplett Zustandes. Dieser ist nach ca. 2 ps voll
ausgepagt mit einem Absorptionsmaximum bei ca. 640 nm, bis 20 ps verschiebt sich
diese Absorptionsbande in Richtung 600 nm. Im weiteren Zeitverlauf beobachtet man bis
2 ns einen Abbau transienter Absorption im Spektralbereidd30 nm, verbunden mit
einem (etwas strkeren) Aufbau transienter Absorption um 590 nm.

Die aus dem globalen Fit extrahierten Zeitkonstanten sind 0.7 ps (-30%, +95%),
4.6 ps (-65%, +95%), 315 ps-(20%) sowie ein Offset.

7.4.3 \Vergleich der Referenz-Systeme

Die transienten Absorptionsspektren von Xantlawme'in Wasser, MO6 in Wasser und die
Mischung M06+MO07 in Wasser besitzen eine groBanlichkeit. Der globale Fit liefert

fur alle Systemafinliche Zeitkonstanten und Amplitudenspektren, was darauf hindeutet,
dass in den einzelnen Moleleh auchahnliche Prozesse ablaufen.

Im Detail fallt auf, dass der Aufbau der Absorptionsbande bei 590 nm in den Xan-
thonpeptiden M0O6 (bzw. MO6MO7) strker ausdllt als in der Xanthoreire. Fii die
Xanthonsiure ist das spektrale Integral der 330 ps-Komponente fast Null, diese Zeitkon-
stante beschreibt damit eine fast reine Blauverschiebung der transienten Absorptionsban-
de. In den Xanthonpeptiden M06 und MPBIO7 wird mit dieser Zeitkonstante mehr
Absorption um 590 nm aufgebaut, als gleichzeitig im Spektralberei6BO nm abgebaut
wird.

Auffallig ist auch, dass im Spektralbereicid50 nm eine negative Absorpticarsie-
rung beobachtet wird, die kontinuierlicibér den gesamten beobachteten Zeitbereich wie-
der verschwindet. Zeitaufgedte Fluoreszenz-Messungen an Xanthon in Ethanol (vgl.
Abschnitt 6.5, Seite 145) ergaben, dass die Fluoreszenz mitl.5 ps abklingt. Die
negative Absorptioreiderung im Bereick: 450 nm kann demnach nicht von einer sti-
mulierten Emission heahiren, da sie ansonsten nach einigen Pikosekunden wieder ver-
schwunden sein osste.

Fur die Interpretation der Experimente an den Xanthonpeptiden ist aber folgende Be-
obachtung wichtig: Im Spektralbereieh450 nm wird in allen Referenz-Systemen zwar
eine Dynamik der transienten Absorption gesehen, deren spektrale Form ist allerdings
unspezifisch und hat keinerldihnlichkeit mit dem Absorptionsspektrum des Triplett-
Zustands von Naphthalin (vgl. dessen Spektrum in Abb. 6.6, Seite 138).

1Einen Erkkrungsansatz bietet eventuell das solvatisierte Elektron. Beim transienten Spektrum des solva-
tisierten Elektrons in Wasser (vgl. Abb. 2.12, Seite 29) wurde im Spektralbeted&i® nm ebenfalls ei-
ne negative Absorptioasiderung beobachtet. Das Verschwinden dieser Signatur im 300 ps-Zeitbereich
konnte ein Hinweis auf eine Rekombination sein (Barthel et al. haben verschiedene charge-transfer-
to-solvent (CTTS) Reaktionen untersucht und konnten Rekombinationszei00 ps nachweisen
[BMSO01]). Diese Vermutung wird durch die Beobachtung unters$t dass die transienten Spektren
von Xanthonaure in Wasser ohne Zusatz von NaOH diesen Effekt wesentlich weniger aacpgsgir”
gen (sowohl nach Anregung mit Lichtimpulsen bei 340 nm als auch bei 266 nm).
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7.5 Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

Flnf verschiedene Xanthonpeptide mit Donor und Akzeptor wurden von B. Fierz in Basel
fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgéften Kurzzeitexperimente synthetisiert (siehe
Tab. 7.1, in Abb. 7.11 sieht man in einer Cartoon-Darstellung die ahgefireidimensio-
nale Struktur des Xanthonpeptids MO1).

In dieser Arbeit untersuchte Xanthonpeptide
Name| Sequenz Masse Kontaktrate
MO1 | Xan SS NAlaS R G - CONH 9105D | 8.0-10's1
MO2 | Xan S G NAlaS R G CONH, 880.5D | 1.6-10%s1
MO02’ | Xan G S NAlaS R G CONH, 880.5D | 1.6-10%s1
MO3 | Xan SS NAlaSR SR GEONH, 1153.8D| 7.0-10’s 1
MO4 | XanGSGSGSNAlaSRGEONH, | 1441.8D| 1.0-108s 1
MO6 | XanSSFSRSRGCONH, 1104.4 D| — (nur Xan)
MO7 | ACFSSNAIAaSRSRGEONH 1121.5 D| — (nur NAla)

Tabelle 7.1: Ubersichtuber die in dieser Arbeit untersuchten Xanthonpeptide.

Die Peptide wurden jeweils in 50 DMSO gelsst, unter Rhren in 5 ml heisses
Wasser gegeben und anschliel3end sofort filtriert, die Konzentrationen waren im Bereich
0.5-1 mM (bei Konzentrationer 2 mM wurde eine Agglomeration der Peptide beob-
achtet).

Alle Kurzzeitexperimente wurden mit Anregungs-Lichtimpulsen bei einer Zentral-
wellenldngeApump = 340 nm durchgeffirt (tec ~ 200 fs). Aus Gunhden detUbersicht-
lichkeit werden an dieser Stelle nur die Daten des Xanthonpeptids M0O3 besprochen, die
Ergebnisse der Messungen an den Peptiden M01, M02, M02’ und M04 sindtsdiuh’
und befinden sich im Anhang G (ab Seite 203).

Wie bereits bei der Xanthoasaie sieht man auch beim Peptid MO3 im transienten
Spektrum nach 0.2 ps bereits ausggprdie Signatur des Triplett-Zustands von Xanthon
(Abb. 7.12). Nach 2 ps ist diese Absorptionsbande voll ausggpnit einem Absorptions-
maximum bei ca. 630 nm. Diese Bande verschiebt innerhalbatdrstén Pikosekunden
etwas in den blauen Spektralbereich auf ca. 600 nm. Wie bei der Xaatrensieht
man im transienten Spektrum nach 200 ps das charakteristische Spektrum des Triplett-
Zustands von Xanthon in Wasser mit einem Maximum bei 590 nm, das sich bis 500 ps
noch etwas aufbaut. Im gleichen Zeitbereich wird im Spektralberei®0 nm (s&iker
als der Aufbau bei 590 nm) transiente Absorption abgebaut. Bereits ab 50 ps sieht man in
den transienten Spektren den Aufbau der Triplett-Absorption des Naphthalin um 420 nm.
Dieser Aufbau wird im Zeitbereich bis 3.5 ns fortgesetzt, damit verbunden verschwindet
transiente Absorption in der Absorptionsbande des Xanthon Triplett-Zustands bei 590 nm.

Zwei Unterschiede sind in den transienten Spektren von M03 im Vergleich zur Xan-
thonsiure in Wasser zu erkennen: (i) Bei Xanthams in Wasser bleibt das Absorptions-
maximum bei 590 nm im Zeitbereich ab 200 ps bestehen, es findet lediglich ein Abbau
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Abbildung 7.11: Stibchenmodell des Xanthonpeptids M01. Links oben sieht man den Donor
Xanthon, unten den Akzeptor Naphthalin (das Peptid ist gestreckt). Die Struktur der anderen
Xanthonpeptide ist rectahinlich.

transienter Absorption im Bereich 600 nm statt (im System MAavVi07 wird ab 200 ps
sogar noch deutlich transiente Absorption aufgebaut). Beim Peptid MO3 beobachtet man
zusitzlich einen Abbau bei 590 nm, dieser ist deutlich zu sehen beim Vergleich der tran-
sienten Spektren nach 500 ps, 2000 ps und 3500 ps. Mit diesem Abbau verbunden ist
(ii) ein Aufbau einer transienten Absorption im Bereich um 420 nm, der aber bereits im
Zeitbereich ab 50 ps beginnt.

Aus dem globalen Fit ermittelt man exponentielle Zeitkonstanten von 0-5 pS%o),
3 ps (-25%, +30%), 231 ps (-30%, +50%), 14 ns (-40%, +25%) und ein Offset-Spektrum.

7.6 Diskussion

Als Vorbedingung @i die Interpretation der Experimente zur Kontaktbildung ist es wich-
tig, den Energietransfedurch Bindungen hindurch* auszuschliessen und sicher zu sein,
dass der Energietransfer nur bei direktem Kontakt von Donor und Akzeptor stattfinden
kann. Wie in Kapitel 6 (Seite 142) dargelegt, findet ein Energietrapgiech chemische
Bindungen hindurch* nuaber maximal 8 Bindungahigen statt. In den hier untersuchten
Xanthonpeptiden befinden sich mindestens 11 Bindungen zwischen Donor und Akzeptor.
Die beobachtete Dynamik sollte demnach ausschliesslich vom Triplett-Triplett Energie-
transfer nach Kontaktbildung stammen.

Eine erste Fragestellung ist, wie gut sich die an identischen Peptiden mit unter-
schiedlichen Methoden gewonnenen Ergebnisse vergleichen lassen. In den Laser-Flash
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Abbildung 7.12: Transiente Absorption des Xanthonpeptids MO3 in Was3gimf =
340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren zu aaktiew Verngerungs-
zeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globalem Fit.

Photolyse Experimenten in Basel konnten der beobachteten Dynamik der Peptide stets
zwei exponentielle Zeitkonstanten zugeordnet werden: eine Zeitkonstante im ns-Bereich
fur die Kontaktbildung und eine zweite ZeitkonstantepsaBereich &ir den Zerfall des
Triplett-Zustands. Es ist klar, dass in den Kurzzeitexperimentesiziigie Zeitkonstan-

ten bemtigt werden, die z. B. die Bildung des Triplett-Zustandes des Xanthon-Mislek”
beschreiben. Als eine Konsitenztfuing kann festgehalten werden, dass (innerhalb der
Toleranzbereicheauf 'die beiden Experimente) sowohl in der Laser-Flash Photolyse in Ba-
sel als auch in den hier durchgéften Kurzzeitexperimenten die gleichen Zeitkonstanten
fur die Kontaktbildung im Nanosekunden-Bereich gefunden wurden (siehe Tabelle 7.2).
In Abbildung 7.13 wurden die Daten aus fs- und ns-Experimenten gleichzeitig mit dem
gleichen Satz exponentieller Zeitkonstanten gefittet.

Eine Motivation fir die Experimente an den Xanthonpeptiden war es herauszufinden,
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AA[a.u]

1.0-10712 1.0-10710 1.0-10°8 1.01106
time [s]

Abbildung 7.13: Kombination der Daten aus fs- und ns-Experimentardéis Xanthonpeptid
MO03. Gezeigt ist das zeitliche Verhalten des Maximums der Triplett-Absorption von Xanthon
in Wasser bei der Abtast-Wellemge 590 nm® Daten, der gemeinsame Fit der Daten ist
durchgezogen eingezeichnet).

Name ns-Zeitkonstante | Zusitzliche ps-Zeitkonstanten
Basel (diese Arbeit (nur in dieser Arbeit)
MO1 12.5ns (14 ns) 0.4ps 56ps 290ps
MO02 6.3 ns (6.3ns) | 0.3ps 25ps 270ps
M02’ 6.3 ns (6.9ns) | 0.4ps 6.3ps 190ps
MO3 14.0 ns (14 ns) 0.5ps 3ps 230ps
MO04 10.0ns (11 ns) 04ps 2ps 200ps
MO6 Nur Xan 0.6ps 3.6ps 310ps
MO6+MO7 | Nur Xan bzw. nur NAla| 0.7 ps 4.6 ps 315ps

Tabelle 7.2: Xanthonpeptide: Vergleich der extrahierten Zeitkonstanten aus Laser-Flash
Photolyse- und transienten Absorptions-Experimenten (die in Basel gemessenen Zeitkonstan-
ten im ps-Bereich, die den Zerfall des Triplett-Zustands beschreiben, sind nicht akifgef”

ob und wenn ja welche Prozesse auf der sub-ns Zeitskala ablaufen. Man betrachte dazu
zuerst den direkten Vergleich der Zeitvaarfé in Abb. 7.14. Ei die Abbildung wurde

das zeitliche Verhalten der Absorptionsbande des Xanthon Triplett-Zustands verfolgt (in-
tegriertuber den Spektralbereich 550-650 nm). Da die Lebensdauer des Triplett-Zustands
von Xanthon imus-Bereich liegt, muss eine Abnahme der Absorption im jggHBereich

durch einen Triplett-Triplett Energietransfer bei direktem Kontakt von Xanthon und Naph-
thalin verursacht sein. Man sieht, dass im Zeitbereich ab 100 ps eine Absorptionsabnahme
und damit einedr jedes Peptid leicht unterschiedliche Charakteristik der Kontaktbildung
sichtbar wird. Aus der Abbildung entnimmt maur fdie Geschwindigkeit der Kontaktbil-

dung M02> M04 > MO01 (M03). Das Peptid M02 zeigt die schnellste, MO1 bzw. M03

die langsamste Zeiktonstanter flie Kontaktbildung, in guteblbereinstimmung mit den

in Basel gewonnenen Daten (vgl. Tab. 7.2).
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Signal of Xanthone peptides: Probe 558nm ... 654nm (average)
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Abbildung 7.14: Vergleich der Xanthonpeptide: Die Abbildung zeigt den zeitlichen Ver-
lauf der Xanthon-Triplett Absorptionsbande im Wellengjenbereich 558—-654 nm (das Peptid
MO02’ verhélt sich wie M02 und wurde zur Edhung deUbersichtlichkeit weggelassen).

Die Kurzzeitexperimente betigen jeweils 4 exponentielle Zeitkonstanten. Die bei-
den Zeitkonstanten von ca. 0.5 ps und ca. 4 ps sind von den Untersuchungen zu Xanthon
in Ethanol bzw. Xanthoraire in Wasser bekannt und beschreiben die bi-phasische Be-
setzung des Triplett-Zustands von Xanthon. Die weitere Diskussion geht zuerst auf die
(bereits bekannte) Kontaktbildung im ns-Zeitbereich ein. Danach werden Argumente ge-
sammelt, die die Behauptung untertzen, dass im Peptid M0O3 etwa ein Viertel der Mo-
lekiile eine schnelle Kontaktbildung mit einer Zeitkonstanten von ca. 250 ps zeigen. Am
Ende dieses Abschnitts wird die Bedeutung dieser schnellen Kontaktbildung diskutiert so-
wie die Auswirkungen der hier durchggfrten Untersuchungen auf die Bestimmung des
praexponentiellen Faktors in der kinetischen Theorie der Proteinfaltung.

7.6.1 Kontaktbildung im ns-Zeitbereich

Aus den Amplitudenspektren in Abb. 7.12 ist deutlich ersichtlich, dass mit der 14 ns Zeit-
konstante sowohl ein Abbau der Triplett-Absorption des Xanthon (positive Amplitude im
Bereich 550-650 nm) als auch ein Aufbau der Triplett-Absorption des Naphthalin (nega-
tive Amplitude im Bereich 400-440 nm) venlpft ist. Dass diese Zeitkonstante von der
Kontaktbildung zweier verschiedener Peptide stammt, kann ausgeschlossen werden, denn
aus der Diffusionsgleichung satzt man bei den verwendeten Konzentrationen von ca.
1mM eine Zeitkonstante imps-Bereich &ir den Kontakt zweier verschiedener Peptide ab.

Die extrahierte 14 ns Zeitkonstante stammt somit eindeutig von der (diffusionskontrollier-
ten) intramolekularen Kontaktbildung zwischen Donor und Akzeptor in einem einzelnen
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Xanthonpeptid.

Wie lassen sich diese Kontaktbildungsraten mit den Vorhersagen aus den Betrachtun-
gen der Diffusionsgleichung in Abschnitt 7.2 in Einklang bringen? Dort wurde gezeigt,
dass €ir GauRsche Peptilidei einem Verhltnis von Kontaktabstarfda zu mittlerem
Donor-Akzeptor Abstand von a/L < 0.5 eine Beschreibung der Kontaktbildung durch
eine exponentielle Zeitkonstante ausreichend gute Ergebnisse liefert. Man erwartet
Tc ~nN"mitm= 1.5-1.8. Die typischeéarige einer Peptid-Bindung ist: 4 A [LSET02].

Im Peptid MO3 sind Donor und Akzeptor durah= 3 Peptidbindungen voneinander ge-
trennt, womit sichit L = v/n-12~ 7 A ergibt. Der van der Waals Radius von Stickstoff
ist 1.5A [APO2], a=3 A scheint demnach eine varmnftige Wahl fir den Kontaktab-
stand zu seih Fiir das Xanthonpeptid M03 ist demnagh_ ~ 3/7. Falls sich das Peptid
Gaul3sch verdit, sollte sich die exponentielle ZeitkonstangegemalR3tc = 13- NM mitm=
1.5-1.8 ausrechnen lassen. Der Wartth ergibt sich aus dem Peptatigenabarigigen
Teil der Kontaktbildungsrateberty = (k;)~* (siehe Gl. (7.21), Seite 167).

Mit den in Basel &ir Polyserin und Poly-(Gly-Ser) gefundenen Werten kann man
unter Beticksichtigung der dort ermittelten Fehlergrenzen Intervalledié Kontakzeit
absclitzen. Xanthonpeptide mit langen Polyserin-Sequenzen lassen sich sehr schwer
synthetisieren [KFBO03], deshalb sind hier die FehlergrenzeoRgi. Aus dem extra-
hierten Wertendi k; = 1.0(£0.8) x 10!% ! aus Abb. 7.6 (rechte Seite) ergibt sialr f"
die Kontaktzeit ein Wert von; € [56,500 ps. Rir das Peptid M03 isth = 3 und mit
m= 2.1(+0.3) schatzt man eine Gaul3sche Kontaktzgif, ,z< [0.4, 7] ns ab. Diese Wer-
te weichen um einen Faktor von 2—35 von den gemessenen 14 ns ab.

Fur Xanthonpeptide mit der Sequenz Poly-(Gly-Ser) sind die Werte besser definiert
und mitty € [120,200 ps undm = 1.72(+0.08) aus Abb. 7.6 (linke Seite) ealt'man
fur die Peptide MO2 und M02'n(= 3) eine Gaul3sche Kontaktzeit im Bereith 4 ,r<
[0.7,1.4] ns. Diese Werte weichen aber immer noch um den Faktor 5-10 von der extra-
hierten 6.5 ns-Zeitkonstanten ab.

Die naheliegende Eréitung fir diese Abweichungen ist, dass die Annahme einer
Gaul3schen Kettauf ein kurzes Peptid zusammenbricht. Dies ist nicht weiter verwunder-
lich, da Aminosiuren nicht komplett frei gegeneinander beweglich sind. Im Ansatz nach
Flory wird dies durch steifere Ketten modelliert, wodurch der mittlere Donor-Akzeptor
AbstandL gr63er und die Kontaktbildungsrate kleiner wird. Bei kleinen Peptiden wird
auBerdem das Eigenvolumen wichtig, was zu einem anderen Skalenverhaiter-)
und ebenfalls zu langsameren Zeitkonstanterdfé Kontaktbildungdifirt®.

1Gemeint sind Peptide, deren Donor-Akzeptor Abstér im Gleichgewicht gera Gl. (7.13) verteilt
sind, also
4mr?

Wexp(—az/zﬂ).

Peq(r) =

2Ein Triplett-Triplett Energietransfer findet statt, wenn der Donor-Akzeptor Abstafid wird, siehe
Seite 161.
3Lapidus et al. whlena=4 A [LSE*02].
4An dieser Stelle sei betont, dass diese Verlangsamung nicht durch die Zeitdauer des Triplett-Triplett
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Diese Erkérungen zusammerokinen aber immer noch nicht die beobachtete drasti-
sche Verlangsamung der Kontaktbildung in sehr kurzen Peptidearerkhiveshalb Krie-
ger et al. — wie schon auf Seite 167 ausdef— in [KFB"03] eine von der Peptidhige
unablaingige obere Schrankarfidie Kontaktbildung fordernkg ~ 108 s 1, entsprechend
einer Zeitkonstanten vary ~ 10 ns, siehe Abschnitt 7.2). Die beobachtete Kontaktzeit
bzw. die Kontaktbildungsrate: wird dann nach Gl. (7.21) (Seite 167) berechnet

Umso erstaunlicher ist es nun, dass im Rahmen der hier durdimyefi"Messungen
Anzeichen auf eine Kontaktbildung mit einer Zeitkonstanter: 250 ps gefunden wur-
den.

7.6.2 Schnelle Kontaktbildung im Sub-ns Zeitbereich

In Abbildung 7.15 sind Ergebnisse der Laser-Flash und transienten Absorptions-Experi-
mente kombiniert, diesmal wird der zeitliche Verlauf des Maximums der Absorptionsban-
de des Triplett-Zustands von Naphthalin bei 420 nm verfolgt. Der Abbildung ist eindeutig
zu entnehmen, dass im Zeitbereich ab 50 ps eine transiente Absorption aufgebaut wird,
die als Sockel bis etwa 2 ns bestehen bleibt. Erst danach erfolgt ein weitereatked st”

rer Aufbau transienter Absorption, bis nach ca. 100 ns ein Maximum erreicht wird und
danach ein langsamer Abbau stattfindet.

2.0
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time [s]

1.0-10712 1.0-10°10

Abbildung 7.15: Kombination der Daten aus fs- und ns-Experimentardféis Xanthonpeptid
MO03. Gezeigt ist das zeitliche Verhalten des Maximums der Triplett-Absorption von Naph-
thalin in Wasser bei der Abtast-Wellemge 420 nm@ Daten, der gemeinsame Fit der Daten
ist als durchgezogene Linie eingezeichnet).

Bei den Referenz-Systemen Xanthansg, MO6 und M06MO7 wurde im Spektral-
bereich<450 nm ebenfalls ein langsames anwachsen der transienten Absorption beob-
achtet. Wie kann man sicher sein, dass df&wckel* beim Peptid M03 ta#é€hlich von

Energietransfers von Xanthon zu Naphthalin beeinflusst sein kann, denn in Kapitel 6 wurde gezeigt,

dass dieser Prozess mit- 1 ps abéiuft.
1
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7 Beobachtung der Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

einer schnellen Kontaktbildung hehrt und nicht von einer (vermuteten) Rekombination
von Peptid und im Anregungsprozess freigesetztem Elektron?

Zwei Argumente sprechen daf dass ta&chlich eine Kontaktbildung im 100 ps-
Zeitbereich stattfindet: Man betrachte dazu zuerst den oberen Teil der Abbildung 7.16,
er entlalt die Zeitverliufe der transienten Absorption von M03)(und dem Referenz-
System M06-MO7 ([J). Zusatzlich ist die entsprechende Kuruar fXanthon in Ethanol
eingezeichnetk, Daten aus Abb. 6.15, Seite 153). Bei Messungen von Xanthon in Etha-
nol beobachtet man im Spektralbereich um 420 nm eine transiente Absorption, die inner-
halb weniger hundert Femtosekunden gebildet wird und déxen den gesamten Zeitbe-
reich bis 4 ns konstant bleibt. Im Referenz-System MP®7 (und auch beim Referenz-
Peptid MO6 alleine) ist die Absorption zacfist geringer (Ausbleichen der Absorption).
Die transiente Absorption erreicht den Wait Xanthon in Ethanol nach ca. 100-200 ps
und bleibt danach konstant auf diesem Wert. Anders beim Peptid MO3: hier ist bei 1 ps
eine identische transiente Absorption zu sehen wieX@nthon in Ethanol. Anders als
bei allen Referenz-Systemen wird hier im 100 ps-Zeitbereiclulear den Wert von Xan-
thon in Ethanol hinausgehender Sockel der transienten Absorption aufgebaut (durch die
gestrichelte Linie in Abb. 7.16 angedeutet).
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Abbildung 7.16: Vergleich der Triplett-Absorptionsbandearfvi03 (O) und MO6+MO7 ().
Zuditzlich eingezeichnet ist in der oberealfié (Zeitverlauf der Absorptionsbande der Naph-
thalin Triplett-Bande) das Verhalten von Xanthon in Ethamdl (

Ein zweites Argument liefert der zeitliche Verlauf der transienten Absorption des
Triplett-Zustands von Xanthon im Maximum der Absorptionsbande bei 590uni®3
(©) und MO6+MO7 (I, siehe den unteren Teil der Abbildung 7.16). Im Zeitbereich
>100 ps wird im Referenz-System M@&107 noch transiente Absorption aufgebaut, d. h.
in diesem Zeitbereich erfolgt immer noch eine Besetzung des Triplett-Zustands von Xan-
thon. Im Peptid MO3 bleibt die transiente Absorption in diesem Zeitbereich konstant,
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bevor sie tir Zeiten>1 ns wieder abnimmt. Wie bereits emimit ist die Abnahme der
transienten Absorption im ns-Zeitbereich streng mit dem Aufbau der Naphthalin-Triplett
Absorption verkmpft und damit leicht der Kontaktbildung zuzuordnen. Das Fehlen ei-
nes weiteren Aufbaus im Zeitbereich 100-1000 ps kann zusammen mit dem Aufbau des
Sockels bei 420 nm als weiterer Hinweis auf die Kontaktbildung im 100 ps-Zeitbereich
gewertet werden.

7.6.3 Welche Bedeutung hat die schnelle Zeitkonstante der
Kontaktbildung?

Nach den Ausihrungen in den vorherigen zwei Abschnitten scheint es gerechtfertigt,
die Kontaktbildung in den Xanthonpeptiden mit zwei Zeitkonstanten zu beschreilren: f*
das hier repaSentativ diskutierte Peptid MO3 findet man eine schnelle Zeitkonstaste
250 ps und eine langsamerie= 14 ns. Die ns-Zeitkonstante wurde bereits in Abschnitt
7.3 besprochen (siehe auch [KF&3]). Wodurch aber wird die schnelle Zeitkonstante
verursacht?

Gendl} der Ausfihrungen am Ende von Abschnitt 7.6.Lindé man @i ein Gaul3-
sches Peptid, bei dem Donor und Akzeptor dunck 3 Peptidbindungen voneinander
getrennt sind, eine Zeitkonstante der Kontaktbildung im Bereichtgon 1 ns erwarten.

Die gédngige Argumentation wde aufgrund der edhten Steifigkeit kurzer Peptidketten
sogar eine zwdzliche Verlangsamung fordern. Die hier gefundene schnelle Zeitkonstante
von 250 ps liegt nun erstaunlicherweise fast im unsgtichen Gauf3schen Intervall von
TGauR€E [0-4,7] ns (siehe Abschnitt 7.6.1).

Hier lohnt es sich, nochmal zu den Aukfungen in Abschnitt 7.3 zuckzukehren,
speziell zu Abbildung 7.6. Sie erghidie aus den ns-Experimenten extrahierten Kontakit-
bildungsraterkc, aufgetragen gegen die Anzahl der Peptidbindurgewischen Donor
und Akzeptor. In den Experimenten in Basel mit einer Zeitauftig von ca. 4 ns wurde
fur kurze Peptiden < 20) das enahnte Abknicken der Kurve beobachtet. Die gemessene
Kontaktbildungsrat&: wuchs wesentlich langsamer an, als mit dem Gaul3schen Modell
vorhergesagt. Zur Beschreibung der Datendbigié man sogar eine von der Pepdiaje
unablangige obere Schrankeg, die die maximale Kontaktbildungsrate darstellen sollte.

Unter Betricksichtigung der fs-Daten ist eine andere Sichtweise denkbar: die schnel-
le Kontaktbildung mitts = 250 ps (entsprechend = 4 x 1% 1) lasst sich mit dem
Gaul3schen Modell vereinbarenalrénd die langsamere Kontaktbildung= 14 ns (ent-
sprechendks = 7 x 10’s™1) viel zu langsam ist.

Aus der relativen ldhe des Sockels der transienten Absorption in Abb. 7.15 kann
man abschtzen, dass etwa ein Viertel der Peptide einen Kontaktrgnit 250 ps aus-
bilden. In dem einfachen Modell aus Abschnitt 7.28ste man demnach fordern, dass
ein Viertel der Peptide sich ungehindert bewegen kann und & aei3sche Dynamik®
mit Ts zeigt, wahrend beim Rest beispielsweise Wasserstoffkeinbindungen die Peptid-
bewegung behindern undér veeinderte Potentiale auf die langsamere Zeitkonstgnte
fuhren.
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7 Beobachtung der Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

Interessant ist an dieser Stelle ein Blick auf Abschnitt 7.2, wo die Zeitkonstante f~
die Kontaktbildung in einem Gaul3schen Peptid ausgerechnet wurde. Mit den oben ver-
wendeten Wertenuf das Peptid MO3L(= 7 A und a = 3 A) kann man mit GI. (7.15)
eine, effektive Gaul3sche Diffusionskonstante” ausrechnen:

(2-’-['_2/3)3/2

—1.4x10 ‘cmés L.
4TTa

DGaur=
Mit dieser Diffusionskonstantérkann jetzt im naiven Umkehrschluss ein mittlerer Donor-
Akzeptor Abstand ausgerechnet werden, der der 250 ps-Zeitkonstantermenéspgiach
Einsetzen der Werte estt"manLosgps = 1.8 A, was bedeuten urde, dass bereits zu
Beginn des Experiments ein Teil der Peptide einen Kontakt zwischen Donor und Akzeptor
ausbilden.

p(r) (a) (b)

r

Abbildung 7.17: Interpretation der 250 ps-Zeitkonstantem flie Kontaktbildung. Im Gleich-
gewicht liegen die Peptide in zwei Sub-Ensembles vor: Etwa ein Viertel der Peptide be-
findet sich in dem eher schleifamfiiigen Sub-Ensemble (a) undhiit auf die 250 ps-
Zeitkonstante di’ die Kontaktbildung, der Rest der Peptide ist eher gestreckt g tir

14 ns-Zeitkonstanten bei (b).

Es ist klar, dass diese Rechnung nicht exakt sein kanrlJdélegungen sollten je-
doch in die richtige Richtung gehen undhfén zu einer Interpretation der Ergebnisse,
die als Cartoon in Abbildung 7.17 zusammengefasst ist. Da die beiden Zeitkonstanten f~
die Kontaktbildung um einen Faktor von mehr als 50 auseinanderliegen, macht man einen
»Separationsansatz® und setzt als Gleichgewichtsverteilung der Peptide die Summe zweier
Gaul3scher Verteilungen an (in der Abbildung mit a und b gekennzeichnet). Die (getrenn-
te) Behandlung der beiden Gaul3schen Sub-Ensembles erfolgt dann wie in Abschnitt 7.2
beschrieben und liefert die beiden beobachteten Zeitkonstanten.

Durch Computersimulationen konnten Yeh und Hummer eine derartige Abstandsver-
teilung fir ein Peptid nachweisen, bei dem Donor und Akzeptor durch drei Araimes”
(5 Peptidbindungen) voneinander getrennt sind [YHO02]. Abbildung 7.18 ist nach den dort
erhaltenen Daten gezeichnet und atitebenfalls Hinweise auf ein Sub-Ensemble.
ILapidus et al. verwenden einen zehnfacbiRgren WerD = 1.7 x 106 cnés~1 [LSE*02]. In der Lite-

ratur wird viel Aufwand betrieben, um solche effektiven Diffusionskonstanten zu ermitteln, siehe hierzu
z. B. [HHSE96, RSHO00, BA02, NT03, Por03].
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7.6 Diskussion

p(r)A Kontaktabstand

CAGQW
CAGQAGQW
T T T T T
0 5 10 15 20 25
r [A]

Abbildung 7.18: Wahrscheinlichkeitsverteilung(r) des Donor-Akzeptor Abstandesfur
zwei kurze Peptide mit der Sequenz CAGQW, bzw. CAGQAGQW, simuliert mit einem
CHARMM-Kraftfeld. Die Abbildung basiert auf Daten von Yeh und Hummer [YHO02].

7.6.4 Der praexponentielle Faktor — Tempolimit der
Proteinfaltung

Wie bereits in der Einleitung (ab Seite 9) ausdet; lasst sich in der kinetischen Theo-

rie der Proteinfaltung der Faltungsvorgang einer grof3en Anzahl von Proteinen mit einem
Zwei-Zustands Modell beschreiben. Eine wichtige Rolle dabei spielt @exponentielle
Faktorkop, der angibt, mit welcher Rate das Protein beim Fehlen jeglicher Energiebarrieren
zwischen ungefaltetem und gefalteten Zustand seine native Form annelmten w™

Chang et al. schlossen aus Messungen an einem zehn Aauneoslangen Peptid
auf einen Wert vorkg ~ 10’ s~ 1 [CLWGO03]. Wie Krieger et al. in [KFB 03, KFAtss]
dargelegt haben, muss dieses Ergebnis nach oben korrigiert werden, denn die von Chang
et al. verwendeten hohen Konzentrationen an Guanidiniumchl¢8dmCl) fiihren zu
einer deutlichen Verlangsamung der Kontaktbildungsrate und damit zu einem zu niedrig
angesetzten pexponentiellen Faktor. Hudgins et al. und Lapidus et al. geben ebenfalls
Werte im Bereichkg ~ 10’ s 1 an [LEH00, HHGNO2]. Die dort durchgefirten Experi-
mente zum Triplett-Quenching von Tryptophan durch Cystein (Lapidus et al.) bzw. dem
Fluoreszenz-Quenching von 2,3 diazabicyclo[2.2.2]oct-2-ene (DBO) durch Tryptophan
(Hudgins et al.) sind jedoch beide nicht vadistiig Diffusionskontrolliert, weshalb es
schwierig ist, aus diesen Experimenten assliche Werteu ko zu extrahierefi

1Hohe Konzentrationen an Guanidiniumchlorid (oder Harnstoffyéh dazu, dass sich Proteine entfalten
[Stro4].
2Beim Quenching von Triplett-Tryptophan durch Cystein werden auRe&I&adikale gebildet und die
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7 Beobachtung der Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

Die in Abschnitt 7.3 beschriebene Auswertung der ns-Experimente in Basel ergab
eine von der Peptidlige unabérigige obere Schrankarfdie Kontaktbildungsrate in den
Xanthonpeptiderkc ~ 10® s'1. Die engsten Kontakte in Proteinen findet man in den
Schleifen vonp-Faltblattern und ina-Helices, dazu mssen Kontakte zwischen Ami-
nosauren an den Positionemnindi + 3 (3-Faltblatt) bzwi undi+ 4 (a-Helix) ausgebildet
werden. Unter der Annahme, dass die Kontaktbildung in den Xanthonpeptiden komplett
diffusionskontrolliert akduft und durch keine Energiebarrieren behindert wird, sollte die
gemessene Kontaktbildungsréteeinen relativ guten Anhaltspunkiifden peexponen-
tiellen Faktorkyg geben. Mitkg = ke kann man danwber die Beziehung (vgl. Gl. (1.1),
Seite 9)

k = koexp— (AG?/RT)

beispielsweise Werteuf 'die Hshe der Energiebarrier&G® im Zwei-Zustands Modell
absclaitzen.

Der Wertko ~ 10° s~! wurde zumichst allein aus der Analyse der ns-Experimente
gefolgert [KFB"03]. Die oben gezeigte zatzliche schnelle Kontaktbildung mit ~
250 ps bedeutetf'den paexponentiellen Faktdg aber lediglich eine leichte Korrektur
nach oben, der Wertif'kg bleibt in der gleichen Gaf3enordnung.

Es ist allerdings anzunehmen, dass mardié Beschreibung des weiteren Faltungs-
weges eines Proteins awdrnjeren Zeitskalen kleinere Wertear fden peexponentiellen
Faktor wahlen muss, denn die Ausbildung komplexerer Strukturen wirdtzliski auf-
tretende entropische und enthalpische Barrieren behindert {RBB Dies dirfte einer
der Guinde sein, warum in der Literatur oft ein um den Faktor 10—-100 niedrigerer Wert
fur ko angegeben wird. Wang et al. untersuchten beispielsweise den Faltungsvorgang ei-
nes 47 Aminoauren langen Peptids und folgerten daraus einaaxponentiellen Faktor
ko ~ 10° s71 [WZGO08], einen Wert in der gleichen GRenordnung geben auch Hagen et
al. aufgrund von Experimenten an einammlich grof3en Peptid an [HHSE96].

Messungen zum DBO-Quenching sind durch die kurze Fluoreszenz-Lebensdauer des DBO auf die Mes-
sung schneller Kontaktbildungen besahki (zu den Problemen der beiden Experimente siehe auch die
Ausflihrungenin [KFB 03, KFATss]).
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8 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die initialen Schritte der Peptidfaltung mit Hilfe zwei-
er sehr unterschiedlicher Modellsysteme untersucht: InAfmbenzol-Peptiden dient
Azobenzol zur gezielten Aussung konformationelleAnderungen in einem Oktapeptid.
Azobenzol tihrt nach Lichtanregung eine reversilitens—cis-lsomerisierung durch und
andert dabei innerhalb weniger Pikosekunden seegrege um den Faktor zwei. Diese
starke und schnelle geometriscAaderung verursacht eine Konformationsdynamik in
dem ringbrmig mit dem Azobenzol verbundenen Peptid. Bis das Peptid seinelkigdg”

cis odertransKonformation eingenommen hat kann man im sichtbaren Spektralbereich
(330-700 nm) Rckwirkungen des Peptid-Teils auf das Azobenzol beobachten, denn der
Chromophor kann seine finale Form erst einnehmen, wenn das Peptid keinen Einfluss auf
das Azobenzol-Moleld' mehr ausbt.

Ganz anders bei dexanthonpeptiden. Hier will man die Kontaktbildungsrate er-
mitteln. Diese gibt an wie lange kleine, frei bewegliche Peptidebeeri, bis sich diffu-
sionskontrolliert ein Kontakt zwischeauinlich getrennten Aminasiren ausbildet. Dazu
werden die Peptide mit den Molelen Xanthon und Naphthalin markiert. Bei Kontakt
beobachtet man deutlichenderungen in der transienten Absorption, aus denen sich die
Kontaktbildungsrate extrahiereadst.

Zur Interpretation der biophysikalisch interessanten Experimentetigémian ein
detailliertes Verstindnis der Moleklphysik der spektroskopisch untersuchten Malek"

e Bereits seit einigen Jahren ist bekannt, dass Azobenzol sich ideal zwsAnglge-
triebener Konformatioreiderungen eignet. In dieser Arbeit wurde der Isomerisie-
rungsmechanismus von Azobenzol weitergehend untersucht. Die Experimente zeig-
ten, dass die prinzipielle Reaktionsdynamik bai-nund rtrt-Anregung sehahin-
lich ist, was aufahnliche Isomerisierungsmechanismen umailgig von der elek-
tronischen Anregung hindeutet. Aus der Kombination von Daten zur séaéon”
Emission und zur transienten Absorption konnten aul3erdem neue Erkenntnisse zur
Dynamik des angeregten Zustands gewonnen werden.

e Umfangreiche Untersuchungen zum Intersystem crossing von Xanthon haben er-
geben, dass Xanthon bi-phasisch innerhalb weniger Pikosekunden in einen langle-
bigen Triplett-Zustand wechselt. Messungen zum Triplett-Triplett Energietransfer
von Xanthon zu Naphthalin bei unterschiedlichen Naphthalin-Konzentrationen er-
gaben, dass bei direktem Kontakt zum Akzeptor Naphthalin ein Triplett-Triplett
Energietransfer innerhaldl ps stattfindet. Die beiden Moleké’zusammen bilden

185



8 Zusammenfassung

somit ein ideales Paar von Marker-Molg&in, mit denen die intramolekulare Kon-
taktbildung in den Xanthonpeptiden auf einer sehr kurzen Zeitskala von wenigen
Pikosekunden beobachtet werden kann.

Mit diesen Vorarbeiten konnten folgende Antworten auf die biophysikalisch relevan-
ten Fragestellungen gefunden werden:

e Mitden Azobenzol-Peptiden konnte der Einfluss desurigsmittels auf die Konfor-
mationsdynamik nachgewiesen werden. Dazu wurden Experimente an wslsser|”
chen Azobenzol-Peptiden durchgkft und mit bereits vorhandenen Ergebnissen,
die mit DMSO-bslichen Peptiden gewonnen wurden verglichen. Es stellt sich her-
aus, dass die schnelle Isomerisierungsdynamik in beidsurgsmitteln nahezu
identisch akduft, man in den langsameren Prozessen auf einer Zeitskalps
jedoch eine bsungsmittelabdrigigkeit sieht. Das @sungsmittel wirkt sich da-
bei auf mehreren Zeitskalen auf die beobachtete Dynamik aus. Ein Teil der Mo-
lekile durchéuft (bei dertrans— cis-Reaktion) vdhrend der Isomerisierung eine
diffusive Bewegung auf einer relativ flachen-Botentialfiche. Die dabei not-
wendige Reorientierung derosungsmittelmoleklé ist in Wasser einfacher als in
DMSO, weshalb in Wasser eine Beschleunigung dieses Prozesses beobachtet wird.
Grundzustands-#hlprozesse auf der 5-10 ps Zeitskala werden durch ciemg-
kapazigt und WarmeleitBhigkeit des lbsungsmittels beeinflusst. Beide sind in
Wasser um den Faktor 2.5—4ofer und man beobachtet auf dieser Zeitskala eine
Beschleunigung der Dynamik in Wasser. Auf der 10—-100 ps-Zeitskala schlief3lich
ist in dercis—transReaktion eine echte Konformationsdynamik sichtbar. Diese ist
durch die Losungsmittelviskosdtt beeinflusst, dieui' DMSO doppelt so grol3 ist wie
fur Wasser und um diesen Faktor ist die Dynamik in diesem Zeitbereich in Wasser
beschleunigt.

e Durch Experimente an den Xanthonpeptiden konnte nachgewiesen werden, dass die
Kontaktbildung zweier in der Peptidsequernmilich getrennter Amin@siren mit
zwei Zeitkonstanten im sub-ns und im ns-Zeitbereiclaafl Die Messungen erga-
ben, dass bei einem Peptid, bei dem sich zwischen Donor und Akzeptor zwei Ami-
nosauren befinden etwa ein Viertel der Moilé&'in einem fast ringiimigen Sub-
Ensemble vorliegenpf das eine Kontaktbildungsrate von cax 20° s~ ermittelt
wurde, wahrend der Rest der Molal€ in einem eher gestreckten Sub-Ensemble
vorliegt, woflir eine Kontaktbildungsrate voa 108 s~1 extrahiert wurde. Die Ex-
perimente legen damit einen Weurflen peexponentiellen Faktor der kinetischen
Theorie der Proteinfaltung vdg ~ 108 s~1 nahe.

In der Summe ergeben die im Rahmen dieser Arbeit durcigesii Experimente
bereits ein recht gutes Bildber die Zeitskalen initialer Schritte der Peptidfaltung. Ers-
te konformationelle Bewegungen und auch erste Kontaktbildungen ereignen sich bereits
im sub-ns Zeitbereich. Die Dynamik wird dabei auf unterschiedlichen Zeitskalen vom
Losungsmittel beeinflusst.
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Das Thema Proteinfaltung isiuRRerst komplex undufein komplettes Veratidnis
mussen beispielsweise dynamische Prozedmss fast 17 GolRenordnungen in der Zeit
beobachtet und verstanden werden. Es ist klar, dass man Erkenntnisse dazu nur durch die
Kombination vieler verschiedener experimenteller &s erhalten kann. Die vorliegende
Arbeit hat nun zwei neue Mosaiksteine geliefert, die in das komplizierte und faszinierende
Bild des Faltungsprozesses eingebaut weradesmgi.
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A 340 nm-Anregung von transAzobenzol in
Ethanol

AN
-
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Transient spectra
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Abbildung A.1: Transiente Absorption voftansAzobenzol in Ethanol nach Anregung in der
nirt-Absorptionsbande durch Lichtimpulse bei 340 nm. Otw#izerblick tiber die Rohdaten.
Unten, links: Transiente Spektren zu ausghiten Verogerungszeiten. Rechts: Amplituden-
spektren aus einem globalen Fit.
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B Photoschaltbare Bioaktivit at von
bcAMBP(H ,0)

Eine Besonderheit des bizyklischen Azopeptids bcAMPEJHist, dass es eine photo-
schaltbare biologische Aktivat zeigt [CSRC 01, CCSR 02]. Diese Eigenschaft zeigt
sich am Einfluss vortrans, bzw. cisbcAMPB(H,O) auf die oxidative Rckfaltung von
reduzierter und denaturierter RNase A.

Verbindung Redoxpotentiak,
TrxR aus Escherichia Coli 250 mV
Lineares aktives Zentrum der TrxR

aus E. Coli. (Aminoauren 134-141 -210 mV
transbcAMPB(H,O) -200 mV
cisbcAMPB(H,O) -146 mV

Tabelle B.1: Redoxpotentiale von TrxR und bcAMPB{8). Die Daten stammen aus
[CSRC01].

Aus Tabelle B.1 ist ersichtlich, dass das RedoxpotentialtkamsbcAMPB(H20) (-
200 mV) fast identisch ist mit dem des odichen aktiven Zentrums der TrxR (-210 mV).
Im Falle voncisbhcAMPB(H;O) ist das Redoxpotential jedoch sichtbar auf -146 mV ver-
schoben.

Im Labor (in vitro) wird eine Mischung aus oxidiertem und reduziertem Gutathi-
on (GSH bzw. GSSG) als (kistliches) Redoxsystem verwendet, um dieurietie Um-
gebung des endoplasmatischen Reticulums nachzuahmen (im allgemeinen aber mit we-
sentlich geringerer Effizienz als in Gegenwart von Thiol/Disulfid Oxidoreduktasen). Das
Referenz-System zur Bestimmung der oxidativercli@altungsrate von RNase A bildet
deshalb eine Mischung aus RNase A und GSH/GSSG imalerik '1:20:4. Die zeitliche
Entwicklung der Ausbeute an aktiver RNase A igt flieses Refernzsystem in Abbil-
dung B.1 (schwarze Kurve) eingezeichnet. Wird nun Afquivalent GSSG durcleis
bcAMPB(H,O) ersetzt, steigt die initiale Aktivierungsrate der RNase A um 30%. Die
Ausbeute an aktiver RNase A nach 30 h steigt dabei von 56% auf 80%, mit einer extrapo-
lierten maximalen Ausbeute von 94% gegbai 64% im Referenzsystem (Abb. B.1, wei-
3e Kurve). Wird stattdessen ein Teil GSSG dureimsbcAMPB(H,O) ersetzt, bleibt die
initiale Rickfaltungsrate unbeeinflusst, die Effizienz des Redoxsystems ist jedattt,erh”
was zu einer extrapolierten maximalendRfaltung von 83%thrt (Abb. B.1, gelbe Kur-
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B Photoschaltbare Bioaktivitat von bcAMBP(H,0)
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Abbildung B.1: Biologische Aktivigt der wassedSlichen Azopeptide. Aufgetragen ist der
prozentuale Anteil an zuckgefalteter RNase A gegen die Zeit. Die unterste Kurve zeigt den
Zeitverlauf von RNase A bei 3C€ und pH 7.4 mit Glutathion bei einem molaren Valth”

nis RNase A:GSH:GSSG von 1:20:4. ur~die anderen beiden Kurven wurde atmich
bcAMPB(H,O) zugegeben im Vedithis RNase A:GSH:GSSG:bcAMPB£H) von 1:20:3:1.
Durch Zugabe vortransbcAMPB(HO) bleibt insbesondere die initiale Steigung der Kur-
ve praktisch unvaridert (mittlere Kurve). Wird jedochbisbcAMPB(HO) zugegeben, wird

die initiale Aktivierungsrate um 30% gesteigert (oberste Kurve) und die extrapolierte Ge-
samtausbeute anckgefalteter RNase A steigt von 64% auf 94% (die Abbildung stammt aus
[CSRCM01]).

Dieses Experiment konnte sehr sohZeigen, dass es sich bei bcAMPB®) tat-
sachlich um ein biologisch aktives System handelt, bei dem sich der Grad der Biktivit™
durchcidtransisomerisierung des AMPB-Photoschalters steuasstl”
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C Intersystem crossing — El Sayed Regeln

Der Wechsel vom Singulett- in den Triplett-Zustand wird als Systeenjang bzw. In-
tersystem Crossing (ISC) bezeichnet. Xanthon hat eine QuantenausirduterfSystem
Crossing von 0.97 bei Zimmertemperatur [Sca80lur Bie Photochemie von Xanthon
miissen vier Zustride beucksichtigt werdeninrt, 1rtrt, 3nrt und 3mirt. Die Frage ist,
welche Ubergange fir Intersystem Crossing herksichtigt werden mssen. DieUber-
legungen in diesem Abschnitt sollen plausibel machen, wann ein Intersystem Crossing
effektiv ablaufen wird.

(a)

Ing*

Abbildung C.1: Intersystem crossing — El Sayed Regeln. Das ISC vom Singulett- in den
Triplett-Zustand ist erlaubt, wenn unter Ausnutzung der Spin-Bahn Wechselwirkung ein Elek-
tron gleichzeitig mit dem Spin-Flip in ein anderes Orbital wechselt, in (a) gezeigt am Beispiel
In — 3nirt. (b) Die Situation dii das ISCtnit* — 3nrt* dargestellt: Dabei m3te das Elek-

tron den Spin-Flip ohne Orbitalwechsel machen — dieser Prozess ist nicht erlaubt.

Im Jahre 1963 wurden von El Sayed aufgrund quantenmechanischer Untersuchun-
gen einfache Regeln aufgestellt, die zu entscheiden helfen, ob ein ISC vom Singulett- in
den Triplett-Zustand erlaubt ist und damit wahrscheinlich und mit schneller Zeitkonstante
ablauft oder aber verboten und damit sehr unwahrscheinlich ist [ES63]. Die @tands”
liche Beobachtung ist, dass ein Elektron beim ISC seinen &piterh muR.Uber die
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C Intersystem crossing — El Sayed Regeln

Spin-Bahn Wechselwirkung ist diesaglich, wenn das Elektron gleichzeitig mit dem
Spin-Flip in ein anderes Orbital wechselt. Die Abbildung C.1 veranschaulicht dies: Ein
ISC Inrt* — 3murt ist erlaubt, weil gleichzeitig mit dem Spin-Flip ein Wechsel vom n- in
dastt-Orbital erfolgt, wahrend der Wechséhrt — 3nrt* verboten ist.

Spin-Bahn
Kopplungskonstante Alminl SC
C 0.4 (33cm?l) 500fs
0 1.7  (142cml) 120fs
S 42 (351cml) 50fs
| 63 (5266cm?t)  3fs
Xe 117.2 (9797cm') 1.7fs

Atom

Tabelle C.1: Spin-Bahn Kopplungskonstanten verschiedener Atome.al&egidie Spin-Bahn
Kopplungskonstante ist, desto leichter kann ein Elektron yAigsnutzung” der Spin-Bahn
Wechselwirkung ein ISC durchfiren und vom Singulett- in den Triplett-Zustand wechseln.

Das ISCuber die Spin-Bahn Wechselwirkung geht dabei umso leichterpjgagrdie
Spin-Bahn Kopplungskonstante des beteiligten Atoms ist. aBb dich aus Tabelle C.1
ableiten, dass das IS@rf Thioxanthon besser (und damit schneller) ablaufen sollteials f*
Xanthon.
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D Xanthon in Ethanol (266 nm Anregung)

Absorbance Change [mOD]

Transient spectra Amplitude spectra
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Abbildung D.1: Xanthon in EthanolX,ymp= 266 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Tran-
siente Spektren zu ausgeklten Verogerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach glo-
balem Fit mit vier Zeitkonstanten plus Offset.
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E Quenching des Xanthon-Triplett durch
1-MN

Xanthon in 6 M 1-Methyl Naphthalin

Absorbance Change [mOD]

Transient spectra Amplitude spectra
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Abbildung E.1: Xanthon h 6 M 1-Methyl Naphthalin. Oben: Rohdaten aus der Messung
der transienten Absorption von Xanthon a&lin 1-Methyl Naphthalin nacitf-Anregung
(Apump = 340 nm). Unten links: Transiente Spektren zu austdeten Verogerungszeiten,
rechts: Amplitudenspektrum nach globalem Fit.

196



Xanthon in 3 M 1-Methyl Naphthalin

Absorbance Change [mOD]

!
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Abbildung E.2: Xanthon in Ethanol unter Zugabe von 3 M 1-Methyl Naphthalin. Oben: Roh-
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Wavelength [nm]

600
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daten aus der Messung der transienten Absorption von Xanthostdgell-Methyl Naphthalin
nachmrt-Anregung Apump= 340 nm). Unten links: Transiente Spektren zu ausgeten
Verzdgerungszeiten, rechts: Amplitudenspektrum nach globalem Fit.
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E Quenching des Xanthon-Triplett durch 1-MN

Xanthon in 0.06 M 1-Methyl Naphthalin

Absorbance Change [mOD]

Transient spectra , 'Ampllltude S'pectrr?\
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Abbildung E.3: Xanthon in Ethanol unter Zugabe von 0.06 M 1-Methyl Naphthalin. Oben:
Rohdaten aus der Messung der transienten Absorption von Xanthast gel-Methyl Naph-
thalin nachrtrt-Anregung Apump= 340 nm). Unten links: Transiente Spektren zu ausgedw”
ten Verogerungszeiten, rechts: Amplitudenspektrum nach globalem Fit.
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Xanthon in 0.006 M 1-Methyl Naphthalin

- - N
o o o

Absorbance Change [mOD]
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Abbildung E.4: Xanthon in Ethanol unter Zugabe von 0.006 M 1-Methyl Naphthalin. Oben:

400
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Wavlength [nm]

20

Fit amplitude [mOD]

Rohdaten aus der Messung der transienten Absorption von Xanthast gel-Methyl Naph-
thalin nachrtrt-Anregung Rpump= 340 nm). Unten links: Transiente Spektren zu ausddw”
ten Verogerungszeiten, rechts: Amplitudenspektrum nach globalem Fit.
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F Xanthonpeptide: Referenz-Systeme

Xanthons aure in Wasser (266 nm Anregung)

XanthQnic

Absorbance Change [mOD]
(@]

\

Transient spectra Amplitude spectra
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P 2
o 10 =0 g
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5 5F =
8 B —-10
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Abbildung F.1: Xanthonsiure in WasserAyymp = 266 nm). Oben: Rohdaten. Unten links:
Transiente Spektren zu ausgaviten Verogerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach
globalem Fit mit vier Zeitkonstanten plus Offset.
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F Xanthonpeptide: Referenz-Systeme

Das Referenz-Peptid MO6 in Wasser

Abbildung F.2: Referenz-Peptid M0O6 mit der Sequenz Xan-S-S-F-S-R-S-R-G-CGONH
Wasser {pump= 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren zu aakljew"”
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Verzogerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globalem Fit.
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G Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

Xanthonpeptid MO1 in Wasser

Absorbance Change fmOD]

MO01 in Water; Transient Spectra

Amplitude spectra

20 ! ! T T T T
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Abbildung G.1: Kontaktbildung im Xanthonpeptid MO1 mit der Sequenz Xan-S-S-NAla-
S-R-G-CONH (Apump = 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren zu
ausgewhlten Verogerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globalem Fit.
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G Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

Xanthonpeptid MO2 in Wasser

Absorbance Change [mOD]

Amplitude spectra
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Abbildung G.2: Kontaktbildung im Xanthonpeptid MO2 mit der Sequenz Xan-S-G-NAla-

S-R-G-CONH (Apump = 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren zu
ausgewahlten Verogerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globalem Fit.
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Xanthonpeptid M02’ in Wasser

Absorbance Change [mOD]

Amplitude spectra
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Abbildung G.3: Kontaktbildung im Xanthonpeptid M02' mit der Sequenz Xan-G-S-NAla-
S-R-G-CONH (Apump = 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren zu
ausgewhlten Verogerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globalem Fit.
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G Kontaktbildung in Xanthonpeptiden

Xanthonpeptid M04 in Wasser
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Abbildung G.4: Kontaktbildung im Xanthonpeptid M04 mit der Sequenz Xan-G-S-G-S-G-S-
NAla-S-R-G-CONHR (Apump = 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren
zu ausgewhlten Verogerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globalem Fit.
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H Naturliche Aminos auren

Aminosaure

Abkurzung

Code Struktur

Alanin

Arginin

Asparagin

Asparaginaure

Asparagin oder
Asparaginaure

Ala

Arg

Asn

Asp

ASX

GO
A *HzM —é —H
I
CH;
-:lm-c:r
*HzH —-:|: —H

'|3Ha

olele)
HzN—C—H
CHy
oleTe)
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H Naturliche Aminosauren

Aminosaure Abkurzung Code Struktur

(elale)

_ tHz0 —-lz —H
Cystein Cys C I

Glutamin GIn Q [

Glutamingsiure Glu E CHz

Glutamin oder

Glutamingiure Glx z

Glycin Gly G tHiN —iC—H

Histidin His H J;_l—r*
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Aminosaure

Abkurzung

Code

Struktur

Isoleucin

Leucin

Lysin

Methionin

lle

Leu

Lys

Met

tlzcm:r
HzN —C —H

H—tlz—-::l-b

olaley
tHzH—C—H

waley
tH;M—C—H
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H Naturliche Aminosauren

Aminosaure Abkurzung Code Struktur
-:|:-:::n:::'
+H3N—-:|:—H
. CHy
Phenylalanin Phe F
-:Izt:n-:::'
. T ——C—H
Prolin Pro P I I
HECRG e
H
-;lt-c:--:::r
tHzM—C—H
Serin Ser S I
H—-:lz—-:::H
H
eleley
+H3N—é —H
Threonin Thr T (I
H—&—OH
I
CH3
-;lt-c:--:::r
"'H;N—? —H
“Ha
Tryptophan Trp
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Aminosaure Abkurzung Code Struktur

(male)

tHzr —% —H
CHa

Tyrosin Tyr Y

oy

Valin Val V [
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AMPB
ASCII

Alft.
bcAMPB
BBO

BS

BSE
cAMBP
CHARMM
CT

DCM
DMSO
ESA

FDM

FFT

FTP
GdmCl
GODZILLA

GSH
GSSG
HR800
IDL
kDA
FAD
FWHM
LDAC
1-MN
NADP
NADPH
NAla
NMR
NOPA
oC

(4-Aminophenylazo)benzoagie
(4-(Aminomethyl)phenylazo)benzcage

American Standard Code for Information Interchange
Attenuator

bizyklisches AMPB

[3-Barium Borat

Beam-splitter

Bovine Spongiforme Enzephalopathie (Rinderwahnsinn)
monozyklisches AMPB

Chemistry at HARvard Molecular Mechanics

Charge transfer
4-Dicyanmethyl-2-Methyl-6-(p-Dimethylaminostyryl-4pyran
Dimethylsulfoxid

Excited State Absorption

Filter Diagonalization Method

Fast Fourier Transform

File Transfer Protocol

Guanidiniumchlorid
Grundlich optimierte und zw@Zlich immens leistungafiigere
URMEL Adaption

Reduziertes Glutathion

Oxidiertes Glutation

High reflective mirror (800 nm)
Interactive Data Language

Kilo Dalton

Flavin Adenin Dinukleotid

Full Width at Half Maximum

Logarithmic Differentiation of Absorption Changes
1-Methyl Naphthalin

Nicotinamid Adenin Dinukleotid Phosphat

Reduzierte Form des NADP

Naphthyl-Alanin

Nuclear Magnetic Resonance

Non-collinear optical prarametric amplifier

Output Coupler
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PLC
PM
PMMA
PTP
RMS
RMSD
SFM
SHG
StBu
SVD
THG
Trx
TrxR
TST
TTA
TTET
ULE
URMEL
uv
Xan
WOTAN

Polymer Liquid Crystal

Parabolic mirror

Polymethylmethacrylat

p-Terphenyl

Root Mean Square

Root Mean Square Deviation

Sum Frequency Mixing

Second Harmonic Generation

tert-Butylthio

Singular Value Decomposition

Third Harmonic Generation

Thioredoxin

Thioredoxin Reductase

Transition State Theory
Triplett-Triplett-Absorption

Triplett-Triplett Energie Transfer

Ultra Low Expansion

Ultra rasanter Marquardt-Algorithmus mit externem Linearfit
Ultraviolett

9-Oxoxanthen-2-Carboxysie ((Xanthongure")
Wonderful Optical Transient Absorption iINstrument
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