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Abstract

Die dreidimensionaléstruktur von Proteinenist dasentscheidend&riterium flr derenbiologische
Funktionstlichgkeit. Der Mechanismuswelcherder Faltungvon Aminosaurekettezugrundediegt,
ist aberbis heutenur in AnsatzerbekanntDa die Nutzungvon gezielterProteinfaltungenormeVor-
teile und VerbesserungenB. beim Designvon neuenMedikamenterbringenwird, ist die Erlangung
einestieferenVerstandnissedes Faltungsmechanismua vielerlei Hinsicht erstrebenswerDie im
RahmendieserArbeit durchgefihrtefiemtosekundenspektroskisphen Untersuchungean Azoben-
zol und Azo-Peptidenim sichtbarenSpektralbereictsollen neue Erkenntnissdiber die schnellsten
Prozesseu Beginn einerFaltungsreaktiofringen.

Im erstenTeil dieserArbeit wurde ein neuesLasersystenfregeneratier Verstarker)konzipiertund
realisiert.Die wichtigstenRandbedingungewareneine Ausgangsimpulsengte > 1mJpro Lichtim-
puls bei gleichzeitigmdglichstniedrigemRauscherund hoher Strahlstabilitat AnschlieRendan die
erfolgreichelnbetriebnamedes Femtosekundenlaseesfolgte der Aufbau bzw. Umbau des Pump-
Probe-Experimentefie wichtigstenForderungerdafir warendie Bereitstellungeineszeitlich sehr
kurzenLichtimpulsesbei einer WellenlangeA pymp = 480nm fiir das Startender zu untersuchenden
Reaktionsowie die gleichzeitigeMeRbarkeitvon Transienterbei verschiedenedbtastwellenlangen
im Spektralbereictvon 320— 900nm. Zur ErzeugungdesAnreglichtimpulseswurde ein nichtkolli-
nearemptisch-parametrisch&ferstarkeaufgebautindoptimiert. Fir die OptimierungdesAbtastwel-
lenlangenbereichesurdeerstmalsKalziumfluorid als Medium zur ErzeugungdesAbtastweil3lichtes
verwendet Aufgrund der fehlendenMoglichkeit, die anfallenderDatenmengesinnvoll und schnell
bearbeiterzu kdnnenwurdeeineumfangreichéuswertesoftwarenit Benutzeroberflachentworfen
undprogrammiert.

Im Anschluf3an die Fertigstellungder experimentellemAufbautenwurdenim zweitenTeil dieserAr-
beit erstmaldemtosekundenspektroskepheUntersuchungeanverschiedeneReptid-Chromopher
Komplexen durchgefihrtdie lichtinduzierteKonformationsanderungerllziehenkénnen.Als Pho-
toschalterdientedabeiin allen Fallen Azobenzol,desserPhotochemidekanntist. Im Rahmender
Untersuchungekonntegezeigtwerden,dal3sich der ChromophotAzobenzolgleichzeitigals Trigger
und als spektroskopisch8ondefur Konformationsanderungererwendenafit. DasverwendetéVio-
dellpeptidbestandauseinerachtAminosaurenangenPeptidkettesovie einemchemischmodifizierten
Azobenzol AusdemVemleichderErgebnisséiir einelineareundeinezyklisiertePeptidariantesoll-
tenneueErkenntnisséiberdie schnellsterProzessdei der Faltungvon Proteinengevonnenwerden.
Als VemleichssystendienteeineweitereGruppevon Azopeptidenpei welcherdie Flexibilitat einer
derbeidenBindungendesChromophorszur AminosaurekettelurcheinenSpacererhéhtwordenist.
Eskonntegezeigtwerden,dal3nachder lichtinduziertenlsomerisierungiesChromophorsn denzy-
klischenPeptiderein Rearrangemerder Aminosaurerteilweiseauf Zeitskalen> 100psbeginnt und
bisin denNanosekundenbereiemdauertAbh&ngigvom Modellsystem(zyklischesoderbizyklisches
Peptid,mit oderohne Spacerund der Isomerisierungsrichtungiurdenunterschiedlichésomerisie-
rungsgeschwindkgitenund-gquantenausbeutesowvie sehrlangsameinetikenbisin denNanosekun-
denbereiclerhalten Eine einfachemechanistisch#odellvorstellungkannmodellsystemubgreifend
alle Ergebnisseu erklaren Dabeispieltdie Kraft, welchedie Peptidketteauf denChromophorauszui-
benvermageineentscheidendRolle. Femtosekunden-Pump-Probe-ExperimémtsichtbarerSpek-
tralbereichsind alsodurchausn der Lage,neueErkenntisseur LosungdesProteinfaltungsproblems
beizutragen.
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1 Einleitung

DenBegriff ,,Eiweil3“ bzw. Proteinkenntjederz.B.vondenNahrwertangabeaufLebensmit-
telverpackungenkKaum jemandemist aberbewnul3t, wo tGiberallin OrganismerProteinevon
Bedeutungind: OhneProteinewaredie Photosyntheseicht mdglich,welchedurchdie Frei-
setzungvon riesigenMengenan Sauerstdf die Voraussetzungllen héherenLebensschuf.
Wir kdénntennicht sehenund nicht atmen.UnsereHaut und Sehnenwirdenunter geringer
Belastungei3en.Ganzallgemeinwéarein einemOrganismuskeine Kontrolle und Katalyse
von biochemischeiReaktionermdglich. Dies bedeutetiuch,dal3Verletzungemicht verhei-
len kdnntenund kein Immunsystenexistentwére,welchesin denOrganismusindringende
Krankheitserrgerbekampft.

Aufgrunddervielfaltigen Aufgabenund derimmenserBedeutungson Proteinerfir dasLe-
benversuchtmanseitlangem,Proteinezu verstehenWasbestimmtnunihre Eigenschaften?
Ein Proteinist zuersteinmaleinelineareKettevon kleinenUntereinheitengensogenannten
Aminosaureh, die in einerfir dasProteincharakteristischeReihenfolgeangeordnesind,
die PrimarstruktudesProteinsgenanntvird.

Die funktionellenEigenschaftererhaltdieseAminoséaureketterst, wennsie eineeindeutig
bestimmterdumlicheStruktur (Sekunda, Tertiar und evtl. Quartarstrukturinnimmt.Die

Frageist nun,woherdie Aminosaurekettelie Informationerhalt,wie und auf welchemwWeg

sie sich falten muf3. Dennim genetischerCodevon Organismenst nur die Primarstruktur
von Proteinennicht aberderendreidimensionaleaumlicheGestaltgespeichertAnfang der

1960erJahrezeigtenAnfinsenet al., daRProteine derendreidimensionalétruktur zerstort

wurde,wiederin dieursprunglichedumlicheStrukturzuriickfalterkdnnen sobalddie Umge-
bungsbedingungedieszulasserfANFINSEN etal., 1961, ANFINSEN, 1973. DasFaltenund

EntfaltensindalsoreversibleVorgangedie sichwiederholeriassensolangedie Primarstruk-
tur nicht zerstértwird. Deshalbmuf3 durch die Aminosauresequenz.h. die Primarstruk-
tur, die dreidimensional&estaltabhangigron denUmgehlungsbedingungeschonfestgelgt

sein.DieseFrageist unterdem Stichwort, Das ProteinfaltungsproblemBekannt(siehez.B.

[CREIGHTON, 199Q CHAN undDiLL, 1993).

Praziserformuliert stellensich unteranderemdie Fragen,auf welchemReaktionswg das

1In derNaturkommen20 verschiedendminosaurervor.
’Das Auflésungder nativen dreidimensionalemaumlichenStruktur unter Erhaltungder Aminosauresequenz
nenntman, Entfalten*.



1 Einleitung

Proteinseinenatiirliche biologischaktive Konformatior? einnimmt,warumgefalteteProtei-
nestabilsindundwarumdie AminosauresequergaskErgebnisdesFaltungsprozessdsstlegt.

WelchenNutzenbringt es,dieseFragenzu beantwortenNebender akademischeGenugtu-
ung, einender wichtigstenBausteinedesLebensverstanderzu haben,versprichtdas Ver-

standisder Proteinfaltungaucheinentatsachlichevorteil. Wareesmoglich,ausder Priméar

strukturdie Sekundar bis Quartarstruktuzu berechnenso kénntez.B. ein gezielteresund

ausgefeiltere®esignvon Medikamentererfolgen,da auchdie Wirksamkeitund Spezifitat
von Arzneimittelnsehrengmit derrdumlichenStrukturdesWirkstoffesverknupftist.

Schonim Jahr1968erkannteC. Levinthal, daRder Faltungswrgangvon Proteinemicht ein
rein zufallsbestimmte#\btastenaller méglichenKonformationerauf der Sucheder richti-
gen Struktur sein kanrf [LEVINTHAL, 196§. Denn selbstein relativ kleines Protein, be-
stehendaus nur 100 Aminoséauren,brauchtezum Ausprobierenaller moglichen Konfor-
mationenetwa 10%/ Jahre,selbstwenn sich jede Aminosaurerelativ zum néchsterNach-
barnnur in drei verschiedene®ositionenanordnerkannund dasAusprobierereiner Kon-
formation nur 100fs (1fs = 10~1°s) dauert. Tatsacheist aber daf sich selbstviel groRe-
re Proteinein Sekunderbis Minuten komplettfalten. Der Auswey ausdiesem,als Levin-
thal ParadoxonbezeichneterDilemma war die Forderungvon bestimmtenReaktionswe-
genbzw einertreibenderKraft, die dem Proteinden Weg zum gefaltetenZustandweisen
[LEVINTHAL, 1968 ZWANZIG etal.,1991.

Auch heutenochist der molekulareMechanismugler Proteinfaltungeinesder grof3enun-
gelostenRatselder Molekularbiologie LangeZeit wurde zur Beschreiling der Faltungvon
Proteinerein einfachesequentielle$lodell verwendetDer Faltungsproze®ihrt durcheine
Reihevon wohldefiniertenZwischenzustandefintermediaten]Kim und BALDWIN, 1983.
Diesimpliziert,dafRdie FaltungsreaktioentlangeinesgenaudefinierterReaktionspfadeger-
l[&uft. Auch wennviele experimentelleUntersuchungedie Existenzvon solchenintermedia-
tenaufzeigtenso mufRtemanEndeder 80erJahredennocherkennendalidiesessequentielle
Modell nichtdie optimaleBeschreibngfir die VorgdngenvahrendderProteinfaltunglarstellt
[KiM undBALDWIN, 199Q.

In einem neuerenKonzeptzur Untersuchungler Faltungswrgdngewird das sequentielle
DurchlaufervonintermediateraufdefinierterReaktionspfadedurchdie Bewegungaufeiner
Enegielandschafinit vielen,paralleinebeneinandexistierenderiFaltungswegenersetztDer
Faltungswrgangwird nunalsdiffusionsahnlicheProzelgesehenhei demdie Bewegungder
einzelnenAminosaureketteim Ensembleasynchrorablauft.Dies bedeutetdal3jede Kette,
getriebenvon der BrownschenMolekularbevegung,von ihrer Startkonformatiorausunter
schiedlicheKonformationerdurchlauft,aberschliel3lichin derselbemativen Strukturlandet.
Dies ist vergleichbarmit Wasserwelchesauf verschiedensteklVegen die Berghdngeeines
Taleshinunterlauft schlie3lichaberdochin demselberseeaufgefangenvird.

Innerhalbdesneuenkonzeptesst der Ausdruck,Enemgielandschafton entscheidendese-

3EineKonformationbeschreibein bestimmtesaumlichesAussehen.
4Vemleichbarmit der SucheeinerNadelim Heuhaufen.



deutung.Unter Enegielandschafist die freie Enegie jeder moglichenKonformationder
Aminosaurekettals Funktionaller Freiheitsgradez.B. der DihedralwinkelentlangdesPro-
teinriickgrateszu verstehenTragtmandie freie Enegiein Abhangigkeitvonz.B. zweigene-
ralisiertenKoordinaterauf, so ergibt sichfir ein Protein,idealisiertdaigestellt,einetrichter
formige Enegielandschaf(vgl. Abb. 1.1). Ein Punkt
aufdieserOberflacheeprasentiergéin Proteinin einer
bestimmterKonformation.Ein Ensemblevon N nicht
gefaltetenProteinenwird in dieserEnegielandschatt
durcheinenSatzvon N Punktenrgendwoaufder Fla-
che au3erhalbdes globalen Minimums beschrieben.
GehteineAminosaurekettan LaufedesFaltungswor-
gangesmehr intramolekulareVerbindungen(z.B. H-
Brucken,etc.)ein, soerniedrigtsichihre internefreie
Enegie und der verfiigbareBereichim Konformati-
onsraumder Punktauf der Potentialflacheahertsich
demHals desTrichters.JedesProteindesEnsembles
Abbildung 1.1: Eine ,rauhe“ trichter Wird fur sich selbstdem Gradientender Potentialfla-
formige Enegielandschaft zur Beschrei- chefolgenundsozumtiefstenPunktder Enegieland-
bt‘)’”g der Proteinfaltung.Die Abbildungist gchaft dem gefaltetenZustand,gelangen Dabei be-
[DILL undCHAN, 1997 entnommen. schreibiederPunktauf derEnegieflacheeinefiir sei-
nen Ausgangszustandharakteristischdrajektorie.In Abbildung 1.1 ist dieseidealisierte
Enegielandschaffaufgerauht.Sie enthéaltz.B. kinetischeFallen, Enegiebarriererund nur
einige schmaleDurchgangezum nativen Zustand.In einemderartigenModell ist esauch
moglich,dal’die Trajekoriender Proteine(zum Teil) erstdurchlokale Nebenminiméthren,
die Proteinealsomdglicherweiseerstfehlgefaltetvorliegen,um dannthermischaktiviert den
Weg in dennativen Zustandzu finden[DiLL und CHAN, 1997. Der Aufenthaltvon vielen
Proteinenin einemNebenminimunkannunter Umstandenrals strukturellgenaudefiniertes
Intermediatetektierwerden.

Die bisher durchgefuhrtenexperimentellen Untersuchungenzeigten, dal? die Faltung
von Proteinen meist in einem Zeitbereich von Mikrosekunden bis Minuten ablauft
[MuURNOz etal., 1997 BURTON etal.,1998 ZHou undKARPLUS, 1999. Hierbei konnten
abernur die gro3raumigerStrukturanderungeantersuchwerden.Die schnellenVorgédnge
am Beginn der Faltungsreaktiorliebenjedochverbogen.Eine allgemeinverwendetainte-
re Schrankefir denZeitbereich,auf demeine Faltungsreaktiorablaufenkann,ist 10ns (=
10- 10-9s) fur die Bildung von a-Helices[WiLLIAMS etal., 1996 THOMPSON etal., 1997.
Der Grol3teilder auftretenderiReaktionenst aberwesentlichangsamerEine schnellereRe-
aktionder Aminosaurerals 10nskonntebishernicht beobachtetverdenundgalt alsunwahr
scheinlich.

Spezielldie erstenBewegungender Aminosaurerwarenfir die Beantwortungler Fragein-
teressantob sich bei der FaltungeinesProteinstatsachlicherstrelativ schnellkleinrAumige
Sekundarstrukturelemengisbilden die sich anschlie3endh einemweiterenlangsameren
Schrittzur endguiltigen3D-StrukturzusammenfligefVRIGHT etal., 1989. Die Alternative
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hierzuware,dafdie Faltungdurchdie gleichzeitigeBildung von Sekundé&rund Tertiarstruk-
tur beschriebemwird. Da eseinigeSchwierigkeiterbereitetdie Faltungsreaktiomndengrof3-
ten (=kompliziertestenpystemenm Detail zu verstehenerscheinessinnvoll, insbesondere
die schnellsten/organgeansehrkleinenProteinen=Peptiden)u studierenAllerdings sind
die experimentellerErkenntnisseéiber denBeginn von Faltungsreaktionebei denPeptiden
gering,insbesondergveil die Experimentier und Praparierkunserstseit einigenJahrenso
weit fortgeschritterist, daB Experimentam Zeitbereichvon Pikosekundetflps= 10~12s)
bis zehnNanosekundemdglichsind.DasProblemist dabeinichtdie Durchfihrungvon Ex-
perimentermit einerhohenZeitauflésungszon hundertFemtosekundenVielmehrhapertees
langeZeit an Systemerbzw. Experimentiertechnikerym Faltungsreaktioneauf der Femto-
sekundenzeitskalauszulosenDennesbringt keinerleiErkenntnissegin Systemmit extrem
hoherZeitauflosungzu beobachtengden StartzeitpunkterinteressierendeReaktionjedoch
nur sehrungenauestzulgen.In denletztenJahrenjedochsind ein paarAnsatzevorgestellt
worden,die eineSynchronisatiomesBeginnsderFaltungsreaktiomerPeptidem untersuch-
ten Ensembleuf untereinerPikosekundermdglichen(vgl. Kapitel 3).

Der AnsatzdieserArbeit, um die schnellsterVorgdngebei der Faltungvon Peptiderzu un-
tersuchenjst die Verwendungeineskleinen zyklische® Peptideswelchesdurch einenin
dasPeptidrickgratntergriertenPhotoschaltezu einer Konformationsédnderungezwungen
werdenkann. Als Chromophomwurde Azobenzolverwendetwelchesals Reaktionauf die
AbsorptioneinesPhotongyeeigneteVellenlangeseinegeometrischédngenausdehnung-
nerhalbwenigerPikosekundemum einenFaktor 2 &ndernkann. Die geandertergeometri-
schenRandbedingungenach der Langenanderungnduzierenim restlichenPeptid einen
Konformationsiuibgrang.Mit einemderatigenSystemist esim RahmendieserArbeit das
ersteMal gelungendie schnellsterEreignissebei der Peptidfaltungauf der Zeitskalavon
einerNanosekundeu beobachtenDer experimentellerhalteneBefundeinerinitialen Reak-
tion der Aminosaureketten etwa 1ns decktsich mit theoretischerRechnungendie eben-
falls Zeitskalenvon einigen hundertPikosekunderbis wenige Nanosekunderorhersagen
[ToBIAS etal., 1991 DAURA etal.,1998. Detailliertereinformationentiber die Bewegung
der Aminosaurenwerdenin Kirze weitereExperimentam infrarotenSpektralbereicHorin-
gen.Damitwird manderLdsungdesRatselderProteinfaltungeinenSchrittnaherkommen.

5d.h.zueinemRing geschlossenen
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Daslinteressainddie Neugierdeunterschiedlichsteealablaufendd’rozessén derNaturzu
verstehenist der Menschheitschonseit langemzu eigen. Allerdings sind Untersuchungen
immeraufsolcheVorgangebeschrankilie derZeitauflosunglerverfugbarerMeRinstrumen-
te zuganglichsind. WareneinstSekunderdasschnellsteMal3, so ermoglichtermechanische
SchalterUntersuchungemm MillisekundenbereichStroboskopisch8eleuchtungstechniken
erschlossemlaraufhindie Mikrosekundendoménd®ie schnellste heuteerhaltlicheElektro-
nik hingegenlaRtExperimentamit einerAuflosungbisin densub-NanosekunddBereichzu.
Aberdann?

Geradddie in der Bio- und MolekulphysikinteressierendeReaktionersind teilweisenoch-
malsumvier bisfinf Grol3enordnungeschnellerlaufenalsoaufderFemtosekundenzeitskala
(1fs = 10-15s) ah Diesist der Zeitbereich auf der SchwingungerinzelnerAtomein Mole-
kulen ablaufenLadungstransferprozeséeB. in der Photosynthesejtattfindensowie auch
Geometrieanderungesn kleinerenMolekulenvonstattergehen Da einedirekte Beobach-
tung derartschnelle’nVorgangeprinzipiell nicht moglichist, muf3mansich diverser,Tricks*
bedienerundzuindirektenMel3methodegreifen.

EineMdglichkeiteroffnetdie sogenannt®ump-Probe-SpeldskopieHier regt einintensver
kurzerAnregungsimpulgPump-Pulsylie ProbeelektroniscHund/odewibronisch)an.Ein zu
dieseneeitlichverzogerteschwacheundebenfallkurzerAbtastimpulgProbe-Puls)mif3t*
die TransmissiorerProbezu deraktuelleingestellteVerzogerungszerwischerdenbeiden
Lichtimpulsen.Wiederholtman dieseMessungfir viele verschieden&/erzégerungszeiten,
so erhaltmaneinenVerlaufder Transmissionin Abhangigkeitder Zeit und kanndarausdie
Dynamikderuntersuchte®robeim fs-Regimebestimmen.

So einfachdiesesPrinzip klingt, so langehat esgedauertpis esim Femtosekundenbereich
einsatzfahigvar. Dennesgibt einewichtige Voraussetzungnanmuf3Lichtimpulsezur Ver-
fugunghabenderenzeitliche Dauerkirzerodermaximalgleich der zu untersuchendeRe-
aktionsdynamikst, denndie Pulsbreiterbestimmerdaszeitliche AuflésungsermogenDies
bedeutetdal3Lichtimpulsevon wenigenFemtosekunde®auerzur Verfligungstehemmus-
sen.DocherstAnfangderachzigerdahregelangeserstmalsLichtblitze mit Pulslangervon
wenigerals 100 fs reproduzierbarzu erzeuger FORK etal., 1981. Und esbedurftenoch-
mals einiger Jahre,bis Pulsdauerrunter 30 fs ,routinemafig“eingesetziwerdenkonnten
[VALDMANIS etal., 1985. Damitwarendie Grundwraussetzungevorhandenum Molek-

le beiihrer Bewegung, direkt* verfolgenzu kénnen.Anfangderneunzigedahrewarendann
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stabile,intensie Lichtquellenverfigba SQUIER etal., 1997, die die Entwicklungvonkolli-

nearer(OPAY) undnichtkollinearerparametrischeMerstarkerr(NOPA) ermdglichtenDiese
erdffnendie Mdglichkeit, kurzeundin derWellenl&angeontinuierlichdurchstimmbaré&icht-

impulsezuerzeugemundsomitfur die Anwendungzu optimierenintensve Forschundieferte
die Grundlagedafur, dalRheuteLasersystemeur VerfigungstehenwelcheLichtimpulsevon
unter 10fs Daueremittieren.Gute Zusammenfassunge&tfesmomentanerstandesier Tech-
nik sind z.B. in [STEINMEYER etal., 1999 oderausfihrlichenn [BACKus etal., 1999 zu
finden.

DasvorliegendeKapitel soll einenUberblick tiberdie Pulserzeugunglie mit denerzeugten
LichtimpulsendurchgefiihrteriMessungensawie die anschlieRendiotwendigeDatenaufbe-
reitungund-auswertungyeben.

2.1 Der experimentelle Aufbau

Ein Teil derAufgabenstellundgpestandarin,dasfiir die nachfolgendeschriebenebntersu-
chungernverwendetd asersystenzu planenund anschlieRendufzubauenDahersoll dieses
im folgenderAbschnittkurz dagestelltundcharakterisieniverden Die Beschreibnggliedert
sichin einekurzeEinfihrungin die Erzeugungntensver ultrakurzerLichtimpulse,die aus-
fuhrliche Behandlungvon parametrischeWerstarkerrsawvie die detaillierteErlauterungdes
eigentlicherExperimentes.

2.1.1 Die Femtosekunden-Lic htquelle

Da sich dasMitte der achzigerJahrevorgestellteKonzeptdes,regeneratre chirpedpulse
amplifiers® als sehrzuwerlassigerwies, erfolgt heutedie Erzeugungvon fs-Pulsenoft nach
diesemPrinzip,undwurdeauchin dieserArbeit umgesetzt.

Ti:sapphire laser . | Ti:sapphire regenerative
:| 800 nm, 90 MHz, ‘ »| chirped—pulse amplifier
1 2.1nJ,25fs ,j,‘ ,-p>| 800nm, 1 kHz, 1 mJ, 100 fs | :
| } 3 !
| argon ion laser ~ 11| Nd:YLF laser, Q-switched
.| multiline, 3.5W, cw " 1" ] 527 nm, 1kHz, 10mJ
!

Abbildung 2.1: Prinzipskizzecemtosekunden-Lasersystem:
In einemspezielkonzipierterLaserresonatawerdenschwachds-Lichtimpulseerzeug(l). Diesewer
denanschliel3enéh einemoptischerVerstérkein derIntensitdtnachwerstarki(ll).

1Optical ParametricAmplifier
6



2.1 DerexperimentelleAufbau
Die GenerierunglerLichtimpulseerfolgthierin zwei Schritten(sieheauchAbb. 2.1):

1) In einemTi:Saphir(Ti:Al 203) Oszillatorwerdenmit Hilfe nichtlineareroptischerMe-
thodenschwachés-Lichtimpulseerzeugt.

) Diesewerdenin denoptischerResonatodesregeneratienVerstérkersils seed-Licht
eingekoppelundum etwasechsGré3enordnungein derintensitatverstarkt.Die elek-
tronischeSynchronisatiorstimmtdie RepetitionsratelesOszillators(80 MHz) auf die
desVerstarkergl kHz) ah

(I) Der Oszillator: Die Quelle der ultrakurzen Lichtimpulse

M1
Artlaser, cw, 3.5 W, multiline »/,,,“

PYE N e

MM b1 T
Abbildung 2.2: SkizzeFemtosekunden-Laser X-Faltung:
BS: Strahlteiler C: temperaturstabilisiertéeli: SaphirKristall, D: PhotodiodeM: Spiegel, MM: Be-
weglicher Spiggel, L: Linsen,OC: Auskoppelspigel, P: Prismen

Die TheoriederFouriertransformatiogeigt:je kiirzerein Lichtimpulswerdensoll, destobrei-
ter ist dasbendotigteFrequenzspektrunagusdemdieserzusammengesett. Fir sehrkurze
Pulse(wenigezehnFemtosekundetang) im naheninfrarot bedeutetlies spektraleBreiten
von einigenzehnNanometernAllerdingsgentgtesnicht, einfachLicht in diesemSpektral-
bereichzur Verfigungzu stellen:die verschiedenefongitudinalenModen des Resonators
mussernin festerPhasenbeziehurmyeinandestehen.

Somitergebersich zwei Anforderungeran einenfs-Oszillator:

¢ Dasverwendetd_asermediunmul} eine sehrgrof3eFluoreszenzund somit Verstéar
kungsbandbreitaufweisen.

¢ Eswird ein Mechanismuspendétigt,der die einzelnerResonatormodefWellenlangen)
phasenrichtigestmiteinandeikoppelt.

2engl.seedséen
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Mit Ti:Saphir (mit Titanionendotierter Saphirkristall,Al,O3) stehtein Material zur Verfu-
gung,welcheszweiwichtige Kriterien anein Lasermediunin idealerWeiseerfillt: die breit-
bandigeFluoreszenzeichtvonetwa700nmbis 1100nm, die Absorptionliegtim Bereichvon
400nm bis 600nm. Zusatzlichweist dasMaterial nochweiterefir einenLaserbetrielgin-
stige physikalischeEigenschaftermuf [MouLTON, 1986. Es bedurfteaberdennocheiniger
Zeit[SPENCE etal., 1991, bis einbrauchbareModenkopplungsmechanismgesfundernwar,
da die bis dahin gdngigeMethodeder passier? Modenkopplungnittels der Kombination
von langsameiSattigungvon Absorberund Verstarkerfur Ti:SaphirLasernicht anwendbar
ist. Das Verfahrender Wahl hei3tKerr-Linsen-Moden-Kpplung,ein nichtlineareroptischer
ProzeR3welcherebenfalleeinepassie Modenkopplungewirkt.

Propagiertein elektrisched~eld sehr hoher Feldstarkedurch ein Medium, so ist die Ant-
wort* desMediumsnicht mehrlinear, d.h. nicht mehr proportionalzum anliegendenelek-
trischenFeld. Darausfolgt, daf} der Brechungsinde n des Mediums zeitabh&ngigwird:
n(A,1(t,X)) = no(A) + n2l (t,X), wobeiny als nichtlinearerBrechungsinde bezeichnewird
undfir Festkdrpetypischerweisén derGroRenordnungon einigen10-6cn? /W liegt (sie-
hez.B.[REED etal., 1999). EsresultiererdarausunteranderenfolgendeEffekte:

¢ longitudinalerKerr-Effekt (Selbst-Phasen-Modulatioriylan betrachtecinenOrt X im
Medium. Propagiertein intensver Lichtimpuls durchdasMedium, so andertsich der
Brechungsinde an einer StelleX mit der Zeit. Dies la3tsich auchin einenichtlineare
Phaseverschiebing umformulieren,was gleichbedeutendu einer Frequenzerschie-
bung desLaserlichtegst: In deransteigendeflankedesimpulsesverschiebssichdas
Spektrumzu roten Wellenlangenund in der abfallendernentsprechendu blauen.Es
werdenalsoneueFrequenzerrzeugtdie gleichzeitigin festerPhasenbeziehurayiein-
anderstehen.

¢ trans\ersalerKerr-Effekt (Selbst-okussierung)Betrachtetman ein Laserbiindemit
gaul3formigetntensitatserteilungiiberdenQuerschnittsohatesin derMitte die hoch-
ste Intensitatund ,spirt* dort somit den grof3tenBrechungsinde Somit erfahrtder
zentraleTeil desLichtbindelseinegrol3erezeitliche Verzogerungvie Licht im Rand-
bereichdesBiindels Diesist identischzu einemDurchganglurcheinekorvexe® Linse,
nurdafin diesenfall die Kerr-Linsevom Pulsselbsterzeugist unddie fokussierende
Wirkung nurwéahrenddesDurchgangedesintensvstenTeilesdesLaserimpulsedurch
dasMedium auftritt.

DerTi:SaphirOszillatorwird deshallsoaufgebautdal3derResonatonurin Kombinatiormit
derKerr-LinseeinehoheGitebesitzt wahrendohneKerr-Linse (alsoz.B. im Dauerstrichbe-
trieb) die VerlusteerheblichgréRersind. Damitwirkt dieseals,kinstlicher schnellsattigbarer

8 Passi* heiftin diesemzusammenhanglalRder iImpulsim Resonatoselbstdie Modenkopplungynchroni-
siert. Aktive ModenkopplundingegenbendétigteineexterneModulationbzw SynchronisatioesResona-
tors.

4d.h. die induziertePolarisation

5= fokussierend
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Absorber®.Die durchdie Kerr-Linse phasenstargekoppelterResonatormodewerdenauf-
grundder groRenVerstarkungsbandbreitiesLasermediumgbenfallsverstarkt.Somitkann
sichinnerhalbeinessolchenResonatorgin stabilerBetriebsmodusiufbauenin demnur ein
sehrkurzerLichtimpulsim Resonatoumlauft,von demein Teil mittels einesteildurchlassi-
genSpigyelsausgekoppelvird (OC, sieheAbb. 2.2). Dain der Praxisdie Modenkopplung
nichtselbststartengst, wurdein denResonatoein bewveglicher Endspigel eingebau{MM),
derzuFluktuationerderLaserintensitatiihrt, die denModenkopplungsprozediarten.

Ein im Resonatoumlaufendernmpuls wirde durch die Gruppengeschwindigkeitsdispersi-
on (GVD®) im Ti:SaphirKristall (C) zeitlichimmer langerwerden.Um dies zu kompensie-
ren,fihrt manibereineQuarzprismenanordnurfg) denselbeBetragannegatver GVD ein
[FORK etal., 1984.

Der hier vorgestellteOszillatorliefert 25fs langeLichtimpulsemit einer Wiederholratevon
90MHz undeinerPulsenggie von 2.1nJ(vgl. Abschnitt2.1.5.

DurchVerwendung/on sehrbreitbandigengechirpteri* Spiggelnund andereroptischerfi-
nessernst esderzeitmdglich, Lichtimpulsemit einerLangevon nur 5.8fs direkt auseinem
Oszillatorzu erzeugenJUNG etal., 1997 SUTTER etal.,1999.

(I) Der regenerative Verstarker

Nd:YLF, 10 mJ, 527 nm

,,,,,,,,,,,,,,,,,

“ @ % from expander
Iy

2

—= t0 compressor

Abbildung 2.3: Skizzeregeneratier chirped-pulsé/erstérker:
C: temperaturstabilierteli:SaphirKristall, FR: Faradayrotatoi: Spiegel, PC: PockelszellePol: Po-
larisatoren,T: Teleskop

Fur die in denfolgendenKapiteln vorgestelltenMessungermrreicht die Pulsenggie ausdem
Oszillatorbei weitemnicht aus,dafir die im ExperimentbendtigtenFrequenzkoversions-
prozessdulsenggienvon mehrererzehnMikrojoule erforderlichsind. Deshalbmisserdie
Laserimpulsenacherstarktwerden(Abb. 2.3).

6engl.groupyelocitygispersion aufgrunddeswellenlangenabhangigdrechungsindeist die Ausbreitungs-
geschwindigkeitlesLichtimpulsesn Materieebenfallsvon derWellenlangeabhéngig
engl.chirp: zwitschern
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Ein Nanosekundenlaserimputsus einem frequenzerdoppeltenNd:YLF-Laser ,pumpt*
1000 mal pro SekundeeinenTi:SaphirKristall (C) innerhalbeineszweiten Resonatorslst
der Pumpwrgangabgeschlosseand somit die Besetzungsiersionmaximal,wird ein Im-
puls ausdem fs-Oszillator iiber einen optischenSchalte? in den Verstarkereingekoppelt.
Nach etwa 15 Umlaufenhat der Impuls einengrofR3enTeil derim Lasermateriableponier
te Enegie aufgenommemind wird mit eineretwasechsGrolienordnungehdéherenEnegie
wiederausgekoppelDamitdieserintensve Lichtblitz nichtzuriickin denOszillatorgelangt,
ist zwischendiesemund dem Verstarkereine optischeDiode'? eingebautwelchedie zum
Verstarketaufenderundvon diesenmzuriickkommendemmpulseraumlichtrennt.

Um eine Zerstérungder Optik aufgrundder auftretenderhohenSpitzenintensitatenau ver-

meiden,werdendie Pulseausdem Oszillator zeitlich gedehnt(,gechirped”)und nachdem
Verstarkungsergangwieder rekomprimiert.Dies geschiehtdurch Einfiihrungvon positiver
bzw. negatver Gruppengeschwindigkeitsdispersiamas z.B. durch geeigneteGitteranord-
nungemnrealisiertwerdenkann[ TREECY, 1969, [MARTINEZ etal.,1984. Zuséatzlichist hier
der Bereichum denKiristall und denEndspigel (M1) evakuiert,um denEinfluf von Staub
zu minimierensowie denKristall zur Effizienzsteigerunguf —8°C temperierereu kénnen.
Das hier realisierteSystemstellt Lichtimpulsevon etwa 100fs Pulsdauebei einer Wieder

holratevon 1kHz und einer Pulseneggie von 1mJ zur Verfigung(sieheauchTabelle2.1 in

Abschnitt2.1.5.

Die kUirzesterzur ZeitauseinemregeneratrenVerstarkeerhaltenemmpulsehabereineDau-

er von etwa 16fs [BACKUS etal., 1998 VERLUISE etal.,200q. Derartkurze Lichtimpulse
sind flr die in dieserArbeit durchgefiuhrterexperimentesherhinderlich,so dalRkein Wert

daraufgeleggt wurde, moglichstkurze Pulsdauermmittels einesregeneratren Verstarkersu

erzeuger(sieheauchfolgendenAbschnitt). Ziel war vielmehr ein stabil laufended.asersy-
stemmit relatv hoherAusgangsleistungufzubauerDie ultrakurzerLichtimpulseunter20fs

Dauerbei denbendgtigtenWellenlangerwerdendannmit dennachfolgendeschriebenepa-

rametrischeVerstarkerrerzeugt.

2.1.2 Der optisc h parametrisc he Verstarker

Soeinfachwie die obenbeschriebenkichtquellemittlerweilezu handhaberst, sounflexibel
ist diesebezlglichihrer Wellenlangenabstimmbarkea die meistennteressanteMolekile
nicht im Wellenlangenbereicim 800nm absorbierenist esfiir die spektroskopischebin-
tersuchungenon grundlgenderBedeutungultrakurzeLichtimpulseso zu generierendafld
derenWellenlangenm Absorptionsbereicberzu untersuchendeRrobenliegen.

Die EntwicklungdesoptischparametrischeNerstarkerOPA) hatder Ultrakurzzeitspektro-
skopiein denletztenJahrereinengroR3enFortschrittgebrachtDadieseTechnikauchin dieser
Arbeit Anwendungfand,sollennachfolgendlie GrundlagerderparametrischelNerstarkung

8Aufbaueinerinversion:einelektronischangergtesNiveadist starkebesetzalsderzugehorigesrundzustand
9EineKombinationauseinerPockelszell§PC),einerWellenplatte(A /4) und einemPolarisato(Pol2).
1%EineKombinationauseinemFaradayrotatofFR) und einemPolarisatoi(Pol1).

10
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etwasnaherbeschriebemwerden Hierzuwird derBegriff dernichtlinearerOptik kurz vorge-

stellt. Anschlie3endolgt die genauerdarstellungder optischparametrischeWerstarkung.
DerAbschnittendetmit einerZusammenfassungelchedenStandderTechnikundmadgliche

Anknupfstellerfir weitereVerbesserungepeinhaltet.

Nichtlineare Optik

Die ausdemtaglich Lebenbekannte lineare Optik* ist eine Nahrung,die nur fiir kleine't

elektrische~eldstarkemultig ist. Fur diesenfFall 1aRtsichdie potentielleEnegie V(x) fur die

Valenzelektoneharmoniscimahernln einervereinfachenderindimensionale®arstellung
egibtsich V(x) = Twdx? , wobeim die Elektronenmasse,die Auslenkungder Elektronen
ausihrer Ruhelagaund wy die EigenfrequenzlesSystemsst.

Die Elektronenauslenkurngt) undin Folge auchdie induziertemikroskopischédolarisation
p(x) sinddannproportionakzu einemvon aufl3eranliegenderelektrischerfFeldE(t). Gleiches
gilt auchfur die linearemakroskopisch®olarisatior (t).

e
X(t) = "k E(t); p(t) = —Nex(t); AL(t) = o X VE(t) (2.1)
e Elementarladung m: Elektronenmasse N: Elektronendichte
€o: elektrischeFeldkonstante wp: Eigenfrequenz xV: elektrischeSuszeptibilitat

Als wichtigeKonsequendeslinearenZusammenhangesvischerangelgtemexternenelek-
trischenFeld und induziertermakroskopischePolarisationfolgt dasSuperpositionsprinzip:
Wennmehrereelektromagnetisché/ellengleichzeitigdurchein Mediumpropagierensobe-
einflussersich diesenicht gegenseitig.Dies bedeutetdalRdurchWechselwirkungson Licht
und Materieim GultigkeitsbereictderlinearenOptik kein Licht mit einerandererFrequenz
alsdereingestrahlteentsteht.

BeihoherFeldstarkenyie siebeisehrkurzenintensvenLaserimpulseruftretenreichtdiese
lineareNaherungrichtmehraus.EsmussermermehéhereiOrdnungoei derEntwicklungdes
Elektronenpotential¥ (x) berlicksichtigtverden.Der Ubersichtlichkeitwegen sei hier eine
eindimensional&ntwicklungvonV(x) anggeben:

V(x) = gu)%X2+Dx3+ BY ... 2.2)
Die PolarisatiorP(t) kannnunwie folgt geschriebemverden:

R(t) = o [zxi(,-”Ej(tH;x?fQEm)Ek(tw%xfo.Eja)Ek(t)El(tH...
J J J

~ R+ A, @23)

1K leine FeldstarkeneiRtin diesemZusammenhanglein gegeniiberdeninnerhalbvon Atomenherrschenden
Feldern.

11
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wobeidie Indizesjeweils Giberdie drei Raumrichtungetaufen.

DerersteTerm(y ; xi(jl)E,- (t), lineareSuszeptibiltatpeschreibtlenlinearenAnteil dermakro-

skopischerPoIarisatior(ﬁL(t)), die weiterenTermelassersich zur nichtlineareriPolarisation
PNL(t) zusammenfassewpbeix? die quadratischendx(®) entsprechendie kubischeOrd-
nungbeschreibtin Festkorpertiegendie GréRenordnungetier Suszeptibilitaterfiir x(1 bei
1, fiir X2 bei 10-10$™ undfir x bei 1&172/—”5 [BERGMANN und SCHAFER, 1993.

DiesenichtlinearerBeitragefiihrendazu,dal3sich elektromagnetischEelderin Materieun-
tereinandebeeinflusserf-estzuhalterst, daf3durchdie WechselwirkungnehrereiLichtbin-
delim FestkorpeneueFrequenzeentstehekdnnen.

Die Frequenzerdopplung(SHG)'? und die optischeparametrisch&erstarkung OPA) sind
Beispielefiir nichtlineareEffekte zweiter Ordnung(x? # 0, vgl. Gl. 2.3, die aus Sym-
metriggrindennur in Kristallen ohnelnversionszentrunwie zum Beispiel BBO' zu beob-
achtensind. Als Effekte dritter Ordnung(x® = 0,x(® # 0, vgl. GI. 2.3 seiendie direkte
Frequenzerdreifachund THG)!*, die Zweiphotonenabsorptiodje Selbstphasenmodulation
sowie die SelbstfokussierungenanntDie beidenletztgenannteikffekte wurdenschonim
Zusammenhanmit derKerr-Linsen-Modenkopplungn Ti:SaphirOszillatorerwahnt(siehe
Abschnitt2.1.7).

Die optisch parametrische Verstarkung

Wie obenbeschriebenerkniupftdie NichtlinearitazweiterOrdnungzweielektromagnetische
Feldermit einemweiteren.Eine Mdglichkeit der Wechselwirkungstellt die optischparame-
trischeVerstarkungdar: Ein hochenggetische?hoton(P) wird in zwei enegiedrmerg(S,|)
unter Berlcksichtigungler EnegieerhaltungaufgespaltenHierbeiist anzumerkengalRdie
zwei entstehende®hotonemicht notwendigerweiselieselbeEnegie habenmiissenViel-
mehrist esdasfrei wahlbareTeilungserhaltnis,welchesdie faszinierendébstimmbarkeit
der OFAs gewéahrleistetIn der Literaturwird dasaufzuteilendd’hotonals Pumpphotorbe-
zeichnetDie entstehendeRhotonerwerdenSignal-(hoherenagetischjundldlerphoton(nie-
derenegetisch)genanntFir die in dieserArbeit aufgebautef®FAs gilt: Die Pumpphotonen
habereineZentralwellenlangeon 400 nm, die Signalphotonehabenellenlangenm sicht-
barenSpektralbereict{460-750 nm). Entsprechenaverdendie Idlerphotonenm Infraroten
generiert.

DieserProzef¥kannin passendeiKristallen spontan(induziertdurch Vakuumfluktuationen)
ablaufenZusatzlichkanndie Korversionsdizienzin einembestimmterWellenlangenbereich
konzentrieriverdenwennneberdemPumpimpulsauchnochPhotonemmit einet denerwar
teten SignalphotonemntsprechendeZentralwellenlangdereitgestelliverdert®. Anschau-

12engl: SecondHarmonicGeneration

133-Barium-Baat

4engl: Third HarmonicGeneration

15Man kanndiesmit derstimuliertenEmissionbei einerLaseraktiat vergleichen.
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2.1 DerexperimentelleAufbau

lich bedeutetlies,dal3die Enegie von PhotonerausdemPumpimpulsauf Signal-undidler-
photoneraufgeteiltwird undam EndedesnichtlineareniMlediumsmehrSignal-Photoneaur
Verfugungsteheralsvorher(— Verstarkung)Zusatzlichwird ein neueslektromagnetisches
Felderzeugf(dler). Als Folge dieserUmwandlungnimmt die IntensitatdesPumplichtesah

NebenderEnegieerhaltungnuf3auchdie Impulserhaltungienvahrleistessein.Diesbedeutet,
daf3sichdie dreibeteiligtenWellervektorenzu Null addieredassemmuisser(= Phasenanpas-
sung),bzw. daRdie PhasengeschwindigkeiesPumpfeldesyleich der Summeder Phasen-
geschwindigkeiteron Signal-und Idlerfeld seinmuf3.Als Gleichunggeschriebetautetdie
Bedingungir die Phasenanpassurigiump = Ksignai 1 Kidler

Hier sindzwei Falle zu unterscheiden:

o Die beidenWellenvektorenksigna und Kigjer sind parallel. Danngilt die skalareGlei-
chungkpump = Ksignal + Kidier- Diesist derFall derkollinearenPhasenanpassung.

¢ Die beidenWellenvektorensind nicht parallel.Diesfuhrt zu der flexiblerennichtkolli-
nearerPhasenanpassung.

Zu beachtenst, daf3die Erfullung derPhasenanpassungsbedingangin doppelbrechenden
Materialienméglichist!® (vgl. z.B.auch[YARIV, 1997, Kap. 8]).

Wassind nundie Unterschiede3etztmaneinekollineareGeometrievorausundist dasMe-
dium soausgerichtetdalRdie skalarePhasenanpassungsbedingerfillt ist, solaltsichein-
fach zeigen,daRdie Gruppengeschwindigkeited der drei beteiligtenelektromagnetischen
Feldernicht gleich sind. Dies bedeutetanschaulichdaRdie SchwerpunktelesPump-,des
Signal-unddesldlerimpulseanit unterschiedlicheiGeschwindigkeitdurchdasMediumpro-
pagieren(vp < v2 < V). Wird nun an einer Stelle im nichtlinearenKristall ein Pumppho-
ton aufgespaltenso wird dasgeneriertddlerphotonschnellerdurchdasMedium progagie-
ren wie daszugehorigeSignalphotonEbenjene schnellenidlerphotonerkénnenaberauch
als Seed-Photonefungieren.Dies heif3taber dal3rdumlichvor den (verstarkten),Orginal-
Signalphotonenhochmalgdurchparametrisch®erstarkungsignalphotoneerzeugtverden.
Entsprechencderzeugtder propagierendeésignalimpulsfortlaufend Idlerphotonenraumlich
hinter den schonvorhandenenEs resultiertdarausein nicht komprimierbareimpuls, des-
senminimaleImpulsdauedurchdie LangedesKristallesund die DauerdesPumpimpulses
bestimmtist.

In dernichtkollinearerGeometriestehtein weitererFreiheitsgragur Verfigung.Sokanndie
Phasenanpassufig viele verschieden®Vinkel Q zwischerksijgna undkigier €rreichtwerden.

16|m Bereichder normalenDispersion,d.h. auRerhaltjeglicher Absorptionsbandersteigtder Brechungsin-
dex (und sinkt damit die Phasengeschwindigketfi)r Licht bei abnehmendewellenldange Somit a3t sich
in einem,normalen“Mediumniemalsdie Phasenanpassungsbedingerllen.Verwendemanjedochein
doppelbrechendedaterial,sokanndiesesoorientiertwerdendaldie Phasengeschwindigkéitr daskurz-
wellige PumplichtgréRerals die der beidenanderempropagierendefelderist. EskannalsoerstunterVer-
wendungder DoppelbrechungndverschiedenePolarisationerinePhasenanpassuegolgen.
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2 DasExperiment

Stelltmandie RichtungderschnelIer1d|erweIIeRo||er soein, dal’die ProjektionderGruppen-
geschwindigkeit{ in Richtungder Signalwellevg gleich derGruppengeschwmdlgke\i’% ist
(W - cog Q) = W), soverschwindetler obenbeschrieben&ffekt der PulswerbreiterungDer
Signalpulsverbreitertsich nur nochleicht seitlich, wasdie raumlicheModenqualitéatbeein-
trachtigenkann,nicht aberdie zeitliche KomprimierbarkeitHier seinochauf ein nitzliches
Hilfmittel zur BerechnunglesNichtkollinearitatswinkel€2 hingeviesen:dasProgrammpa-
ket SNLO kannvielerlei Berechnungeiir diversenichtlineareKristalle ausfihrerund ist

kostenloserhéltlich[SmITH, 2000.

In [RIEDLE etal., 200Q ist sehrubersmhtllct‘gezelgtdaBdle ebengenanntePrOJektlonsbe-
dingungaquivalentdazuist, daRdie Phasenfehlanpassung = kpump ks,gnal— Kiler in er
sterNaherungricht mehrvon derSignalwellenlangabhangtDiesist gleichbedeutendu der
Aussagedalieinebreitbandigd’hasenanpassungdsomitVerstarkungndglichist. Somitist
die idealeVoraussetzungeschdtkn, intensve und sehrkurzeund entsprechenbreitbandige
LaserimpulseugenerierenDer nichtkollineareoptischparametrisch®erstarkewverstarktal-
sodie angeboteneBeedphotonederart,dal3die sonstigerPulseigenschaftetiesSeedfeldes

unbeeinflufRbleiben.

Verwendeimanals Seed-Lichtquell&Vei3licht(vgl. Abschnitt2.1.3, welchesz.B.in Saphir
generieriverdenkann,soist manmittelsdesNOPAs in derLage,einenfrei wahlbarerBruch-

teil desWeil3lichtspektrumaim mehrereGroé3enordnungem der Intensitatzu verstarken.
WelcherWellenlangenausschnitiesist, kannder Experimentatodurchdie Wahl desPha-

senanpassungswinkelad deszeitlichenUberlapps/on Pumpimpulsund demgewiinschten
Teil desSeedimpulsebestimmen.

Autokorrelation of Excitation Pulse Spectrum of Excitation Pulse

T T T T

1F L
n
7 A ~

xPulse Width = 18fs % Spectral Width: 13nm (FWHM)

1
—_

Intensity
Intensity

1 1 1 L \ L O

-100 -50 0 50 100 460 480 500 520 540
Delay Time [fs] Wavelength [nm]

0 o™ e

Abbildung 2.4: links: Autokorrelationsmessignvon Femtosekundenlichtimpulsedije durch einen
nichtkollinearerparametrischeNerstéarkeerzeugtwurden.Grauist eine Anpassungnit einersech-
Funktion eingezeichnetDieseemibt eine Pulsbreitevon 18fs (FWHM). rechts:Das Spektrumder
Lichtimpulse.Eine Datenanpassurit der zu einemsecR-férmigenPulsgehérendespektralen/er-
teilung liefert eine spektraleBreite von etwal3nm. Das Zeit-Bandbreite-Produkiegt mit 0.32 sehr
naheamtheoretischeiVertvon 0.315.Dieselmpulsewurdenbei denFemtosekundenmessungegl.
Kapitel 5.) zur Anregungder Proberverwende{vgl. auchAbschnitt2.1.3.
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2.1 DerexperimentelleAufbau

Die zeitliche KompressiordesverstarkterLichteserfolgtim sichtbarenSpektralbereictim
einfachsterralls UbereinenPrismenkompress@FoORK etal.,1984.

Somit es moglich, routinemafigim Labor wellenlangenabstimmbarulse mit Pulsdau-
ern unter 20 fs zu erzeugenwelche Pulsenggien im Bereichvon einigen pJ erzeugen
[CERULLO etal., 1997 WILHELM etal.,1997 RIEDLE etal.,200q. Ein BeispieleinerAu-
tokorrelationund deszugehoérigerSpektrumsvon Lichtimpulsenauseinemselbstgebauten
NOPRA ist in Abb. 2.4 gezeigt.Mit diesenPulsenwurde ein Teil der spaterbeschriebenen
Messungerdurchgefuhrt.Eine vollstandigeAngabeder Pulsparametefindet sich in Ab-
schnitt2.1.5 Tabelle2.2

Stand der Technik

Die Entwicklung neuerMaterialien mit sehr grof3enNichtlinearitdtenund hohenZerstor
schwellenwie z.B. BBO und nicht zuletztdie Verfugbarkeitvon immer stabilerenund zu-
verlassigerefremtosekundenlichtquelléiahrtein denletztenzehnJahrerzu einerintensien
Weiterentwicklungund Optimierungder parametrischeierstarkerspeziellauchfur Femto-
sekundenanwendungddesweitererwurdeein grof3erFortschrittdurchdie Verwendung/on
Weillicht (sieheAbschnitt2.1.3 alsSeedlichterzielt[REED etal., 1995. Die durchdie kol-
lineareGeometriebedingtenGrenzenfur die erreichbarerPulsdauerr{sieheoben)konnten
durcheinennichtkollinearenAufbau fiir optischparametrisch®szillatoren(OPO)umgan-
genund somit Pulsdauerrunter 20 fs erreicherwerden[GALE etal.,1995. Seit Endeder
90erJahrestehemun mit NOPAs sehrstabile,abstimmbard.aserlichtquellenm sichtbaren
undnaheninfrarotenSpektralbereickur VerfiigungIm MomentzeichnersichzweiRichtun-
genab,in welchedie Entwicklungenfiihren: Einige GruppenversuchengdurchdiverseOp-
timierungsstratgien moglichstimmer kiirzereLichtimpulsezu erzeugenAnderenutzendie
vorhandend&echnik,um chemischdreaktionerzu untersuchemndin einemzweitenSchritt
auchzu beeinflussen.

Im Folgendensollen noch technischeBesonderheitewerschiedeneEntwicklungenange-
sprochenwerden, mit derenHilfe kirzestmoglichedmpulse erzeugtwerdenkdnnen. Ein
Ansatzist, die Prismenkompressortechnzki verbessermund z.B. stattder normalenBrew-
sterprismerjeweils Paarevon sehrdinnen,schmalenPrismenzu verwendenum die Ma-
terialdispersioreu verringern[ CERULLO etal.,1994. Eine andereMoglichkeit wurde von
[SHIRAKAWA etal., 1999 vorgestellt: diesekomprimiertendas Weil3licht vor der Verstar
kung,umeinemaoglichstgroReBandbreitezu erhalten Zusatzlichverkipptensiedie Pulsfront
desPumpimpulsefiir einenbesseretberlapp DasErgebnissinddie zur Zeit kiirzesterPul-
sevon4.7 fs Dauer

Eine andereStratgjie bestehdarin,auf denPrismenkompressau verzichtenund stattdes-
seneineaktiv gergelteDispersionskontrolleinzubauerBeispielehierfir sinddeformierbare
Spiegel ([ZEEK etal.,1999) sowie 4-f Gitteranordnungerineidenenn derFourierebene.B.
einLCD-Displayangebrachist. Durch Anlegenvon Spannungeandie einzelnerPixel kann
der Brechungsinde und damit die Lichtlaufzeit separafir einzelneWellenlangenbereiche
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2 DasExperiment

eingestellwerden([YELIN etal.,1997). [VERLUISE etal.,200qQ konntenzeigen dallFem-
tosekundenlichtimpulsauchallein mit Hilfe einesakusto-optischeKristalles komprimiert
werdenkdnnen.

Der groReVorteil deraktivenDispersionskontrollést, daRmandieseauchzur Erzeugungon
nahezubeliebig einstellbarenimpulsformenverwendenkann. So sind Experimentedurch-
fuhrbar, bei denenein bestimmtePhasenund Amplituderverlaufvorgegebenund die Aus-
wirkung auf die induziertenReaktionenstudiertwird. Koppeltman eine Mel3gro3ein den
kontrollierendenComputerzuriick, so bestehtdie Mdglichkeit die beste Pulsform durch
Anwendendiverser Algorithmen zu ermitteln. Die Technik, chemischeReaktionendurch
speziell geformte Laserimpulsezu steuern,ist eng mit den Begriffen ,pulse shaping’™
und ,coherentcontrol® verkniipft(siehez.B. [TANNOR undRICE, 198§ YAN etal., 1993
ASSION etal., 1998 GORDON etal., 1999).

Zum Abschlu3diesesAbschnittesseinochdaraufhingeviesen,daf3die Methodenzur Cha-
rakterisierungvon ultrakurzenbzw. in der Pulsformaktiv modifiziertenLichtimpulsenal-

les andereals trivial sind. Zwei moderneMethodendazu sind ,frequeng-resohed opti-

cal gating (FROG)“ und ,spectral phaseinterferometryfor direct electricfield reconstruc-
tion (SPIDER)“, welche z.B. in [GALLMANN etal., 1999 und [GALLMANN etal.,200Q

GALLMANN etal.,200] beschriebesind.

2.1.3 Die experimentelle Technik: Das Pump-Pr obe-Experiment

Viele physikalischechemischaind biochemischd’rozesséaufenauf einerbis in denZeit-
bereichvon wenigenFemtosekundereichenderzeitskalaah Eine gute Moglichkeit, solch
schnelleVorgangezu untersucherbietetdie Pump-Probe-Spektroskie'®. Hierbeiwird die
zu untersuchend®@robevon einemersten,intensven Laserimpulsangergt (Anregimpuls).
Die WeiterentwicklungdesZustandesler Probe(z.B. die Absorptiondeselektronischange-
regten Zustandesyird mittels eineszweiten,schwacherLaserimpulsegAbtastimpuls)be-
obachtetDie 'Weiterentwicklungoeobachtenbedeutehier, dal3die Transmissiorder Probe
in Abhangigkeitder Verzogerungszett, zwischendemAnreg- und dem Abtastimpulsauf-
gezeichnetwird. In einemderartigenExperimentst die zeitliche Auflésungauchdurchdie
Pulsdauerrder beidenLichtimpulsebeschranktDeswegenwurdenfur die in dieserArbeit
durchgefiihrterexperimentalie obenvorgestellterPulserzeugungsvfahreneingesetz{sie-
he Abschnitt2.1.9.

Bei der Art der DetektiondesAbtastimpulsesind zwei prinzipielle Variantenzu unterschei-
den:

¢ Die spektralintegraleMessungverwendeim Prinzip eineneinzigenDetektor(z.B. Si-
Diode), derdasgesamtalurchdie zu messend@robetransmittiertelicht unabhangig

7engl.pulseshapingLichtimpulsformung
18angl.coherentontrol: koharenteontrolle
engl.pumpprobespectroscopyAnreg-Abtast-Spektroskopie
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2.1 DerexperimentelleAufbau

vonderWellenlangeaufsammelt.

e BeieinerspektralauflosendeMessund® wird dasAbtastlichtnachderProbedurchein
SpektrometespektralaufgespaltennddannmittelsmehrereDetektorer(z.B. CCD??,
Si-Diodenarrayjegistriert. Hatmaneinespektrakehrbreitbandigd.ichtquellezur Ver-
fligung,sobietetdieseArt derDetektiondie MAglichkeit, MessungeibeivielenAbtast-
wellenlangergleichzeitigdurchzufihren.

Die hiervorgestellterExperimentevurdenmit der letztgenannte®etektionsmethodausge-
fuhrt.

Die Weildlichterzeu gung

Um Lichtimpulse mit hoher spektralerBreite (sogenanntesWeiRlicht??) zu erhalten,
bieten sich diverse Alternatven an. So ist es moglich, in edelgasgefullterHohlfasern
[NIBBERING etal., 1997 NisoLl etal., 1997 oder auch in sehr diinnen Quarzfaserf?

[KNOX etal., 1989 groReBandbreiterzuerzielen NeuerdingsindauchQuarzfaserim Ein-

satz,derenKern von sehrvielen Hohlraumenumgebenist. Die wabenformigeMikrostruk-
tur fihrt dazu, dafd diese Faser eine negatve Gruppengeschwindigkeitsdispersibesitzt
[RANKA etal., 20004, wasdie ErzeugunglerbisherbreitesterSpektrer(Breite 550THz) er-

moglichte[RANKA etal.,20004. Eineanderesehrhaufigverwendetdethodeist die Weil3-
lichterzeugungdn transparentefestkorperfjFork etal.,1983. Dasam meisternverbreitete
Medium hierfir ist Saphir in welchemsich sehrstabile Pulseerzeugeriassen sowvohl hin-

sichtlich der Amplitudenschwankungevon Impuls zu Impuls als auchbezuglichder Lang-
zeitstabilitatiiberviele Tagehinweg.

Eine exakte Beschreiling des der Weil3lichterzeugungn transparenterMedien zugrun-
de liegendenMechanismusgst derzeitnoch nicht verfligbar es gibt jedoch Erklarungsan-
satze:Nebender Selbstphasenmodulatiaamd der SelbstfokussierungReeD etal., 1995
und vielen anderen nichtlinearen Effekten wie dem parametischenVier-Photonen-
Mischen, der stimulierten Raman- und Brillouinstreuung und der Ausbildung von
Schockwellen BELLINI undHANSCH, 2000 bestimmtauchdie Bandlickedesverwende-
ten Materials die spektralenEigenschafterdes Kontinuums[BRODUER und CHIN, 199§
BRODUER undCHIN, 1999.

FokussiertmanLicht mit etwa1pJ Pulsenggie und 800nm Wellenl&angen Saphir so erhalt
man einenImpuls, dessenSpektrumvon etwa 450nm bis ins nahelnfrarot (ca. 1600nm)
reicht(vgl. Abb. 2.5(links) undVersionl desVersuchsaufbaueghnerhalbvonjeweils 10nm
Bandbreiteist dabeieine Enegie von ca. 0.1nJenthaltenREED etal., 1995. Tauschtman
SaphirgegenCak,, welchesinegroRereBandliickebesitztundsomiteinegréRereBandbreite

20auch:dispersive Messung

21chaige CoupledDevice

22In derFachliteraturals white light continuum“oderauch,supercontinuumbezeichnet.
23sp0genannt®onomode-Bsern
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2 DasExperiment

erzeugersollte, so erhdltmandasin Abbildung 2.5 rechtsgezeigtSpektrumwelchesbis in
denultraviolettenSpektralbereicheicht(vgl. Versuchaufba@).

White Light Generation in Sapphire White Light Generation in CaF,
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Abbildung 2.5: Weilllichterzeugunn dentransparenteMedienSaphir(links) undCaF, (rechts).Die
Intensitéterder beidenSpektrersind nicht aufeinandenormiertund nicht auf die spektraleEmpfind-
lichkeit desSpektrometerkorrigiert.

Doch obwohl der Entstehungsprozesehrkompliziert und von vielen Parameterrabhangig
ist, konntegezeigtwerden dafidiesergut kontrollierbarist. Erzeugtmanmit annaherndien-
selbenPulsparameterawei unabhéangigaNeil3lichtkontinua,so kann man diese,trotz der
Vielzahl an der EntstehungeteiligtennichtlinearenProzessezur stabileninterferenzbrin-

gen,und zwar tberdenkomplettenSpektralbereichBELLINI undHANSCH, 2004. Diesist

auchfir die Pump-Probe-Experimenten BedeutunggdenndieseTechnikwaremit Weil3licht
als Abtastlichtnichtanwendbamwenndie Erzeugungedesmahlnderez.B. im Zeitnullpunkt
verschoben@Veil3lichtimpulsegenerieremwirde.

Die Technik, Weil3licht als Abtastlichtzu verwendenpringt leider nicht nur Vorteile: Auf-
grundder Gruppengeschwindigkeitsdispersiemeichendie verschiedenespektralerkKom-
ponenterdesWeillichtesdie zu untersuchendBrobezu unterschiedlicheZeitpunkten(Bei-
spielesieheunten),wasbeiderAuswertungder Mel3daterbericksichtigtverdenmul3.Durch
eine Minimierung der Lichtweglangekannder Einflu3 der Dispersionauf die Zeitaufldésung
geringgehalterwerden Nebendemwellenlangenabhéngigeteitnullpunkf* erhaltmanso-
wohl durchdie dispersie Detektionals auchdurchden,gechirpten*Abtastimpulsvahrend
deszeitlichenUberlappsvon Anreg- und AbtastimpulsnichtresonantdéoharenteArtefakte
im Mef3signa[KOVALENKO etal., 1999. DieseErschwererdie Interpretierbarkeitier Mel3-
dateninnerhalbder KreuzkorrelationsbreitdesExperimentegrheblich,bietenzumanderen
aberauchdie Maoglichkeit, den Abtastimpulsgenauercharakterisiereau kbnnen,was aber
im RahmerdieserArbeit nichtweiterverfolgtwurde.

247 eitpunkt,an demder Anreglichtimpuls und die KomponentedesAbtastlichtimpulsesnit der Wellenlénge
Aprobe Z€itgleichdie Probeerreichen.
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2.1 DerexperimentelleAufbau
Der Femtosekunden-A ufbau

Die ersterMessungemvurdenim Sommerl999durchgefiihrtZur Kontrollewurdenim Som-
mer 2000 Teile der Messungerwiederholt.Desweitererkonnteder Datenbestanavdhrend
dieserzweitenMel3phaserheblicherweitertwerden,zum einen,daweitereProbenzur Ver-

fugungstandenzumanderenyveil ein gro3ereiVellenlangenbereichugéanglichwar. Da die

experimentellerAufbautenzwarvom Prinziphergleich,aberin denDetailsdochrechtunter

schiedlichwaren,werdenhier beidemit ihrenjeweiligen Besonderheitemorgestellt.Hierbei
orientiertsich die Beschreiobngim Grobenander Reihenfolgen derdie optischerKompo-
nentenm Experimendurchlauferwerden.

Version 1 Etwadie Halfte dergesamterusgangsleistundesobenbeschriebenexerstar

kersystemstanderfur die Experimentebereit,der Restwurdefur ein anderesEExperiment
verwendet.Von den verfiigbaren400uJ wurdenetwa 2% zur Erzeugungdes Abtastlichtes
verwendefobererAst in Abb. 2.6). Der Gbrige Teil war fir die ErzeugunglesAnreglichtes
mittelseinesNOPAs reservierfuntererAst).

from fs laser system

continuum
removable SHG unit generator

y

spec 2
reference

: : . SM1
BS1 BS2 H

sample

spec 1
signal

chopper
N

L SHG

Abbildung 2.6: PrinzipskizzePump-Probe-AufbauBBO: (3-Bariumborat,BS: Strahlteiler D: De-
tektor, delay:variableVerzdgerungchopper.Chopperradiir Korrekturder Anlagendrift(sieheText),

F: Filter, LBO: Lithiumtriborat,pol: PolarisatorPC: Prismenkompress@hut: mechanischeBtrahl-
blocker(sieheText), spec: Spektrometeund VielkanaldetektqgiSHG: FrequenzerdopplerSM: sphéa-
rischeHohlspieggel, WL: Weil3lichterzeugungn Saphir

Die ErzeugunglesAbtastweil3lichte®rfolgtein diesemAufbauin einer2mm dicken,in Z-

Richtungorientierte’® SaphirscheibeErzeugimandasKontinuummit Laserimpulsergeren
Zentralwellenlang&00nm ist, so ist der spektralzuganglicheBereichauf Abtastwellenlan-
genAprobe > 450nmbeschréankgsieheAbb. 2.5). DergewiinschteMel3bereicHur A propereicht

253aphirist doppelbrechendahermuRauf die Ausrichtungder optischerAchsegeachtetverden.
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abervon etwa300nm bis 700nm, weswgenauchmit frequenzerdoppelterLaserimpulsen
(400nm) Weil3lichterzeugtwurde.Daflr konnteeineVerdopplereinheivor der Kontinuum-
serzeugungingebautverden Diesebestanduseinerachromatatischexy 2-Wellenplattezur
AnpassunglerPolarisationeinemVerdopplerkristalund einemFilter, welcherfiir die Laser
fundamentalenahezukeine Transmissiorzeigt. Die Polarisationerwurdenhierbeiimmerso
eingestelltdalldasgeneriertéMeildlichtparallelzur OberflachedesoptischenTlischespolari-
siertwar’®. Mittels einesvariabeleinstellbarerStrahlteilergnichteingezeichnetvaresmog-
lich, die Pulsenegie so einzustellendalRdiesein beidenFallenetwalpJin der Saphirplatte
betrug.

DamitdasverglichenzumWeiR3lichtextrem intensve erzeugendeaserlichtnichtin die Pro-
be gelangt,mu3esherausgefiltertverden.Dies geschahmit geeigneterihochreflektierenden
Spiegeln. Wurde dasKontinuummit der Laserfundamentalearzeugt(800nm), dannwur-
de ein HR800-Spigel (Hersteller.LaserComponentsals Filter eingesetztim Falle der Er-
zeugungnit der zweitenHarmonischerf400nm) kamein HR400-Spigel (Hersteller:Laser
ComponentszumEinsatz.JenachReflexionswinkeldesSpiegelskonnteder nutzbareSpek-
tralbereichdannentwederauf A prope = 350 - -410nm oderauf A prope = 410- - -520nm ein-
gestelltwerden.Das so gefilterte Abtastlichtwurde durcheinen Strahlteilerin zwei Biindel
aufgespaltenywovon eines,ohnedie Probezu passierenauf ein Spektrometegelenktwur-
de. Das zweite Biindel wurde mittels einesspharischerHohlspigyels (SM1) auf die Probe
fokussiert(Bundelradiuge nachWellenlangeetwa40 - 120um) und anschlie3endnit einer
Linse auf denSpaltdeszweitenSpektrometerabgebildetEine genauerd3eschreiling der
Detektionund derMelRR3datenaufnahmerfolgtin Abschnitt2.2.1

Aufgrund der Saphirscheibedie als Weil3licht erzeugendebledium diente,und denrelatv
dickenFiltern (Spiegelsubstratepetrugdie DispersiondesZeitnullpunktes(sieheauchAb-
schnitt 28, S. 18) im Wellenlangenbereickion 352— 400nm 0.55ps’’, von 408 — 520nm
1.22psundvon 490— 700nm0.21ps.

Um AnreglichtimpulsebeieinerWellenlangeszon470nmzuerhaltenwurdeeinnichtkollinea-
rer optischparametrischeverstarke(NOPA) eingesetztwie erin Abschnitt2.1.2vorgestellt
wurde.DasbengétigteSeedlichtwurdein einer2mm dickenSaphirplatteerzeugt Als Pump-
licht fir denNOPA wurdedasfrequenzerdoppeltd_icht desVerstarkersrerwendetdessen
Erzeugungn [NAGELE, 1999 detailliertbeschrieberst. Da die gewiinschtéMellenlangeam

RandedeszuganglicherSpektralbereichesinesso betriebeneMOPAs liegt, ist die erhalte-
ne Korversionsdizienzgeringeralsdie in der LiteraturanggebenenVerte,welchesich auf

Wellenlangen> 500nm beziehenZu erreicherwarenetwa?2 uJ Pulseneggie am Ausgangdes
NOPA bei einerPumppulsengie von mehrerereehnMikrojoule. Die so erhaltenerimpul-

sewurdenmittels einesPrismenkompressoeuf Pulsdauerrunter 20fs komprimiert(siehe
Abb. 2.4).

26lm Nachhineinhat sich herausgestelljaRdieseBedingungnicht immer erfillt war. Messungenbei denen
diesderFall war, wurdenfiir die weitereAuswertungnicht verwendet.

217eitdifferenzzwischenden Nullpunktender Kanadlemit derlangsterund der kiirzestergemessenewellen-
lange.
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2.1 DerexperimentelleAufbau

Im Anschluf3an den Prismenkompressdolgte ein Strahlblockerder durch einenElektro-
magnetenn denStrahlengangesAnreglichtesgedrehtverdenkann.Angesteuerivurdeder
Magnetvon der Kontrolleinheitder Spritzenpumpewelchedie Probedurchdie Mel3kiette
pumpt(sieheunten,36). Die nachfolgend®iodedientezumeinenzur Kontrollevon Enegie
undRauschenmlesAnreglichtes,zumandererzur Synchronisatiomler Messungnmit der Sprit-
zenpumpeblockiertedie Steuereinheitler PumpemittelsdesStrahlblockerslasAnreglicht,
sowurdetberdie DiodedasMel3programnangehaltenhis der Strahlblockewiederentfernt
war. Mittels desPolarisatorsind derachromatischeh/2-Wellenplattekonntedie Polarisati-
ondesAnreglichtesrelatv zum Abtastlichtdefinierteingestelliverden.Die Messungenvur-
denmit paralleler senkrechteund magischerAusrichtungder Polarisationerdurchgefthrt.
Da die Anlagenparametaricht tiberdie gesamteMel3zeitvon mehrererStundenpro Probe
stabilgehalterwerdenkdnnen korrigiertdie Mel3routindangsameé/eranderungeder Nulli-
nien.Hierfurist ein weitererStrahlblockenotwendigdervom Mel3programngesteuertvird.
Nun wurdedasAnreglichtbiindelnochtibereinein derLéangevariableVerzégerungsstrecke
geleitet,um die verschiedeneiVerzogerungszeitety, zwischenAnreg- und Abtastlichtim-
puls einstellenzu kénnen.Positioniertwird die Verzogerungsstreckaittels einesauf einen
Mikrometergenaupositionierbareff Schrittmotorsder von der MeRroutinegesteuertird.
Hiermit sind Verzogerungszeitety bis 1.4nseinstellbarDasAnreglicht wurdedannmittels
einesspharischemdohlspigyels (SM2) auf die Probefokussiert(Blindelradiusetwa100um),
wobeidie Impulsenegienzwischern).5und 1.1 uJ betrugen.

Die Probewurde durch eine Mel3kiette ausQuarzglasgine Spezialanfertigungler Firma
Hellma,gepumptwelcheeinenDurchflukanaimit einerBreitevon 1mmundeinerSchicht-
dickevon 0.5mm besitzt.Die Anschlul3stutzebefindensich direkt tiberdenEndendesKa-
nales.Als Frontglasist einenur 0.3mm dicke Quarzglasscheibaufgesetztuym Dispersions-
effektezu minimieren.

EineZusammenfassuragrexperimentellerParametedesobenbeschriebeneexperimentel-
len Aufbausfindetsichin Abschnitt2.1.5 Tabelle2.2

Version 2 Da die erreichtenAnlagenparametearnd die Handhabbarkeitlesexperimentel-
len Aufbauesnochnicht dengewiinschtemAnforderungerentsprachenyurdeder Mel3platz
nochmalsvollstandigiiberarbeitetWesentlicheNeuerungemegenubeder Versionl waren:

¢ Die ErzeugunglesfrequenzerdoppelterLaserlichtesvird nunin BBO vorgenommen.

¢ Derparametrisch¥erstarkebestehtiuszwei UntereinheiteneinemVorverstarkerder
die Aufgabehat,genigendseedphotonetfiir die zweiteStufezur Verfigungzu stellen,
damitdiesein Sattigungoetrieberwerderkann.EskonnterhiermitLichtimpulsebeiet-
waApump = 480nm erzeugtverden die einreduziertessSchulR-zu-SchulR3-Rauschen
untereinemProzent(rms) aufwiesen Allerdingsitt dabeidie Komprimierbarkeider
Impulse DadasZiel dieserArbeit die Untersuchungon Reaktionemwar, dielangsamer
alsetwa200fs ablaufenkonntedieserVerlustan Zeitauflosundoleriertwerden.

28DjesentsprichieinerzeitlichenSchrittweitevon 6.67fs wegender einfacherfFaltung.
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¢ Eineweitere) /2-Wellenplattevor demPolarisatoermdglichteeinegenauetinstellung
derAnregungsenajie.

continuum
generator

\ : : BS2
BS1 — WL E :

BS3 | BBO \ chopper OAPM

from fs laser system

spec 2
reference

HM

_|
>
N\
ol
delay |
N\>’
|
T
<

sample
L/
<|:>

spec 1
signal

Abbildung 2.7: PrinzipskizzePump-Probe-AufbaWersion2: BBO: 3-Bariumborat,BS: Strahlteiler
D: Detektor delay:variableVerzégerungdriftkorr chopper:.Chopperradir Korrekturder Anlagen-
drift (sieheText), F: Filter, HM: HalbierterSpiegel, OAPM: off-axis Parabolspigel, pol: Polarisator
PC: Prismenkompressa@hut: mechanischeBtrahlblockelsieheText), spec: Spektrometeund Viel-
kanaldetektqrT: TeleskopWL: Weililichterzeugung

e Saphirals Medium zur Abtastlichterzeugungvurde durch Kalziumfluorid (CaF,) er-
setzt.Da das Spektrumvon mit der Laserfundamentaleim CaF, erzeugteriichtim-
pulsenbis etwa300nm reicht (vgl. Abbildung 2.5), sind nicht mehrwie bei Aufbau 1
dreisondermurnocheineMessunghotwendigum deninteressierendewellenlangen-
bereichvon etwa320nm bis 650nm abzudeckenAnfanglicheProblememit der Halt-
barkeif® konntendurch kontinuierlichesVerschieberder CaF,-Platte geldstwerden.
Die Reduktiondesim StrahlengangorhandeneMaterialsumeinenFaktor5 (vonca.l
cmauf2mm) brachtesineerheblicheMinderungderNullpunktsdispersioaufnurnoch
0.7ps uiberdengesamterverwendeterSpektralbereichwomit weitereMel3zeiteinge-
spartwerdenkonnte.Ebensdkonnteerstmaldur dengesamterSpektralbereiclvei der
Mittelung von 30000Laserpulsebsorptionsanderungen 10~* aufgeldswerden.

¢ Der hochreflektierend&piggel als Filter nachder Weil3lichterzeugungvurde durch
einen96%r eflektierendeuskoppelspigel ersetztdesserSubstratdick@ur Lmmbe-
trug (HerstellerlLaserComponents).

¢ Desweiterenvurdeein Paraboloidspigel zur FokussierunglerLichtbindelaufdie Pro-
be eingesetztum die Abbildungseigenschafteru verbessernDer Fokusdurchmesser

29NachwenigenMinutenkamder Prozefder WeiRlichterzeugungum Erliegen.Grundhierfiir war die Zersto-
rungderKristalloberflacheyermutlichaufgrundvon lokalerthermischetJberlastung.
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2.1 DerexperimentelleAufbau

desAnregungslichtbindel®etrugetwa 100um, wohingegen der desAbtastlichtesje
nachWellenlangezwischen30pum und 70um lag.

¢ Ein Teleskopvor dervariablenVerzogerungsstreclgawvéahrleistetegroZtmoglichePar-
allelitatdesStrahlenbindelsn BereichdieserStrecke.

¢ Die variableVerzogerungsstreckear fur einenTeil der Messungervierfachgefaltet,
um Messungetbis zu Verzogerungszeitevontp = 3.4nsdurchfiihrerzu kénnen.

DerMel3platzselbstandemsichdie Probebefand wurdegegenibedererstenvVersionnicht
verandertin Abschnitt2.1.5Tabelle2.2 sind die wichtigstenexperimentellerParameteta-
bellarischzusammengefalit.

Durchweiterekonsequent&eduktiondesMaterialsim Abtaststrahlenganglie Verwendung
vondunnererKivettenunddie Erzeugungron komprimierbaremnregpulsenunterVerwen-

dungvon CaF, als Seedlichtquelldiir denNORA sindin jingsterVergangenhei{November

2000) mit diesemAufbau Kreuzkorrelationsbreitemon 20fs im sichtbarenSpektralbereich
erreichtworden[HUBER etal., 2001].

2.1.4 Zusatzlic he Infrastruktur

Zusatzlichzu den optischenAufbautenam Lasertischwarennoch weitere Geréatenotwen-
dig, umdie abKapitel 5 vorgestellterExperimentedurchfihrerzu kénnen.Diesesollenhier
beschriebemerden.

UV-Belichtungsmodul

Die untersuchterProbenkénnenin zwei Konformationernvorliegen(sieheKapitel 4ff.), wo-
bei der transZustandthermischlangzeitstabilist (sieheAbschnitt4.1.7). Um wéahrendder
cisMessungerein stationaresonzentrationserhaltnisaufrechtzu erhalten muf3 die Probe
dauerndbelichtetwerden.Der hierzufiur alle ProbenverwendbareSpektralbereiclumfal3t
Wellenlangenvon 330— 380nm. Da die Anzahlder pro Zeiteinheitisomerisierbaremole-
kule linear mit der Lichtintensitatskaliert, ist eine méglichsthoheLichtleistungin diesem
Wellenlangenbereichotwendig.

SolcheAnforderungererfiillenz.B. Hg(Xe) BogenlampenDie hier verwendeteAusfihrung
hat eine elektrischeLeistungsaufnahm&on 1000W. Diese Lampenemittierenvon etwa
220nm bis ins Infrarote,wobeidemkontinuierlichemSpektrumeinigeintensve Spektralli-
nien tberlagertsind. Das Spektrumwird durcheinenwassegekuhltenFilter (UG11,2mm,

[ScHOTT, 199Q) auf denWellenlangenbereichnter380nm eingeschrankin welchemsich
nochdrei Spektrallinienhoherintensitatbei etwa313nm, 335nm und 365nm befinden.Da
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2 DasExperiment

die kurzwelligstekomponentdiir die MessungemndenAzopeptidemichtverwendbaist3C,
wurde mittels eineszweitenFilters (WG320,2mm, [SCHOTT, 199(Q) die Transmissiorder
Filteranordnungauf den Spektralbereict320— 380nm eingeschrénktin Abbildung 2.8 ist
dasSpektrumder Hg(Xe)-Bogenlamp@&achderFilterungzu sehen.

3000

2500

u]

-1 2000 -

1500 -

Counts [a

1000 ~

500

s s \
300 320 340 360 380 400 420
Wavelength [nm]

Abbildung 2.8: SpektrumHg(Xe)-Bogenlampeach Transmissiordurch die FiltergldserUG11 und
WG320,je2mm.

DaderBetriebderLampemit einererheblichenVarmeentwicklungindnicht zu vernachlas-
sigenderelektromagnetische@torfelderi! verkniipftist, wurdediesein einemNebenraum
betriebernund dasLicht mittels einesgeeigneteriichtleiterszum Probenresewnir (sieheun-

ten)gefuhrt.Am EndedesLichtleitersstanderilOOmW Lichtleistungzur Verfigung,welche
hauptsachlictauf die Spektralliniebei 365nm konzentriertvar.

Pumpenstand und MelRkulvette

Die Bildung von langlebigenPhotoprodukteraufgrundder Isomerisierungerforderteinen
AustauschdesProberolumensvor jedemLaserschuf3Eine mdgliche Losungist die Ver-
wendungeiner DurchfluZkinette. Gleichzeitigmisserdie Experimentemit sehrbegrenzten
Probenmengef8 ml) durchgefihriverden Dasamtlicheuntersucht®robenn demLdsungs-
mittel DMSO?? geldstwaren jst eineweitereVoraussetzundie Losungsmittelertraglichkeit
allerdamitin Bertihrungstehendeomponenten.

Eine Mdglichkeit, dies zu realisieren,ist eine Spritzenpumpésiehe Abb. 2.9). Die Probe
wird in eine gasdichteSpritze (Firma Hamilton) gefiillt und auf einenmotorisiertenSchlit-

ten gespanntDieserzieht und schiebtden Kolben der Spritze mit definierter einstellbarer
Geschwindigkeihin undher. DurchdenTeflonschlauchvird die Probedurchdie MelZkinette

in dasAusgleichsgefaleineGlaspipettepedriicktbzw. zurtickin die Spritzegesogen.

30Djie Probenwiirdendannim Maximum der cis-Tut*-Bandebeleuchteund dasKonzentrationssrhéltniszu
Ungunsterder cislsomerenkonzentratiorerschobergvgl. Kapitel 4ff).

31DasDunkelrauschederDetektoremimmt meRbarzu.

32DMSO: Dimetylsulfoxid
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2.1 DerexperimentelleAufbau

Um in denUmkehrpunkterder Bewegungeine Photoakkumulatiozu vermeidenwurdezu-

satzlichwahrendder Umkehrphaselie Messungautomatisctangehaltenindemein elektri-

schesSignalan einenim StrahlengangingebauterStrahlblockergesendetvurde, solange
sichderKolbender Spritzeim Umkehrbereictbefand(vgl. Abschnitt2.1.3.

Bei einigen Messungerergab sich zusatzlichdie Notwendigkeit,die ]
MeRdatennur dann aufzuzeichnenwenn sich der Kolben in eine
bestimmteRichtung bewegt (z.B. in die Spritze hinein), da teilwei- 4,

se im ultravioletten Spektralbereichstarke Signalschwankungeie 0 P

nach Pumprichtungzu registrierenwaren. Das Licht aus dem UV- \X
Belichtungsmodukonntebei Bedarfam Beginn der Glaspipettgsehr
nahebeiderKivette)sovie amvorderenEndeder Spritzeeingestrahlt

werden. br K

=~
2
N

@ﬁ’ Wpu
S

Abbildung 2.9: PrinzipskizzeSpritzenpumpeS: GasdichteHamiltonspritze5ml, T: Teflonschlauch,
K: MeBkietteausQuarzglasP: Glaspipetteals Auffangbehéltertv ,,: Anregungsimpulshv,: Ab-
tastimpulsfvygxe) - Belichtungmit UV-Belichtungsmodul

2.1.5 Technisc he Daten im Uberblick

Zum schnellerNachschlagefolgen auf der nachsterSeitetabellarischzusammengefal@ie
wichtigstenParametedesFemtosekunden-Oszillatodgsregeneratien Verstarkersind der
beidenaufgebauteExperimente.
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Oszillator

Verstarker

Pumplaser
in der2. Mel3serie

ArT-Laser 3.5W cw, multiline

YV O,-Festkorperlaser
2.7W cw, 527nm

Nd:YLF, 10mJ,527 nm

Zentralwellenl&anga 800nm 800nm
Bandbreite 44nm 15nm
Pulsbreité3Trwnm 25fs mit ext. Kompression 100fs
Repetitionsrate 90 MHz 1kHz
Pulsenegie 2.1nJ 1 mJ(nachKompressor)
TransmissiorExpander ~T12%
TransmissiorKompressor ~ 66 %
Puls-zu-Pulsschwankung nichtbestimmt < 1%

Tabelle 2.1: TechnischdatendesTi:SaphirOszillatorsunddesregeneratien Verstérkers

Version 1l

desexperimentellenAufbaus

Version 2

Anregung: Erzeugungnit | NOPA einstufig NOPA zweistufig
Zentralwellenlange 470nm 480nm
PulsbreiteTpwhm 20fs 40— 80fs
PulsenegieamProbenort 0.5—1.1uJ 0.3—-0.4pJ
Bindeldurchmesser 100um 100um
Abtastlicht: Erzeugungnit Saphir Cak
gleichzeitig| 350—410nm 300— 1100nm
verwendbare 410—520nm
Wellenlangenbereiche 490— 700nm
Bindeldurchmesser 40— 120um 30— 70um
verwendetd-okussierspigel | 2 spharischéir | 1 off-axisParaboloid
Anreg/Abtastlicht| fur beideBundel
max.Verzogerungszeth 1.4ns 1.7nsbzw 3.4ns
Kreuzkorrelationsbreite ca.80fs ca.50— 80fs

Tabelle 2.2: ExperimentelleParameteim Uberblick

33FWHM: Volle Breite auf halberHohe(full width at half maximum)
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2.2 Meldatenerfassung

2.2 MelRdatenerfassung

DerWeg von Photonenm Detektorbis zu fertig aufbereiteteMel3datenst &hnlichweit wie
dervon der Erzeugungvon Femtosekundenpulsdns zum Anregender zu untersuchenden
Probemit Licht der gewiinschterWellenlange Daherwerdenin denfolgendenAbschnitten
die MeRRdatenaufnahmeije Durchfiihrungder Mel3reiherund die nachfolgendéatenaufbe-
reitunggenauewrorgestellt.

2.2.1 Datenaufnahme

Die zu untersuchendeRrobenzeigenTransmissionsanderungen PromillebereichDa das
Rauscherdes Lasersund auch des Weil3lichteserheblichgrol3erist, ist die Verwendung
einer Referenzdetektioft erforderlich. Hierzu wird das Abtastlicht mittels des Strahltei-
lers BS2 (siehe Abbildung 2.6) in zwei Bundel aufgespaltenEin Teil passiertdasvom
Anregungslichtimpulsbeleuchteteund somit angergte Probenolumen,ehe die Intensitat
Isignal Aprobe to) von dem Detektorhinter dem Spektrometed (specl)gemessenvird. Die
Intensitétef( Aprobe tp) deszweitenTeilesdientalsReferenaindwird direktvom einemwei-
terenDetektoram SpektrometeR (spec2)bestimmt.Als DetektorenwerdenSiliziumdioden-
arraysmit 46 Elementer(HerstellerHamamatsuSerie4114)eingesetztwovon 42 Elemente
verwendetverden Die FrontfenstedieserDiodenzeilerbestehemusQuarzglasymauchim
ultravioletten Spektralbereicleine hohe Sensitvitat zu erhalten.Aus der DiodengrofR3eden
Abbildungseigenschaftemer Spektrometeund der Strichzahlder eingesetzte®itter ergibt
sichfur die verwendet&onfigurationeine Wellenlangenauflésungon 8nm pro Diodenele-
ment.

Das Signal der Detektorenwird mit speziellenVorverstarkefimpendanzwndlernverstarkt
[SEEL etal., 1997, bevor esvon einem 96-Kanal Analog-Digital-Wandler (Hersteller:Le
Croy, 1885F)digitalisiertwird. 84 Eingangesinddurchdie zwei Diodenzeilendetektoreve-
legt, die restlichenKanalekdnnenfrei beschaltetverden,so z.B. mit Kontrolldioden,wel-
chedie Schul3-zu-Schu3-SchwamnigendesLasersystemand desNOFA UberwachenHier-
beiist zu bemerkendalRdie Datenaufnahméiir die AD-Wandlungnur in einemsehrkur-
zen, einstellbarenzeitfenstervon etwa 800ns durchgefuhriwird. Au3erhalbdieses,Gate-
Fensters“ist es egal, welche Signaleam Eingangdes Wandlersanliegen. Dadurchkann
ein signifikanterAnteil an Streulicht,z.B. durch Licht im Raum,unterdricktwerden.De-
tails zur speziellen,nicht PC-kompatiblerHardwareschnittstelldes AD-Wandlerssind in
[ZUREK, 1992 HOCHE, 1999 zufinden.

Ein PC liest nach jedem Laserschuftlie Werte Isigna(Aprobe tp) UNd lref(Aprobe to) ZU €i-
ner bestimmtenVerzégerungszett tp aus. Da bei einer bestimmtenVerzégerungspositi-

34Die MeRwertevon Signal-und Referenzspektrometarerdendurcheinandedividiert. Dadurchwird derEin-
flui desAmplitudenrauschensinimiert.
35Dieseist durcheinebestimmeSchrittmotorposibn festgelet.
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on tp mehrereLaserschiissgemitteltwerder?®, wird eineim MeRprogramnfrei wahlba-
re Anzahl N an MeRwertenaddiertund durch Subtraktiondes Dunkelstromeskorrigiert:
| (Aprobe t0) = S1%1 [li(Aprobe to) — ldunke(Aprobe) |, WObEI li(Aprobe tp) die beim Laserschull
I gemessenéntensitatam der Wellenlangeprone €ntsprechendebetektorelemen(Signal
bzw. Referenz)ezeichnetDurch Division dannwird ein normiertesSignalN(Aprope tp) =

|signa()\probe; tD)/lref()\probe tD) berechnet.

Vor jeder Messungwird nochdie ,Grundlinie® N°(Aprobe) ohneAnregungsimpul?’ aufge-
nommen.Wahrendder Messungwird diesedurch eine gleitendeMittelwertbildungimmer
wiederaktualisiert,damiteinelangsameé/eranderungler Grundlinie,die aufgrundvon ther
mischennstabilitdterdesLasersystemsgnausweichliclist, keinenEinfluRaufdie MeRegeb-
nissenimmt.

Letztendlichaufgezeichnewird derTerm

N_()\probe tD)

SO\ )= o
S probe ID) NO()\probe)

(2.4)

Nochmalshenorzuheberist, dal3wirklich jedereinzelnd_aserschuf@ondenDetektoreraus-
gelesenEine Unterdriickungron statistischenAusreil3ern“bei der Mittelung der MeRwerte
erfolgtenicht.

In einer Datei werdendie MeRwerteSAyope tp) flir jede eingestellteVerzogerungszeit
aufgezeichnetst ein Durchlauf(auch,Scan® genanntpeendetbeginnt die MelRroutineau-
tomatischmit demnéchsteneine neueDateiwird angelgt und die Messungbei der ersten
SchrittmotorpositiorfVerzogerungszeiip) wiederaufgenommerDiesgeschiehsolange bis
die MelR3reiheabgebrochewird.

2.2.2 Versuc hsdur chfiihrung

War dasLasersystenmel3bereitind die Probenin dengewiinschterKonzentrationeworbe-
reitet, so gabesfur die durchzufuhrendei atigkeiteneinengenauausgearbeitetennd auf
Zeitersparni®ptimierten,MelRkatalog”.

Mit leichtenAbanderungesahdiesemeistwie folgt aus:

1. KontrollederJustagalesTeleskopsgdervariablenVerzogerungsstrecKegl. Abb. 2.7)
unddesBundeluberlappand-radiusvon Anreg- und Abtastlichtimpuls sowie Einstel-
len der Anregungsenggie und EichenderKontrolldioden.

2. AufzeichnendesDauerstrichspektrunderProbe

35Die GroRenordnuntjegt bei etwa6000gemitteltenMeRwerterpro Schrittmotorposibnund Scan
3’Der Anregungslichtimpulsvird automatischgeblockt(vgl. FemtosekundenaufbaGhopperradir Driftkor-
rektur, Abb. 2.6).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

2.2 Meldatenerfassung

MessungdesLdsungsmittelOMSO (10 Scans)par. Polarisationsgeometr{g)
MessungdesLdsungsmittel§10 Scans)senkrechtd@olarisationsgeometrig.)

Messungder Probe(z.B. Azobenzol sieheKapitel 4) trans-cis (10 Scans)-L Polari-
sationsgeometrie

KontrolledesDauerstrichspektrumauf Photoproduktanreicherung

. MessunglerProbetrans— cis(10 Scans)]| Polarisationsgeometrie

KontrolledesDauerstrichspektrumauf Photoproduktanreicherung

. Belichten der Probe mit dem UV-Belichtungsmodul,um ein méglichst hohe cis

Konzentratiorzu erhalten
AufzeichnerdesDauerstrichspektrunder Probe
EinrichtendesUV-BelichtungsmodulesumBeleuchterder Probe
KontrollmessunglesLdsungsmittel¢5 Scans)]| Polarisationsgeometrie
MessunglerProbecis—trans(10 Scans)]| Polarisationsgeometrie
KontrolledesDauerstrichspektrurmauf Photoproduktanreicherung
MessungderProbecis—trans(10 Scans):L Polarisationsgeometrie
KontrolledesDauerstrichspektrurmauf Photoproduktanreicherung
MessungdesLdsungsmittel¢5-10Scans):L Polarisationsgeometrie

MessunglesLosungsmittelg¢5-10Scans)]| Polarisationsgeometrie

Fir einen,Scan® wurden etwa® 160 Verzégerungszeitpunktiy durch die variable Weg-
streckeeingestelltDie erstenl00ZeitpunkteumdenZeitnullpunktwurdenmit aquidistantem
AbstandaufgenommefSchrittweitel 3.3fs, diesentsprich um Fahrweg desSchrittmotors).
Die verbleibendeositionerwurdenmit exponentiellzunehmenderAbstandgewnéhlt, damit
bisin denZeitbereichvonNanosekundeNeRdateraufgezeichnawerderkonnten An jedem
Zeitpunkttp wurdentypischerweis@&l = 6000Mel3wertegemittelt.

Fir die Isomerisierungsrichtunggans— ciswurdendie Probenin geringereiKonzentrationen
untersuchalsfir die Richtungcis— trans daeinemdoglichstguteAusnutzunglerDetektordy-
namikangestrebivurde.

38Der MeRpunktabstanaiurdeje nachZielsetzungler MeRserigneueMessungKontrollmessunggtwasvari-
iert.
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2 DasExperiment

DasgenauéMesserdesLdsungsmittelsst erforderlich,umdie auftretendeeRartefakteim
denZeitnullpunktkorrigierenzu konnen.Da diesesehrkritisch von denAnlagenparametern
abhéngensinddieseDatenauchein guterindikatorfir die StabilitdtdesLasersystems.

Die DurchfiihrungeinersolchenMel3seriebeansprucheétwal8-20StundenHierbeibestand
dasgroRteProblemdarin, dasLasersystentiberdieselangeZeit stabil zu halten.War dies
nicht moglich, so muf3tedie ReiheunterbrochengasProblembeseitigtund die Messungan
geeigneteStelle wiederaufgenommenverden.Dies sollte méglichstso gescheherdal3die
erhaltenerDatenvergleichbar d.h. mit gleichenund bekannterexperimentellerParametern
wie Anregungsenegie, Bindenradienetc.aufgenommesind.

2.2.3 Datenaufbereitung

Zu BeginndieserArbeit standfir die weitereAuswertungderMel3datemurein sehrrudimen-
taresAuswerteprogramnzur Verfigung.Da die bis dahin eingesetzt&oftwareden Daten-
mengerund Auswerteanspriichancht gevachserund zudemsehrinstabilwar, bestanceine
weitereAufgabedarin, zusammemit meinemKollegeningo Lutz eine Anwendungzu ent-
wickeln,welchedie Anspriicheund Anforderungersogutwie maoglicherfillt. Als Grundlage
hierzuwurde das SoftwarepaketDL 3° verwendetwelchessowohl fiir dasBetriebssystem
Linux wie auchfur Windows erhaltlichist.

Es entstandervier Programmpaketeur Bearbeitungdefinierter aufeinanderaufbauender
Aufgaben:

¢ Kontrolle,einfacheKorrekturmoglichkeitindMittelung dereinzelneraufgenommenen
Scans.

¢ Korrekturder MelRRartefakt€ AbziehendesLosungsmittelsignaleskkorrekturder Dis-
persiondesZeitnullpunktes Skalierungsmaoglichkeit.

¢ VergleichmehrereMelRungeran gleichenoderverschiedeneroben Berechnungen
(z.B. Anisotropie) Erstellenvon transienterspektrenDatendarstellun¢3D-Graphen),
Datenanpassurngpyvohl von einzelnenWellenlangerals auchglobalfir dengesamten
Datensatz.

¢ Ubersichtliche Verwaltung und Auswertung der aufgezeichnetenDauerstrich-,
Fluoreszenz-und Anregungslichtspektrerimportmadglichkeitfiir transienteSpektren
und mittelsDatenanpassungevonneneAmplitudenspektren.

Mittelung der Einzelscans

39| nteractve DataLanguage
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2.2 Meldatenerfassung

Die Mittelung ausg&ahlter Scansm erstenProgrammpakegrfolgt nochauf der Basisdes
normierterSignalsSAprobe tp) (Gl. 2.4). NebenderKontrollederMessungerist die Normie-
rungauf einebestimmteAnregungsenagie moglich.

Korrekturen der MelRdaten

Furdie weitereDatenauswertunigt die Absorptionsanderun§A(Aprone tp) derProbein Ab-

hangigkeitder Abtastwellenlange prone und der Verzogerungszett die gewlinschteGrolie.
Setztmandie AbsorptionsanderuntyA gleichderDifferenzausder Absorptionbei Anregung
(A) und ohneAnregung (A°), AA(Aprobe to) = A(Aprobe to) — A°(Aprobe), UNd verwendetdie
BeziehungA = —logT, wobei T die Transmissiorder Probebezeichnetso erhaltmandie
gewlnschteVerkniipfungder Absorptionsanderungpit demgespeicherteiert S:

T(A t —
AA(Aprobe tp) = — |OQM = —10gSAprobe tp) (2.5)
T ()\probe)

Die IdentitétdesTransmissionwhéltnisseyrlld dem normiertenintensitatserhaltnisS in
Gl. 2.5emibt sichunterVerwendungron T = ﬁ undlsignajo = cong - Iref durchdie Um-

lsi lgi lei 10
formung% _ Isignal Isignajo _ lsignal_lret cong

Isignato 12 let 19 cong”

signal signal

Wie schonobenin Abschnitt28 tberdie Weildlichterzeugungrwahnt,bedingtdie Verwen-
dungeinesgechirptembtastlichtimpulseg Verbindungmit derdispersvenDetektionnicht-
resonanteMeRartefakteum den Zeitnullpunkt®, welche auchin reinem Lésungsmittelzu
beobachtersind. Durch Subtraktiondes LésungsmittelsignaleAAS" von den MeRkurnen
AASAMP die mit denzu untersuchendelRroberngevonnenwurden versuchimaneinmaoglichst
reinesSignalderProbezu erhalten(vgl. [KOVALENKO etal., 1998). Daesnichtimmermog-
lich ist, ohnekleine KorrekturendieseSubtraktionvorzunehmeft, muRteeine Méglichkeit
geschakenwerden dieseKorrekturgetrennfir jedeeinzelnéWellenlangevorzunehmerDie
korrigierteAbsorptionsanderunfyA emgibt sichalsowie folgt:

AA()\probe tD) =C. [ AASEMP ()\probe tb— to()\probe>) e
AASON ()\probe tp — to()\probe> + tkorr()\probe>) : C()\probe> ]

Die globaleNormierungskonstant& kannzur Skalierungder Mel3daterverwendetverden,
z.B. auf die Absorptionder Probe.Die Wertety(Aprobe) bezeichnerlie Dispersionsgrschie-
bung desNullpunktesund werdenso gewvahlt, dalR beim Zeitpunkttp = Ofs auchder tat-
séchlichezeitnullpunktder Mel3kune liegt. Das AuffindendieserWerteist eine schwierige

40zeitpunkt,an demder Anreglichtimpuls und die Komponentedes Abtastlichtimpulsesnit der Wellenlange
Aprobe Z€itgleichdie Probeerreichen.

41Esist urvermeidlich,daRz.B. die StrahllagedesLasersystemmit der Zeit leicht variiert und somitdie expe-
rimentellenParametebeeinflul3t.
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2 DasExperiment

Aufgabe.Es gibt jedochdie Mdglichkeit, sich z.B an den Losungsmittelartefaktenu ori-
entieren.Desweitererkdnnendie erhaltenenVertety(Aprone) Mit einer Dispersionsfunktion
angepal3tverden,welchedie Dispersionfir gegebeneMaterialienund Materialstarkeran-
handder Sellmeierkodizientenbestimmt.Unter der Voraussetzungjafl3nichtirgendwelche
Effekte verzogertauftretenjst davon auszugehergaRdie Wahl der Wertetg in Ordnungist,
wennfolgendezwei Bedingungerzutrefen:

¢ Die Wertepaaréprone to(Aprobe)) kGnnendurcheine Dispersionskure angepaliwer-
den.

¢ Die ausder AnpassungrhaltenerParametefMaterialstarkenytimmenmit denexpe-
rimentellenGegebenheiteiiberein.

Stimmtdie Nullpunktsdispersioty(Aprone) der Proben-Mel3kurenicht mit derdesLosungs-
mittels Gberein,was schondurch eine geringeAnderungder Anlagenparameteverursacht
seinkann,so muBmittels der Werte tyor( Aprobe) €inekleine Verschielbing fiir jede einzelne
Wellenlangevorgenommenverden.

Zusatzlichkanndas,Gewicht* der Losungsmittelkure global und/oderwellenlangenspezi-
fisch durchgeeignetéNahl der Faktorenc(Aprobe) Veranderwerden.DerartigeKorrekturen
sind notwendig,da z.B. aufgrundder Absorptionder Probendie Signalamplituderder L6-
sungsmittelartefaktim derProbenlésungeringeralsim reinenLésungsmittekeinkdnnen.

Weitere Auswertungsmagli chkeiten

Dasdritte Programmpakegrmdglichtdie Weiterbearbeitungon beliebigerkorrigiertenMel3-
daten.Sowurdenalle Messungewermlichen,die anderselberProbe,aberanverschiedenen
Tagendurchgefuhrivurden.DadieseMessungeteilweiseunterschiedlich&pektralbereiche
umfassemwurdeausdiesereinneuer,kompletter”Datensatgeneriertmit demanschlielend
weitelgearbeitetvurde.

Berechnungen  Da fur Molekile in der Grél3evon Azobenzoldie Rotationskonstanteim
Losungim Zeitbereichvon mehrererzehnPikosekundetiegen,erhaltmanbeiparallelerund
auchsenkrechtePolarisationsgeometrieine zusatzlicheKinetik aufgrundder Rotationsde-
polarisation[FLEMING, 1984. Mdchtemandiesenichtim Mel3signalenthalterhabenmuf}
entwederdie Messungn der Geometriedes,magischenWinkels (54.7)“ durchgefuhroder
dasSignal,dasder MessungunterdemmagischenVinkel entsprichtausMessungemnter
paralleler(AAl) undsenkrechte(AAL) Geometrieberechnetverden FLEMING etal., 1976,
[LESSING undVON JENA, 1979 Seite794].Die in dieserArbeit vorgestellterErgebnisseind
nachderzweitenMethodeberechnet:

(2.6)
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2.2 Meldatenerfassung

Nur der VollstandigkeithalberseiangefiihrtdalauchdasAnisotropiesignal (Aprobe tp) fur
alle Proberberechnetvurde:

AAIl — AAT
"= 3 pAmag
EbensavaresnotwendigMel3kunenvonverschiedeneRrobenvoneinanderu subtrahieren.

Datenanpassung  Eine Datenanpassurgrfordertimmerzwei Schritte:zuallerersmuf3ein
Modell existieren,von welchemmanannimmt,dafResdie in der Probeablaufenderreaktio-
nenbeschreibtAnschlieendonstruiertmanausdemModell eine Modellfunktion, welche
die AbsorptionseigenschaftelerProbein AbhangigkeiderVerzogerungszeip undderAb-
tastwellenlang@prone Mit denmodellinharenteiParameterrbeschreibt.

Ein einfacherAnsatz sieht mehrereZustandei = 0...n mit individuellen Absorptionswir
kungsquerschnitteni(Aprone) VOr, welchemit zeitabhéngigeBesetzungszahled(t) bevol-
kertsind. Der Zustand = 0 bezeichnehierbeidenGrundzustandDanngilt fur die Absorp-
tionsanderung:

n
)\probeatD Z Oj )\probe 0O()\probe)] -Ni(tp) (2.7)

Zur allgemeingultigerBeschreilong der BesetzungsdichteN; muf3 manden Dichtematrix-
Formalismuszur BerechnunginsetzenKann manjedochdavon ausgehergafiin einemZu-
standdie tibegangsreleantenModenthermischrelaxiertsind, bevor der Ubeigangin einen
weiterenerfolgt, so konnendie Ubegangezwischenden verschiedeneZustandemit Ra-
tenbeschriebenverden[ZINTH undKAISER, 1997. DasReaktionsschemaird danndurch
folgendeDifferentialgleichundpeschrieben:

dN;(t n
% = - JZlkij'\'i(t) + Bial pump(t)No O pump (2.8)

kij bezeichnetlie Reaktionsrateom Zustandj in denZustandi, |pump(t) die Anregungsin-
tensitat,opump der Grundzustandswirkungsquerschhigi der Anregungswellenlangeyp die
BesetzungsdichtdesGrundzustandesowie djj dasKroneckersymbolDie Losungvon Glei-
chung(2.9) ist eine Summevon Exponentialfunktionerxp(—tp/1;), wobei die reziproken
Zeitkonstanterd/1; die Eigenwerteder Ratenmatrix;; sind,welchemittelsderPump-Probe-
SpektroskopibestimmiwverdenZu beachterist, dalRdie AnzahlderEigenwerted.h.die Zahl
derausdemExperimentermitteltenZeitkonstantengleichder Anzahlder Zustandest.

Unter Berticksichtigungder normiertenKreuzkorrelationsfunktiorK (tp) zwischenAnreg-
und Abtastlichtimpuls kann aus den Gleichungen (2.7) und (2.8) die Beziehung

AAAprobe to) = Y1L1 fo @ (Aprobe Ti) - €XP (—Tll) -K(tp —t)dt fur die Absorptionséanderung
hemgeleitetwerden Fiur gaul3férmigd.ichtimpulsemit einer(1/e)-Kreuzkorelationsbreitécc
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2 DasExperiment

vereinfachsichdiesezu

a7 T

2 1+erf( L —fc
AA()\probea tp) = Zai()\probe Tj) exp (tCC t ) <t§c 2TI> ; (2.9)

wobeierf(x) = %Tf(;(e_tz dt die sogenanntgFehlerfunktion? darstellt.Die Gewichtungs-

faktorena;j(Aprobe Ti) in Abhangigkeitder Abtastwellenlangenrope bilden dassogenannte
~ZAmplitudenspektrum‘der Zerfallszeitr;.

FuUr eine aussagekraftigBatenanalyseersuchtmannun eine Anpassungller Mel3kunen
einerProbeundlsomerisierungsrichtungittelssinnvoller WahlderAnzahIN von Zustanden
sowie geeigneteiVahl der Zerfallszeitertj und Amplitudena; (Aprope Ti).

Hierzuwurdedasam LehrstuhlentwickelteProgrammURMEL*® verwende{HARTL, 1993

und in die IDL-Applikationen integriert. DiesesProgrammermittelt mit der Methodeder
kleinstenQuadrateden bestenSatzvor Parameterrt; und a(Aprone Ti) flir einevorgegebe-
neZahlN von Zerfallszeiten.

Wie zu Beginn desAbschnittesbeschriebergeltendie Formeln(2.8) und(2.9) zur Beschrei-
bung der transienterAbsorptionsanderungur fir den Fall von Ubegangenzwischende-
finierten, thermischrelaxiertenZustandenWie in spatererKapiteln ausgefihrtsind diese
AnnahmemichtimmergerechtfertigtSo liegendie ReaktionszeiteteilweiseunterdenRe-
laxationszeitenEbensokann z.B. bei Kiihlvorgdngennicht von einem Zustandmit einem
definiertenWirkungsquerschnitt(Aprone) gesprocherwerden.Vielmehrist dannder Wir-
kungsquerschnittusatzlichzeitabhéangig.

Deshalbist die vorgestellteArt der Datenanpassunigur als eine ersteNaherungzu sehen,
welchedie Zeitbereichejn welchenReaktionenauftreten ermittelt und Gewichtungender
Exponentialanteilderechnet.

42|m Englischen,error function“genannt.
43 UnglaublichrasanteMarquartalgorithmusit externemLinearfit*.
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3 Die Kontrolle der Konformation — Ein
Uberb lick

DieseKapitelsoll einekurzeZusammenfassurdesThemenkompbees, K onformationskon-
trolle* bieten.Nach einer Besprechungler Gebiete,in welchedie Konformationskontrolle
mittlerweile Einzug gehaltenhat, folgt ein Abschnitttiber verschiedendrealisierungsmaog-
lichkeitenvon KonformationskontrolleAbschlieRBendvird dasfir dieseArbeit verwendete
Konzeptvorgestellt.

Die Konformatiort einesProteinsist sehrengmit seinerFunktionund Funktionstiichtigkeit
verknupft. So laufenungezéahltebiochemisché&/orgéangenur dannab, wennauchdie Struk-
turender beteiligtenReaktanderaufeinandeabgestimmisind. OhnedieseKonformations-
sensitvitat wirdenwir nicht iberlebenDaherbestehein fundamentalefnteressalaran die
StruktureinesPeptidederauchProteinsvorhersagerau konnen Hierfir ist dasVerstandnis
desProteinfaltungsprozessesso der dynamischerVorgangebeim Aufbau der dreidimen-
sionalenGestalt,unabdingbarDie aktuelleForschungzielt daraufab, ein tieferesVerstandis
dieserKonformationsdynamilku erreichenund daraufaufbauendlasWissenzur gezielten
Kontrolle von Konformationereinzusetzenvon Bedeutungst die gerichteteSteuerung/on
Konformationemichtnurin derBiologie.Auchin denMaterialwissenschaftédimdetsiebeim
Aufbau von makromolekularerStrukturenimmer mehr Anwendungen(vgl. Einleitungin
[CLAVIER etal.,200Q unddortgenannt&keferenzen)SowerdenSensorerilr verschieden-
steAufgaberkonstruieri(z.B. Chemosensordiir TNT [YANG und SWAGER, 1999). Ebenso
wird an Strukturengeforschtwelcheauf die Umgelungreagierenz.B. durcheinenPhasen-
Ubegang[McMILLAN etal.,1999. Desweiterergibt esim gesamtemmedizinischpharma-
zeutischerBereichviele Anwendungsgebietez.B. ist die Leistungsfahigkeivon Polymer
netzwerkerstarkandie dreidimensional@rchitekturgekoppeltdadie Strukturdie Wechsel-
wirkung zwischenPolymerund Loésungsmittebestimmtund somitbiomedizinischwichtige
Eigenschaftemwie Losungsmittelpermeabilitéiefiniert. EbenfallserforschiwerdenSysteme,
die Reagenziertransportiererund durch &ulRereEinfliisse(z.B. Lichteinwirkung) gesteuert
wieder freigebenkdnnen.DerartigeKonstruktewarenz.B. fir den Transportvon Medika-
menterdenkbaf [BisBY etal., 1999.

Die ebenaufgezahltelinwendungenwelchesich hauptsachliclauf dasDesignvon Makro-

IMan kénnteauchsagengdasdreidimensional&rscheinungsbild.
2Stichwortein derLiteratursind,drug delivery* und, photodynamidherapy*.
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3 Konformationskontrolle Ein Uberblick

molekilen(Polymerenpeschrankerhasiererauf dembishervorhandeneiwissenundsind
nochsehrdurchdasExperimentiereiestimmt. Eine Konstruktionam Computemit vorher
sagbareiitigenschafteffiir die erzeugterMolekuilegibt esnochnicht.

Um demGeheimnigder Faltungvon Proteinerauf die Spurzu kommen,ist ein andererAn-
satznotwendig.Dazuwerdenschonseitrelativ langerZeit Experimentean diversenProtei-
nendurchgefiihrtSo konnenkKonformationsiibg@ngedurcheine AnderungdespH-Wertes
ausgeloswerden.Durch Mischenvon Reagenzienst dabeieine Zeitauflosungvon Milli-
sekundererreichbarunter Verwendungvon ,cagedprotons*“lafdt sich die Dynamik bis hin
zur NanosekundenzeitskalmtersuchefiGUTMAN undNACHLIEL, 1985. Ebensdkanndie
(Ent-)Faltungsreaktioh gestartetverden,indem mittels einesLasersein Temperatursprung
in einerProteinlésungnduziertwird. EineweitereAlternative ist, die Faltungsreaktiomlurch
einenElektronentransfezu starten.Sowar esmaoglich, ungefaltetespxidiertesCytochromc
durchdenoptischinduziertenTransfereinesElektronszu reduziererund damit die Faltung
innerhalbwenigerNanosekundemru initiieren [PASCHER etal., 1996. DiesesVorgehenist
allerdingsnur bei wenigeSystemerwie z.B. Cytochromc anwendbarAllen genannterMe-
thodengemeinsanst, daf3siesichnurzurUntersuchungonrelativ langsamergrof3raumigen
Strukturanderungeauf Zeitskalervon Nanosekundehis Sekundereignen.

Neuerdingsgibt es Ansatze,den Faltungsprozelioptisch zu triggern®. Andersals bei den
vorgenannteethodenwelcheim Zeitbereichvon Nanosekundehis SekundemenAufbau
der sekundarerfz.B. a-Helix und B-Faltblatt) und tertidrenStrukturelementenntersuchen,
steherbei denoptischgetriggerterExperimenterdie Ablaufe ganzzu Beginn desFaltungs-
vorgangesm Vordegrund des InteressesDeshalbwerdenfir dieseUntersuchungemuch
nur relativ kleine Peptideeingesetztderennative Struktur mankennt. Aufgrund der Uber
schaubarkeiderSystemesollteeinelnterpretatiorderMelRegebnissewie siez.B. ausPump-
Probe-Experimentezu erhalternsind,dahingehendnéglichsein,daflleineZuordnungzu den
Umordnungsergangernim PeptidohneSpekulationerstattfinderkann.Hatmandanndie zu-
grundeliegendenPrinzipiendieserkleinen Systemeeinmal verstandenso kann mandaran
gehenauchdie Faltungvon groRererProteinenund anderenViakromolekilendetailliert zu
beschreiben.

EinemadglicheStratgie zur UntersuchundsleinerModellpeptidast dasStarterdesFaltungs-
prozessesnittels lichtinduziertenAufbrechenseiner Bindung'. Als Beispiel seider Einbau
von Aminothiotyrosinenin eine AminosaurekettgenanntLu etal.,1997. Zwischenden
Schwefelatomeron zwei so modifiziertenAminosaurerkanneineDisulfidbriickeausgebil-
det werden,welche dasdazwischenligendePeptidstiickin eine nicht-natve Konformation
zwingt. Wird die BindungmittelseinesLaserimpulsegespaltet, sokanndasPeptidin seine
native Formzuriickkehrenwasz.B.durchUV-Pump/IR-Probe-Spetdskopeverfolgtwerden
kann[VoLk etal.,1997.

Eine andereMoglichkeit ist dasAusniitzervon geometrischenderungenvon Molekiilen

3Bei Temperaturerhéhunfgltensich nurkalt denaturierendBroteine.
4In derLiteraturals,photocleaage*bezeichnet.
SDasBrechenderBindunggeschiehinnerhalbvon 200fs [VoLK etal., 1997.
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beiLichtanrggung.DieseralsPhotoisomerisierunigezeichnet&'organgwird auchin derNa-
tur angevandt,um KonformationsanderungemuszulésenSowird der SehprozefRlurcheine
IsomerisierunglesFarbstofs Retinal (11-cis — all-trang ausgeldstwas schliel3lichStruk-
turanderungem Opsin-Proteirbewirkt undletztendlichdie FreisetzunglesChromophores
bewirkt [KOCHENDOERFER Und MATHIES, 1995. In &hnlichenWeisewird die transmembra-
ne lonenpumpeaakteriorhodopsimurchdie Photoisomerisierundesall-transRetinalszum
13-cislsomerangetriebefiLANY1, 1999.

Zur Untersuchungron schnellenFaltungswrgangenkénnenphotoschaltbar&lolekiile fol-
gendermalRegingesetziverdenBesitztmanein Molekil, welchegeversibelundsehrschnell
photoisomerisiertind dabeiseine Geometriedndert,so kann man diesesdazuverwenden,
Peptidsticken natve odernicht-natve Konformationerzu zwingen.So kannmanz.B. mit
einemderartigenChromophorzwei Cysteinein einer Aminoséauresequenaiteinanderver-
bindenund durchdie Hin- und Riickisomerisierungwei Abstandsbereichiir diesebeiden
Aminosaurervorgebenin Folgebildetsichin dereinenKonformationeinea-Helix auswah-
renddiesesStrukturelememachderisomerisierungerschwindefKumiTa etal.,2004. Al-
ternatv kannein solcherPhotoschalteauch,als Aminosauregetarnt,in dasRuckgrateines
Peptidsingebautverden Hat dasPeptidstiicleinegeeignetd.angeundwird zyklisiert, also
zu einemRing geschlossersokanndurchdie LangendnderundesSchalterseineKonforma-
tionsanderungn Peptidinduziertwerden[RENNER etal., 20004 (vgl. Abb. 3.1).

Abbildung 3.1: Prinzip der photoinduzierterkKonformationsénderundein photoschaltbareBaustein
istin eineAminoséduresequergingebettetDasPeptidist zu einemRing geschlossenyobeidasPep-
tidriickgratschematisclalsschwarzd.inie dagestelltist . In einemZustanddesSchaltershatdasPep-
tid keinengroRenKonformationsraunzur Verfligung— esist nahezugestreck{links). Verringertder
PhotoschaltedurchlsomerisierungseinelL.&nge,so kanndasPeptidseinebevorzugtenative Struktur
einnehmerfrechts,vgl. auchAbb. 4.4).

Diese zuletzt beschriebendrt der photoinduzierterKonformationsanderungst auch die
Grundlageder in dieserArbeit untersuchterProben.Der RestdiesesKapitelswidmet sich
nunderBeschreibngdesPeptidstiickesyelchedur die KonstruktiondesZyklopeptides/er-

wendetwurde.Der Photoschaltein diesenfall dasAzobenzolwird in Kapitel 5 ausfuhrlich
vorgestellt.

Als HauptbestandtedesModellpeptidsvurdedaskatalytischaktive Zentrum-Cys-Ala-Thr
Cys- der ThioredoxinReduktas® aus Escheridiacoli (E.coli) gevéhlt. Die Aufgabedieses
Proteingstes,ThioredoxinzureduziererundsomiteinenreversiblenOxidations-Reduktions-

%Die E.coli ThioredoxinReduktasést ein globuléresProteinaus321 Aminosaurenin Saugetieremingegen
kommteineetwasandereg~orm der ThioredoxinReduktase/or.
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3 Konformationskontrolle Ein Uberblick

Zyklus des Thioredoxinszu erméglichen.Das Thioredoxinwird durch Abgabevon Elek-
tronenu.a. an Enzymewie die RibonukleotidReduktaseund Thioredoxin Peroxidaseox-
diertundfihrt u.a.zu Zellwachsturmundinhibiert Apoptosg MusTACICH und Powis, 200Q
BEHRENDT, 2000.

Abbildung 3.2: Rdéntgenstruktuder ThioredoxinReduktaseausE.coli . In violett sind Bereichemit
o-helikaler in tirkis mit 3,0-helikaler Konformationeingezeichnetin griin sind Regionen mit [3-
FaltblattstrukturgekennzeichnebDie Farbegraustehtfiir y-turn, ockerfiir coil-Bereiche Der bioche-
mischaktive undfiir die Experimentererwendetdeil desProteingst in dunkel-undhellroteingeférbt.
Hierbei kennzeichnedlie dunkelroteFarbe Bereichemit a-helikaley die hellrote Farhung Abschnitte
mit 310-helikalerKonformation Zusétzlichist gelbdie DisulfidbriickezwischerdenCysteinergekenn-
zeichne{PDB-Code1TDE).

Abbildung 3.2 zeigt rétlich schattiertden Bereichder ThioredoxinReduktasegdessenAmi-
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nosauresequenm Modellpeptidverwendetwurde (Aminosaureri34-1471). DiesesSystem
wurdeausg®ahlt, daesdurchdie Ruckgratzyklisierungiel Freiheitlaf3t, konformationelle
EinschrankungenderFreiheitsgradeinzufihrenDurch Schliel3erder Disulfidbricke(vgl.
Abb. 3.2) bieteteszusatzlictdie Moglichkeit,denKonformationsraurnweitereinzuschranken.

Die VerwendungdieserriuckgratzyklisiertenAzo-Peptid-\érbindungvereint deshalbviele
Vorteilein sich.EinigederuntenaufgefiihrterPunktewurdennochnichtdiskutiert,sindaber
derVollstandigkeitder Auflistungwegenschonhier angefihrt:

e DasAzobenzolals Triggerisomerisiertsehrschnellundliefert somiteinendefinierten
StartpunkiderKonformationsanderung.

¢ Die Photoreaktionst reversibel.

e DasSystemistlangzeitstabil.

¢ Das Systemist klein genug,um erhalteneMel3signaleinterpretierereu konnen,aber
dennochgroRgenugum Strukturelementauszubilden.

o Esist fur spektroskopischMethodenwie FemtosekundeRump-Probe-Speldskopie
zuganglich.

¢ Die PeptidkonformatiokannzusatzlichdurchSchlie3ereinerDisulfidbriickezwischen
denCysteinerexternbeeinflu3werden.

¢ Die Cysteinebietendie Mdglichkeit, externeFarbstofe als Sonderzur Untersuchung
andasPeptidriickgrazu koppeln.

’entsprichtAla-Cys-Ala-ThrCys-Asp-Gly-Phe
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4 Azobenzol und Azo-Peptide: vom
Photosc halter zur
Konformationsd ynamik

In diesemKapitel werdendie grundleggendenEigenschaftervon Azobenzolund dendavon
abgeleiteterAzopeptidenvorgestellt.AnschlieRendolgenin Bezugauf die Femtosekunden-
messungemvichtige Uberlegungerzur Probenpraparatiosowie einetabellarischeJbersicht
Uberwichtigephysikalischeeigenschaftederuntersuchte®roben.

4.1 Azobenzol

Die Azogruppe-N=N-bildetdie zentraleEinheitfur einegro3eKlassevon organischerver-
bindungendenDiazenenSie bestehtauszwei sp?-hybridisiertenStickstofatomen die iiber
eineDoppelbindungerbundersind.Bei Azobenzot sindzweiPherylringeandie Azogruppe
gekoppeli(vgl Abb. 4.1).

Azobenzolwird schonseitvielenJahrzehntenfiir die Herstellungvon Farbstofenund Phar
mazeutikaverwendetDa dasMolekll auchin der Wissenschafseitlangemerforschtwird,
sinddie Struktursawie die wesentlichermoptischerunddynamischertigenschaftetvekannt.

4.1.1 Struktur und Photoreaktion

Einer der Grinde,warum geradediesesMolekiil in letzter Zeit immer haufigerverwendet
wird, ist seineFahigkeit, lichtinduziert seine Geometriezu verandern:es existiert in zwel
stereoisomereRormen,dem trans und dem cis-Azobenzot. Durch Einstrahlungvon Licht
geeigneteWellenlangenkann ein sehrschnelley reversibler Ubeigang zwischenden bei-
denlsomerenvollzogenwerden.Die Zeitskalaflr die Hin- und Riickisomerisierungiegt in

Ichem.SummenformelfCeHs),N>; in derneuenchemischeMomenklatuDipheryldiazengenannt.
%Die erstmaligeHerstellungvon Azobenzolerfolgteim Jahrel832[FALBE und REGNITZ, 1999.
3In derchemischet.iteraturwerdendastrans bzw dascislsomerauchoft als,E* bzw. ,Z“-F orm bezeichnet.
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4.1 Azobenzol

der GrofRenordnungon wenigenhundertFemtosekunde(vgl. auchKapitel 5ff). Dastrans
Isomer(Abb. 4.1, rechts)ist enegetischstabiler Die cis Formisomerisierbei Raumtempera-
tur thermischaktiviertin die transKonformationmit einerZeitkonstanternonvielenStunden.
Die Potentialbarrierdetragtdabeietwa90kJ- mol~! [Rau, 1973. Die Photoisomerisierung
ist die Hauptreaktionbei Azobenzolund den modifiziertenAzobenzolenNebenreaktionen
wie PhotoreduktionPhotooxidatioroderPhotozyklisierungreten,wenntberhauptnur mit
Quantenausbeutemter10~2 auf[RAu, 199(0.

Esist nochnicht vollstandiggeklart,ob die geometrisch&trukturdestransAzobenzolpla-
nar* oderleicht verdrillt® ist. Kristallstrukturenlegeneine planareGeometrienahe wahrend
Elektronen-Streugerimentdn der GasphaseineNichtplanaritataufzeigenjn welchendie
Pherylringe um 30 ausder N=N—C Ebeneherausgedretsind [TRAETTEBERG etal., 1977.

Das Fehlenvon unpolarisiertenRamanbandeim Azobenzolund Isotopenanalog&at zu

dem Schlul3 gefuhrt, daf’ die molekulare Symmetrie durch C; beschriebenwird (vgl.

[BIswAs undUMAPATHY, 1997 undReferenzemlarin).

Aufgrund der sterischerHinderungder beidenPherylringe in der cisKonfigurationmuf3
dieseslsomerverdrillt sein. Rontgenstreugerimenteergabenfir cisAzobenzoleine Ro-
tation einesPherylringes um 53.3 ausder N=N—C-Ebeneheraus Auch fir dieseKonfigu-
ration gibt es Angabenzur Symmetrie:in [RAU, 1973 wird die Cy,-Symmetrieangee-
ben.Die StreugperimentaundneuereRechnungesprecheritr eineeinfacheCy-Symmetrie
[BiswAas undUMAPATHY, 1997. Abbildung4.1gibt einequalitatve Vorstellungderraumli-
chenStrukturvon Azobenzol Der Abstandderbeiden,Enden”desAzobenzoldetragtin der
transKonfiguration9.0A, in der cisForm5.5A.

Abbildung 4.1: RaumlicheStrukturvontrans-(links) undcis-Azobenzo(rechts) Zwischendenbeiden

IsomerenkanndurchEinstrahlervon Licht geeigneteiellenléngereversibelhin- und helgeschaltet
werden.Hierdurchéndertsich der Abstandder beiden,Enden” desAzobenzolesion 9.0A(trans)auf

5.5A(cis)fastum einenFaktor2.

4Con-Symmetrid RAU, 1973
5Ci-Symmetrie
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4 Azobenzolund Azo-Peptidevom Photoschaltexur Konformationsdynamik

Der prinzipielle Vorgangbei der Isomerisierungst folgender:Ein Molekl wird durch Ab-
sorptioneinesPhotonsin einenelektronischangergten Zustandversetzt,von demesnach
einergewissenZeit strahlungsloswf die Grundzustandspotentialflacheriickkehrtund dort
enepetischrelaxiert. Da die Grundzustandsflacheereinfachtdagestelltzwei Minima® auf-
weist[MoONTI etal., 1983, kanndie Reaktionn einemandererZustandenderalssiebegann:
dasMolekulistisomerisiertDasVerhaltnisvonisomerisierterzu angergtenMolektlenwird
Quantenausbeu(&) genannt.

Der detaillierte Isomerisierungsmechanismiss$ bis heutenicht eindeutiggeklart. Im Mo-
mentakzeptierist, dal3nacheiner Anregungvon Azobenzolin derhéherenegetischenut -
Bande(sieheAbb. 4.2) die Isomerisierungdurch eine RotationeinesPherylringesum die
N-N Bindungsachserfolgt. Dies bedeutetine grol3eBewegungdesPhetylrings durchdas
Lésungsmittel. Hingegen isomerisiertAzobenzolbei Anregungin der niederenagetischen
nrt'-Bandemittels einer Inversionsbeegung[MONTI etal., 1982 RAu, 1984 RAu, 1990.
Semiempirischéerechnungeuler Potentialhyperflachemon Grundzustandind ersteman-
gergyten Zustandin Abhangigkeitvon zwei ReaktionskoordinatefRotation und Inversi-
on) zeigenjedoch,dalRdie Isomerisierungnicht ausschlief3lichiiber eine Inversionablauft
[WACHTVEITL etal., 1998 MULLER etal.,1999. Daherwird noch ein andererReaktions-
pfaddiskutiert:der sogenanntehula twist*-MechanismusNachder Anregungvon Azoben-
zol in der ntt*-Bandebewegt sich jenesStickstofatom der Azogruppe,bei dem einesder
nichtbindenderktlektronenangergt wurde, ausder molekularenEbene,welchedurchden
direkt benachbarte®herylring definiertist, herausDadurchwird einelnversionsbeegung
diesesPherylringesermaoglicht.

4.1.2 Dauerstric hcharakterisierung

SamtlichevorgestellteDauerstrichabsorptionsmessungemndenmit einem2-KanalAbsorp-
tionsspektrometerambdal9 (Firma PerkinElmer) bei etwa18 Raumtemperatwiurchge-
fuhrt. NacheinerNullinien-Eichungmit einerldsungsmittelgefillteitvetteim Strahlengang
wurdendie Absorptionsspektrefiir dasreinetransisomer aufgenommenAnschlieRencr-
folgte eine Belichtungder Probe(vgl. Abschnitt2.1.4 und somitdie teilweisePhotoisome-
risierungin die cisKonformation.In denfolgendenAbbildungensind die gemesseneAb-
sorptionsspektredesphotostationareiis- translsomerengemischagezeigt.Diesesind mit
,CIs' bezeichnetworunter,hauptséchlickcis' zu verstehenst. Zur Minimierungvon syste-
matischerMel3fehlerrwurdebei der Aufnahmeder Absorptionsspektregro3erWert darauf
gelegt, dai¥fur die Belichtungder jeweiligen Probeder MeRaufbawnicht verandertd.h.auch
die KiivettenichtausdemSpektrometeentnommenvurde.Fir Kontrollmessungewahrend
denFemtosekundenmessungeurdejeweils etwasProbeausdemProbenkreislauéntnom-
men und sofortim SpektrometegemessenDie KlvettenbestanderausQuarzglagFirma
Hellma) undbesalRerine Schichtdickevon 100um. Dasfir eine Dauerstrichmessurigeno-
tigte Proberolumenbetrugdaheretwa20pl.

Diesekdnnendemtrans unddemcis-Zustandzugeordnetverden.
Die PraparatioreinerLésung,in dernur dastranslsomervorliegt, istin Abschnitt4.6 beschrieben.
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4.1 Azobenzol

Azobenzol zeigt nur eine sehr schwache Fluoreszenzund keinerlei Phosphoreszenz
[RAU, 199Q. Hier am LehrstuhldurchgefihrteMessungerergabenfiir Azobenzolbei An-
regung mit 488nm eine Fluoreszenam Bereichvon 550nm bis 700nm mit einembreiten
Maximumum 580nm.

Absorptionseig enschaften

Die beidenlsomeredesAzobenzolszeigenim sichtbarenSpektralbereicltbei Wellenlangen
kleinerals 500nm ein deutlichunterschiedlichesbsorptionserhalten(sieheAbb. 4.2). Das
translsomerist durcheine sehrschwachelangwelligenrt*-Bandé um 445nm und einein-
tensie Tut*-Bandé bei 322nm charakterisietf. Bei cis-Azobenzolliegt dasMaximum der
nrt-Bandebei 432nm, dasder rut-Bandebei ca. 288nm. Die exakte Lageder Maximader
Tt -Bandevon trans und cisAzobenzolist von der PolaritatdesL 6sungsmittelabhangig.

cw Spectra of Azobenzene cw Difference Spectrum of Azobenzene
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—_ trans Azo 2
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Abbildung 4.2: links: Dauerstrichspektrewon trans-Azobenzoldurchgezogend.inie) und cis-
Azobenzol(gestricheltyvgl. Text) geldstin DMSO. Das Maximum der Absorptionin derTut*-Bande
vontrans-Azobenzalvurdeauf1.0normiert.In tirkis ist dasSpektrundesAnregimpulseer Femto-
sekundenmessungeimgezeichnet.

rechts.:Differenzspektrumron Azobenzol.Damgestelltist die Differenzder Absorptionvon trans-und
cis-AzobenzolDasSpektrumwurdeauf1.0normiert.

Bei beiden Isomerenist die langwellige Bande vollkommen unstrukturiert,ebensodie
Tt -Bandevon cisAzobenzol.Die kurzwellige Bandevon transAzobenzolzeigt, abhén-
gig vom Lésungsmittel Andeutungereiner Schwingungssubstrukt220cm—1 und 1300—

8 Bei diesemenegetischtiefliegenderlJbeigangwird einesdernichtbindenderElektronerder Stickstofatome
in ein antibindende#folekulorbital* angergt.

9 Die kurzwelligenBandengehérenzum enegetischhéherligendenrut -Ubeigang, bei dem ein Elektron
desdelokalisierten-Elektronensystem@assich tiberbeidePhelylringe einschliel3lichder Azogruppeer-
streckt)in ein antibindendest*-Molekulorbitalangergt wird.

10DjeseWertegeltenfiir eineLésungvon Azobenzolin DMSO.
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1400cm™1), welchedeutlicherbei tiefen Temperaturerzum Vorscheintritt, aber stetsviel
wenigerausgepragst wie im isosterischeistilbben[RAU und KORTUM, 1967. Zu beachten
ist, daRder niederenegetischetransnit*-Ubegangim planarerMolekiil symmetrigerboten
ist. Damit die beobachtet®©szillatorenstarkerreichtwird, mufdzusatzlichzu einerleichten
Verdrillung des transAzobenzolseine relativ starkeKopplungzum rut*-Ubegangvorhan-
densein'l. EbendieseKopplungkénnteein Grundfiir die Strukturlosigkeider Bandensein
[RAU undKORTUM, 1967.

Berechnetmandie Differenzdergemesseneirans und cis-Absorptionund normiertdiesein
der kurzwelligenBandeauf 1, so erhéltmandasin Abb. 4.2 rechtsgezeigteDifferenzspek-
trum, welchesein Maximumbei 324nmund ein Minimum bei428nm aufweist.

AufgrundderunterschiedlicheAbsorptionderbeidenisomereist Azobenzolauchfir Fem-
tosekundenuntersuchunggut geeignetln Verbindungmit der gro3enGeometrieanderung
beiderisomerisierungtellteseinenhenorragendemptischerlriggerdar

Bestimm ung der maximal erreichten cislsomerenk onzentr ation

Wie ausdemDifferenzspektrunm Abb. 4.2 rechtsersichtlichist, liegt dieidealeBelichtungs-
wellenlangétir die trans-s cisPhotoisomerisierungon Azobenzolin DMSO bei324nm. Da
sichdietut*-Bandenvon trans und cisAzobenzoleilweiseliberlappenstelltsichbeiBelich-
tung in der transtut -Bandeein photostationareKonzentrationsgleichgeécht ein, welches
von denExtinktionskoefizientenderlsomereund denQuantenausbeutater Reaktionerab-
hangt.Es ist somit nicht mdglich, reinescis-Azobenzolin Losungeinfachdurch Belichten
zu préparierenDa auchbeidenUltrakurzzeitmessungammerein gewisserBruchteil trans
Isomerevorhandenstundsomitauchangergtwird, istesvon Bedeutunggdengenaueminteil
von transAzobenzolim Gemischeu ermitteln.Da die Extinktionskoefizientenvon Azoben-
zolin DMSO nichtverfugbarsind,mu3mansichmit einerAbschatzungleroberenSchranke
fur dentransAnteil begnuigen.Dieselal3t sich ermitteln,indem manvom gemessenenis
Absorptionsspektrursoviel transSpektrumsubtrahiertpis dasresultierendeéSpektrumein-
deutigunphysikalisctwird?2. Im vorliegenderFall von Azobenzolin DMSO eribt sicheine
ObegrenzedertransKonzentratiorvon 10%.

Die zur Erzeugunglescisisomereserwendetdelichtungswellenlangeon 365nmausdem
UV-BelichtungsmodulsieheSeite23) ist fur reinesAzobenzohichtoptimal.BeiderVerwen-
dungder, fiir Azobenzolgtinstigeren313nm:-Linie wirdendie modifiziertenAzobenzolege-
renTut-Bandenzu langerenWellenlangernverschobersind (sieheunten),in einemSpektral-
bereichbelichtetin demdastransisomeretwagleichstarkabsorbiertvie dascisIsomerDies
verschiebtunterBericksichtigungler Quantenausbeutedasisomerererhaltniszu Ungun-
stendescisIsomers.Somitist die Wahl der 365nm-Hg(Xe)-Linie ein guterKompromif3,um
einemdoglichsthoheKonzentratiorvon cisAzobenzolbzw. cisIsomerender verschiedenen
Azopeptidezu erhalten.

11 Man kénnteauchsagengie transnt-Bande,borgt” sich Oszillatorstarkerom ot -Ubegang.
12Ein BeispielwaredasAuftretenvon negativer Absorption.
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4.1 Azobenzol

Quantenausbeuten

Die Quantenausbeut®, d.h. die Wahrscheinlichkeitiir eine Isomerisierungsreaktionach
Anregungmit Licht, ist vom AusgangsisomevomangergtenelektronischeZustandebenso
wie vomL6OsungsmitteabhangigTabelle4.1gibt eineAuswahlderveroffentlichtenQuanten-
ausbeuteibei Raumtemperatuvieder Allerdingssindfir Azobenzolin DMSO keineWerte
verfligbar Die starkeStreuungder anggebenerQuantenausbeutast unteranderendurch
die Unsicherheiterbei der Bestimmungder Absorptionskodifzientenbedingt.Die Quanten-
ausbeutersind bei Anregungin der nrt*-Bandeimmer héherals bei einer Anregungin der
Tt -Bande Diesist ein Beispielfiir die VerletzungderRegelnvon Kashadalhéherangerg-
te Zustdndemmererstin denniedrigsterangergtenZustandibegehenumvon dortin den
Grundzustanduwechselr(strahlenddernichtstrahlend)WaredieshierauchderFall, dirf-
ten die Quantenausbeutencht unterschiedlictsein.JedochdurchlauftdasMolekdl je nach
Anregungswellenlanganterschiedliché&keaktionspfadeyie obenschonbeschrieberDiese
Tatsach&anndie VerletzungderKashargelnerklaren Die hohenQuantenausbeutesmdein
weitererguterGrunddafur, AzobenzolalsoptischenTriggereinzusetzen.

Losungs- Tt nrt* Zitate

mittel t—Cc | c—t | t—C | c—t

n-Hexan 0.11] 0.27| 0.25| 0.56 | [BOrRTOLUS UNdMONTI, 1979
n-Hexan 0.44 0.55| [SIAMPIRINGUE etal., 1987
n-Hexan 0.10| 0.44| 0.2 | 0.68 [STEGEMEYER, 1967
n-Hexan 0.10| 0.42 0.28| 0.55 [RONAYETTE etal., 1974
Ethanol 0.2 0.36| 0.45| [BIRNBAUM undSTYLE, 1954
Ethanol 0.15] 0.24| 0.28| 0.51 || [BorTOLUS UNdMONTI, 1979
Acetonitril || 0.15| 0.21| 0.31| 0.46 || [BORTOLUS undMONTI, 1979

Tabelle 4.1: Quantenausbeutéh fir die Photoisomerisierungon Azobenzolin verschiedeneho-
sungsmittelrbei RaumtemperatyRau, 1997

4.1.3 Weitere Anwendung en von Azobenzol

Nebender in dieser Arbeit dagestelltenVerwendungvon Azobenzolals photoinduzier
ter Trigger fir Konformationsanderungenyird diesesMolekil aufgrund seiner Fahig-
keit zu isomerisierenauch in diversenanderenAnwendungeneingesetzt.So wird Azo-
benzol z.B. an Polystyrol als Sondezur Untersuchungder direkten Umgelung verwen-
det[KimMm undPAIK SUNG, 1994. Deweiterenfungiertesin Polymererund Flussigkristallen
als Grundlagefir optischeSpeichermediefil KEDA und TsuTsuMI, 1995 Ho etal., 1996
KAWATA und KAWATA, 200J. Auch kannmit Azobenzoldie Ausrichtungvon Polymerenn
Filmen und Polymerflissigkristalleteeinflul3twerden[Wu etal.,1999. Ein weiteresFor-
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schungsgebietind die extrem verzweigterDendrimere derenStrukturund damit physikali-
scheEigenschaftenurchdie Isomerisierungon gezielteingebautezobenzolemeversibel
geandertverdenkdnnen[JUNGE und MCGRATH, 1999. Ebenfallsmit Dendrimerenwurde
gezeigt,daRaucheineinfrarotinduziertdsomerisierungyon AzobenzoldurchVielphotonen-
anrggungmaoglichist [JJANG und AIDA, 1997. WeitereAnwendungersind in der Literatur
beschrieberg.B.in [JUNGE undMCGRATH, 1999 und[CLAVIER etal., 2000.

4.2 Untersuchte Proben im Uberblick

Der folgendeAbschnittgibt einenUberblick tiberdie Probendie im RahmendieserArbeit

untersuchtwvurden.Hierzu sind in Tabelle4.2 die Probenbezeichnunig ausfuhrlicherund

abgekirztefrorm anggeben.Im weiterenText werdenmeistdie AbklUrzungenverwendet.
Die andasAzobenzolgelundenePeptidkettast in allen Fallendieselbesie bestehtausden
achtAminosaurendiein derThioredoxinReduktaselaskatalytischaktive Zentrumdarstellen
(vgl. Kap.53, S.37).

Gruppe| Abkirzung| vollstandigeBezeichnung cw-Mess.| fs-Mess.
sieheSeite
1 Azo Azobenzol(Dipheryldiazen) 43 65
2 APB (4-Aminophemyl)azobenzoesaure 50 —
AMPB (4-Aminomethylpheyl)azobenzoeséaure 50 79
3 IAPB linearePeptidkette; 54 69
PhotoschalterAPB
CAPB zyklisiertePeptidkett§Monozyklus); 54 74
PhotoschalterAPB
4 IAMPB linearePeptidkette; 58 83
PhotoschalterAMPB
cAMPB zyklisiertePeptidkett§Monozyklus); 58 88
PhotoschalterAMPB
bcAMPB | zyklisiertePeptidkettéBizyklus); 58 92
PhotoschalterAMPB

Tabelle 4.2: UntersuchteProbenmit vollstdndigerBezeichnungindim Text verwendeterAbkiirzun-
gen.Rechtssind die Seitenzahlemngegeben,ab denendie Dauerstrichmessungdrzw die Femtose-
kundenuntersuchungelerjeweiligenProbezu findensind.
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4.2 Untersuchtérobenm Uberblick

Die Probenlassersichin vier Gruppereinteilen:

1. DerreineSchalterAzobenzol
2. Die photoisomerisierbardAseudoaminoséuré&PB und AMPB
3. Die APB-Peptidedie dasAzobenzoldenat APB alsPhotoschalteenthalten

4. Die AMPB-Peptidedie dasAzobenzoldernat AMPB als Photoschalteenthalten

DasersteElementder zweiten Gruppe,dasAPB, wurdein dieserArbeit nicht untersucht,
dadessenut-Bandersostarkrotverschobesind,dalRdiesemit dennrt*-Bandeniiberlappen
undsomiteineselektive Anregungdesntt*-Ubeilgangesicht zulassenDer Systematikvegen
ist dieserChromophoiin die Tabellen4.2und4.3aufgenommen.

Umim weiterenText die Ubersichtlichkeitzu erhéhenwerdenin Tabelle4.3 Symboleeinge-
fuhrt,welcheamRandabgebildetverderundandeutersollen,da’dernunfolgendeAbschnitt
sichmit dieserProbebeschaftigt.

Dazuwurdeversuchtin dieseSymboledie wesentlicherStrukturinformationerzu integrie-
ren:die zwei schrafiertenBl6cke charakterisiereden SchalterAzobenzol Direkt daranan-
geschlosseifolgendie als grauerKastengezeichnet€arboxyl-bzw. Aminogruppedie den
Chromophorals Aminosauremaskieren(vgl. Abschnitt4.3). An diesePseudeaminoséuren
(APB und AMPB) ist danndie Peptidketteangehangtywobeidie Anzahl der Aminoséuren
anjedemEndedesChromophoresiurchdie Langeder Kette angedeutetvird. Im Falle der
viertenProbengruppeést zwischerdemPherylring und der Aminogruppenochder, alsKreis
gezeichnetd]exible ,Methylen-SpacerangedeuteDie BedeutunglesSpacersvird in Ab-
schnitt4.5nahererlautert.

Ebenfallsn derTabelleabgebildesinddie chemischei®trukturformelnFiurdenChromophor
AMPB und daslineare PeptidIAMPB ist der Methylen-Spacegrau hinterlegt, damit der
Unterschiedzur denProbenausderdritten Gruppedeutlichwird.

Die nunfolgendenAbschnitteorientierensichander Strukturder Tabelle4.2. Nachder Vor-
stellungder PseudoaminosaureaPB und AMPB werdenzuerstdie APB-Peptideund an-
schlieBendlie AMPB-Peptidecharakterisiert.

47
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Abkirzung Strukturformel verwendeteSymbol

w| OO =
APB HOJ—©7N=N4©fNH2 gg}

tBu tBu

Ala’-Cys2-Ala’-Thr4-Cys5-Aspb-Gly’-OH E

NNt

tBu tBu

AIaW-CysZ-AIa3-Thr4-Cys5-Asp5-GIy7-F'he> @
ey
CcAPB

IAPB

AMPB
tBu tBu
Ala'-Cys?-Alad-Thr4-Cys5-Aspbé-Gly’-OH
| ) =rp
N=NO?—NH—Phe8—H
IAMPB H
tBu tBu
Ala'-Cys2-Ala3-Thr4-Cys5-AspS-Gly’-Phes
. ) | P
l N=NO?—NH
cCAMPB H
Ala'-Cys2-Alad-Thr*-Cys®-Asp®-Gly’-Phe {(E. 5 %
| <:> I >
N=N (E—NH
bcAMPB H

Tabelle 4.3: Ubersichtiiberdie untersuchtefProben.In der mittlerenSpaltesind die Strukturformeln
dereinzelnerProbenanggebenwobeidie Aminoséurerder Peptidkettewur durchihren Namendar
gestelltsind. Die gestricheltd.inie beibcAMPBvon Cys: nachCys veranschaulichie geschlossene
DisulfidbriickezwischerdenCysteinenRechtssind die zugehdrigerSymbolegezeigt.
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4.3 ChromophoréAPB undAMPB

4.3 Die Chromophore APB und AMPB

4.3.1 Allg emeines

Kleine zyklische Peptidebesitzenvergleichsweisestarre Strukturen.Da die lichtinduzierte
trans- cis-lsomerisierunglesAzobenzolamit groRengeometrischeAnderungervertunden
ist (sieheoben) solltedessericinbauin dasPeptidriickgradiedermolekularezyklischerPep-
tide ein idealesSystemergeben JichtinduzierteKonformationstibgangean Modellpeptiden
zuuntersucherDie beidenPhotoschalteAPB und AMPB wurdengewéhlt, dadieseals pho-
toschaltbar&inheitdirektin dasPeptidriickgragingebautverderkonnen Hergestellwerden
diesedurch Addition einer Amino- bzw. Aminomethylengruppend einer Carboxylgruppe
jeweils anden p-Positionender beidenPherylringe. DasAzobenzolso wird als Pseudoami-
nosauregetarnt®. In [BEHRENDT, 200Q und [BEHRENDT etal., 1999 sinddie Detailsder
Synthesdeschrieben.

APB bildet dasstarrstederartigeAzobenzoldenat und sollte daherdie neuengeometrischen
Zwangsbedingungeaufgrundeinerlsomerisierundpestmoglichauf zyklischePeptideliber
tragenkdnnen.

Der zweite Azobenzol-Photoschalt§d AMPB) enthaltzusatzlicheine Methylengruppezwi-
schender Aminofunktion und dem Phelylring. Diese unterbrichtdie Konjugationdes -
Elektronensystemsnddientalskleinerflexibler Spacer

4.3.2 Dauerstric hcharakterisierung

DurchdasAnbringeneinerAminogruppean einenPhelylring desAzobenzolsrwartetman
hauptséachlicteine Beeinflussungles teElektronensystemsyie es schonfiir andereAmi-
noazobenzoldeobachtetvurde [RAU, 1990. Das APB besitztein vollstandigkonjugiertes
TeElektronensystemin demdasfreie Elektronenpaader Aminogruppeim Zusammenwi
ken mit der Carboxylgruppean einem ,push-pull“-Effekt beteiligt ist. Die Derivatisierung
bewirkt eineso starkebathochromé/erschieling der tut*-Bandenvon APB relativ zu Azo-
benzol,dalRdie rut*- mit dennrt*-Bandendieihre Lagennurunbedeutenédndernfiberlappen
[WACHTVEITL etal.,1997.

Obwohlnachgaiesenwurde,daRauchdiesesnodifizierteAzobenzolisomerisiert3, wurde
esin dieserArbeit nicht weiter untersuchtda eine Vergleichbarkeitder Me3dateraufgrund
desBandenuberlappasiddendaraugesultierendeninterschiedlicheAnregungserhaltnis-
senrelatv zu denandererProbemicht gegebenist.

Aufgrund der UnterbrechunglesdelokalisierternreElektronensystemdurch die Methylen-
gruppeerwartetmanfiir AMPB eine Reduktionder Verschieling der tut*-Banden.Wie die

13pje thermischeRiickreaktioristim Vergleich zu AzobenzolerheblichbeschleunigtSo kehrtcis-APB inner
halbwenigerMinutenwiederin dertransZustandzuriick| WACHTVEITL etal.,1997.
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4 Azobenzolund Azo-Peptidevom Photoschaltexur Konformationsdynamik

Absorptionsspektreim Abb. 4.3zeigenjst diestatsachliciderFall, sodaldieserChromophor
in die Reihederzu untersuchendeRrobenaufgenommemerdenkonnte.

Absorption seig enschaften

cw Spectra of APB/AMPB cw Difference Spectrum of APB/AMPB
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Abbildung 4.3: Dauerstrichspektreder AzobenzoldenateAPB und AMPB geléstin DMSO:

links: In rotbraunist dasAbsorptionsspektim von APB, in blau dasvon AMPB gezeigt.Als durch-
gezogend.inie ist jeweils die Absorptiondestrans-Isomergyestricheltdie descis-Isomergvgl. Text)
dagestellt. DasMaximumderAbsorptionin derrut -Bandevontrans-A(M)PBwurdeauf1.0normiert.
In tirkis ist dasSpektrumdesAnregimpulseder FemtosekundenmessungangezeichneZum Ver
gleichist die normierteAbsorptionvon trans-Azobenzo{gestrichpunktetéinie, vgl. auchAbb. 4.2)

angeeben.
rechts:Differenzspektrumron APB und AMPB. Damestelltist die jeweils Absorptionsdiferenzzwi-
schentrans-undcis-IsomerDie Spektrerwurdenauf 1.0 normiert.

Ebensowie Azobenzolzeigenauchdie beidenlsomeredesAMPB im sichtbarerSpektral-
bereichein deutlichunterschiedlichebsorptionserhalten(sieheAbb. 4.3). Die Tut*-Bande
von transAPB hatihr Maximum bei 420nm. Dastranslsomervon AMPB hingeggenbesitzt
eine, relatv zu Azobenzolum etwa5nm rotverschobeneschwachentt*-Bandebei 450nm
und eineintensve Tut*-Bandebei 343nm. Der EinbaudesMethylenspacerseduziertsomit
die Rotverschiebingdermut-Bandeum 77nm. DasMaximumder nit*-BandedescisAMPB
(437nm) ist ebenfallsum 5nmrotverschoberDie Tut*-Bandezeigtein Maximumbei 257nm
mit einerausgepragtechulterbei300nm. DasDifferenzspektrurwveistExtremabei 346nm
und434nm auf.

In der Literatur sind fur die Lage der Absorptionsmaximaehr&hnlicheWerte anggeben
[RENNER etal.,20004. LeichteDiskrepanzersindauf die Art der Praparatiorzuriickzuftih-
ren(vgl. Abschnitt4.6)

Entsprechendlem Vorgehenbei Azobenzolwurde bei AMPB nachBelichtungin der tut*-
Bandeeinemaximalverbliebendransisomerenkonzentratioron < 20%erhalten.

Die Quantenausbeutemndbis jetzt nichtverlallichbestimmiworden.JedocHegendie Dau-
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erstrichspektrem Verbindungmit denverfiigbarerExtinktionskoefizientenundderZeit, die
zur ErreichungdesphotostationareGleichgavichtesbeidefinierterBelichtungbenotigtwird,
nahe dal3die Quantenausbeutesichnicht starkvon jenenfir Azobenzolunterscheiden.

4.4 APB-Peptide

4.4.1 Allg emeines

Zur Untersuchungon Konformationsdynamikenétigtmannebendenals Aminosauremas-
kiertenChromophoremochein in der LAngepassendeBeptid.Wie in Kapitel 53 schoner-
lautert,wurde als Modellpeptiddasaktive Zentrumder ThioredoxinReduktaseserwendet.
Dies bestehtausder AminosauresequenZla-Cys-Ala-ThrCys-Asp-Gly-PheDie Cysteine
bietendesweiteremlie Mdglichkeit, durchdie Bildung einerDisulfidbriické* die Geometrie
zuveranderrunddabeidenzugéanglicherKonformationsrauneinzuschrankersoll keineDi-
sulfidbriickegebildetwerden somisserdie Cysteinemit Schutzgruppet? verseherwerden,
umunerwinscht®&ebenreaktionenu verhindern.

Der Chromophorstellt als ,neunteAminoséure“die Verbindungzwischendem Alanin und
demPherylalaninher

Um Unterschiedén derAntwortdesPeptidrickgrateaufdie Photoisomerisierunigesseher
ausarbeitermukénnenwurdesonvohl daslineare(IAPB), d.h.nichtzyklisiertePeptid,alsauch
die zyklisierte(cAPB) VarianteuntersuchtDie lineareForm hatdabeidie SequenPhe-APB-
Ala-Cys-Ala-ThrCys-Asp-Gly d.h. an dem C-terminalenEndedesChromophore$efindet
sich eine siebenAminosaurenange Kette,am N-terminalenEnde hingegen nur eine Ami-
nosaureDa die beidenPeptidel APB und cAPB nahezudieselbeMolmasseund dieselben
spektroskopischeBigenschaftebesitzensieheunten),solltenUnterschiedén derDynamik
allein durchdie Zyklisierungund der damiteinhegehenderkKonformationsdynamikenor-
gerufensein.

Vorstufenzu diesemlinearenOktapeptidwurdenebenfallskurz untersuchtJedochsind so-
wohldie Dauerstrichspektresisauchdie FemtosekundenmessungerdemPeptidstiicPhe-
APB-Alanahezudentischzu demkompletterlinearenAPB-Peptid sodalaufeineBeschrei-
bungin dieserArbeit verzichtetwurde.Festzuhaltenst, daldie La&ngeder Aminosaurekette
in denuntersuchteifrallenkeinenEinflul3 auf die spektralerund dynamischertigenschaften
desChromophoresat,solangedie Addition nur auf einerSeiteerfolgt.

Von dem zu einemRing geschlosseneReptidgibt esdie zwei Variantenmit und ohneDi-
sulfidbrickedasbi- unddasmonozyklischeAPB-Peptid.Jedochhatsichin NMR-Analysen
herausgestelldalider Bizyklus keinendefiniertenKonformationsibe&angmehrdurchfih-
renkann,dader Chromophoisehrstarrist unddie Schwefelbriickeusatzlicheinschréankend

14n derThioredoxinReduktasést die Disulfidbriickeebenfallsgeschlossefvgl. Abb. 3.2).
I5F{ir die APB-Peptidd APB und cAPB wurde StBu (S+ert-Buthylthio) als Schutzgruppeerwendet.
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4 Azobenzolund Azo-Peptidevom Photoschaltexur Konformationsdynamik

wirkt [RENNER etal., 20004. DiesesehrstarkeSpannungm Peptidriickgrahatsichauchin
derSyntheselurchungevollte NebenreaktioneandsehrgeringeSyntheseausbeutbemerk-
bar gemach{BEHRENDT, 200J. Deshalbwurde hier auf die UntersuchunglieserVariante
verzichtet(vgl. aberAbschnitt4.5).

4.4.2 NMR-Strukturen

Furdie InterpretatiorderFemtosekundenmessungsidie Kenntnisdergenauerstrukturdes
zyklischenPeptidescAPB bei den beidenSchalterstellungetransund cis von elementarer
BedeutungChristianRennervom Max-Planck-Instituftir Biochemiein Martinsriedhatvon
allenin dieserArbeit untersuchterzyklischenPeptiderNMR-Strukturbestimmungedurch-
gefuhrt{RENNER etal.,2000g RENNER etal., 20008 unddie Ergebnisseur Verfigungge-
stellt.

Eine direkte Transformationder aufgenommenehNMR-Spektrenin eine eindeutigeStruk-

tur ist nicht moglich. Daherwerdenverschiedenemit den erhaltenerSpektrenkonsistente
Strukturenausgevahlt und derenEnegieinhaltberechnetZur zusatzlicherEinschrankung
dermaglichenStrukturenvurdendazunochanderweitigverfiigbaregxperimentellbestimme-
te Randbedingungeim den StrukturenmitberticksichtigtDie zehnenegiedrmsterermittel-

ten Strukturenwerdendannverwendetund, nachder Ausrichtungan bestimmterPunkten,
gemeinsandamgestellt.Ein gutesMal? dafur, wie eindeutigdie erhaltenerStrukturensind,

ist die Berechnungler mittleren quadratische®\bweichungder AtompositionendesPepti-

driickgrategim weiterenTextverlaufauchals,rmsd'® abgekiirzt)Ist derWertklein, streuen
die Positionenvenigunddie Strukturist klar definiert.Im entggengesetzteRall ist entwe-

der keine definierte Strukturvorhandenoder es existierenmehrereSubkonformationendie

ihrerseitsdannbestimmteStrukturelementbesitzerkonnen.

Abbildung 4.4 zeigt eine Uberlagerungler zehnenegiearmsterstrukturendesmonozykli-
schenAPB-Peptidedir die trans und cisKonformationdes ChromophoreskEur die trans
Konfiguration(Abb. 4.4 oben)betragtdie ermittelte mittlere quadratischeAbweichungder
Riickgratatompositioneb57A.

Im Gegensatzhierzu emgibt sich fir die rmsd des APB-Peptidesn der cisKonformation
(Abb. 4.4 unten)ein Wert von 1.26A, welcheretwa doppeltso groRist wie fiir den trans
Zustand Aufgrund derkompaktererGeometriedescis-AzobenzolgsieheauchAbb. 4.1) ist
dieseKonformationerheblichwenigergespanntDiesist auchin denNMR-Strukturenzu er-
kennenZu seherist ebensodalinocheinezweitePeptidkonformationsfam#imit geringerer
Haufigkeitauftritt. Berechnungereigen,dal3die sichtbareHauptkonformatiordie relevante
Strukturdarstelltf RENNER etal., 20004.

16root meansquaredeviation
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trans

cis

Abbildung 4.4: EnsemblalerzehnenegiedrmstemNMR-StrukturerdesmonozyklischeAPB-Peptids
in der trans-Konfiguration(oben)und cis-Konfiguration(unten). Der Chromophorselbstsawie die
Seitenketterder Aminoséurensind als Skelettmodelldaigestelit. Dabei werden,den Korventionen
entsprechendlohlenstofatomegriin, Stickstofatomeblau, Sauerstdatomerot und Schwefelatome
gelbeingefdrbtDie Wasserstdatomesindnicht gezeigt DasPeptidriickgraselbstist alsblauesBand
eingezeichneDie Abbildungist [RENNER etal., 20004 entnommen.

4.4.3 Dauerstric hcharakterisierung

Die in demvorliegendenModellpeptidenthaltenerAminosaurerzeigenkeine signifikante
Absorptionin demfir Azobenzolbzw. den ChromophorAPB interessierendelvellenlan-
genbereichvon 300— 700nm. Ebensozeigt das Oktapeptiddort keine Absorptionsbanden.
Somitbleibtdie Mdglichkeiterhaltendie Isomerisierungpektroskopisckiberdie Absorpti-
onsanderungetiesAzobenzolchromophorau verfolgen.

Durch den partiellen Doppelbindungscharaktester Peptidbindungzwischendem APB-
Chromophomundder AminoséurePhetrylalaninwird der,push-pull-Efekt* desreinenAPB-
Molekulsreduziertwomit zu erwartenst, daf3die Tut*-Bandender Azopeptidenicht sostark
rotverschobenvie die von APB sind (vgl. Abb. 4.5). Wie die Dauerstrichabsorptionsspektren
ebenfallszeigen,hat die Zyklisierung desPeptideshur sehrgeringeAuswirkungenauf die
Absorptionseigenschaftém sichtbarerSpektralbereich.

Somitsind,im Gegensatzzum freien ChromophorAPB, die PeptidelAPB und cAPB einer
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4 Azobenzolund Azo-Peptidevom Photoschaltexur Konformationsdynamik

ultrakurzzeitspektroskopischémtersuchungm Kontext dieserArbeit zuganglich.Die An-
regung kannwie bei Azobenzolin der langwelligenFlankeder nrt*-Bandeerfolgen,ohne
gleichzeitigbei einemTeil derMolekiileeinenUbeigangin derut*-Bandezuinduzieren.

Absorption seig enschaften

Auch beidenAzopeptidenAPB und cAPB bleibtim sichtbarerSpektralbereickein deutlich
unterschiedlichefbsorptionserhalterdestrans und cis-IsomerserhaltenDastranslsomer
vonIAPB (in Abb. 4.5rot gezeichnetpesitzteine,relativ zu APB um 53nm blauverschobene
Tt -Bandebei 36 7nm und einenrt*-Bandebei etwa460nm, derenPositionallerdingsnicht
gutlokalisierbarist. DasMaximumdernrt*-Bandedescis|APB istim Vergleichzu Azoben-
zol etwagotverschobemindrelatv zu APB unverschoberDiesmachtdeutlich,dal3durchden
EinbaudesPhotoschalters die Aminosaurekettaur die delokalisiertatElektronenstruktur
beeinfluBwird, wahrendsich kein Einflu auf die ntt*-Bandezeigt. Die cistut*-Bandezeigt
ein Maximumbei 263nm mit einersehrausgepragteSchulterbei etwa340nm.

cw Spectra of IAPB/cAPB

cw Difference Spectra of IAPB/cAPB
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Abbildung 4.5: Dauerstrichspektreder APB-Peptidegeléstin DMSO:

links: In rot ist dasAbsorptionsspektnn deslinearenAPB-PeptidSIAPB), in griindasdesmonozy-
klischenAPB-PeptidgcAPB) gezeigt Als durchgezogenkinie ist jeweils die Absorptiondestrans-
Isomers,gestricheltdie des photostationédremis-lIsomerengemischekagestellt. Das Maximum der
Absorptionin dertut*-Bandevon trans-l/cAPBwurdejeweils auf 1.0 normiert.In tlirkis ist dasSpek-
trumdesAnregimpulsesierFemtosekundenmessunggngezeichneZum Verleichist die normierte
Absorptionvon trans-Azobenzalvgl. Abb. 4.2) angegeben.

rechts:Differenzspektrerron IAPB und cAPB. Damestelltist jeweils die Absorptionsdiferenzzwi-
schentrans-undcis-IsomerDie Spektrerwurdenauf 1.0 normiert.

Wie der Abbildung 4.5 und den Tabellen4.4 und 4.5 zu entnehmenst, hat die Zyklisie-
rung auf die Elektronenstruktuund damit auf das Absorptionsspektrumur einenkleinen
Einflu3.Einzig die Schulteim Bereichum 350nmist bei cisIAPB scheinbadeutlicheraus-
gepragtDiesekannaberauchvon einemhdherentransAnteil herrihrendadaslinearePep-
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tid eine verglichen mit cAPB hohethermischeRickisomerisierungsrateat, was auchvon
[RENNER etal., 20004 beobachtetvurde.Die normiertenDifferenzspektresind innerhalb
derMefR3genauigkeidentischundweisenExtremabei451nm und368nm auf.

Die Abschatzung(vgl. Abschnitt 66) der minimal erreichtentransisomerenkonzentration
nachBelichtungin der tut*-Bandeemibt savohl fir IAPB als auchfur cAPB einenmaxi-
malenRestanteitransisomerevon < 15%.

In denin der Literatur beschriebeneixperimentenwurde fir cAPB ein Anteil von 22%
transMolekulenim photostationaredustanderzieltf RENNER etal., 20004. DurcheineOp-
timierungder Filterkombinationereur EinschrankunglesBelichtungsspektrumisonnteder
Anteil antransisomererfir cAPBaufunterl5%gedricktverdenln [RENNER etal., 20004
wurdezur FilterungdesSpektrumslerHg(Xe)-Lampenurein UG1-Filterverwendetyelcher
denSpektralbereiclvon 300— 400nm passierertaldt. Somitkonntedurchdie sehrkurzwel-
lige Belichtungmit Wellenl&angerunter320nm eine Anregungin der cis-tut-Bandeerfolgt
sein,welchezu einerVerschlechterungesisomeremerhaltnissesiihrte. Eine derartigeBe-
obachtungwurde auchim Laufe dieserArbeit gemacht,als eine Belichtungauchmit der
kurzwelligsterHg-Linie (313nm) erfolgte.

EineZusammenfassurderspektroskopischeDatengebendie Tabellend.4und4.5

4.5 AMPB-Peptide

25N

4.5.1 Allg emeines und

G=»

NebendenModellpeptidermit APB als Chromophorstanderauchnochdrei Variantendes und

obenvorgestelltenOktapeptidesnit AMPB als Photoschalteeur Verfigung.Die ermittel-

ten NMR-Strukturenlegtenesnahe,dal3sich nebender UntersuchungleslinearenPeptides ¢
IAMPB auchdie detaillierteSpektroskopiesovohl der mono-(CAMPB) wie auchder bizy-
klischen(bcAMPB) Variantelohnensollte. Die aufgrundder zusatzlicherMethylengruppe
vorhandengrol3ereFlexibilitat der Pseudoaminosdu®MPB sollte esermdglichendaliin
diesemFalle auchder Bizyklus bcAMPB definierte Konformationsiubeangedurchfiihren
kann.Ob dadurchr dasmonozyklischeSystenmsoviel Freiraumvorhanderist, da3dort kei-
nein Femtosekundemperimentererkennbarerstrukturanderungemehrinduziertwerden
konnenwar zu Beginn nichtklar. Deshalbwurdenalle drei Modellsystemeintersucht.

Die Aminosauresequenst die gleichewie in den APB-PeptidenEbenfallsgleich ist die
Aufteilung derAminoséurenm linearenPeptidlAMPB.

Die genauerDetailsder Synthesesindin [BEHRENDT etal., 1999 und [BEHRENDT, 200q
beschriebenAuch bei diesenPeptidenwarendie Cysteinevon IAMPB und cAMPB mit der
Schutzgrupp&tBugeschiitzt.
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4.5.2 NMR-Strukturen

Die Berechnungler NMR-Strukturerunddie ErstellungderAbbildungenerfolgtenachdem-
selbenPrinzipwie beidenAPB-Peptider(sieheS. 52).

cis

Abbildung 4.6: Ensembleder zehnenegiedrmsterNMR-Strukturendesmonozyklischerlinks) und
bizylischen(rechts)AMPB-Peptidsn derjeweiligentrans-Konfigurationloben)undcis-Konfiguration
(unten).Die violett undblaugezeichnetePeptidriickgratgehdrerjeweils einerKonformationsfamilie
an. Die Abbildungensind[RENNER et al., 2000 entnommen.

Die NMR-Spektren des monozyklischenAMPB-Peptidessind in der trans und cis
Konfigurationeweilsdurchzweisounterschiedlich®esonanzsatasharakterisiertdalRdiese
eine Zuordnungzu zwei KonformationsfamiliererzwangerfRENNER etal.,20004. Jedoch
warenfir die weniger stark populiertenFamilien teilweise nicht gentigendnterprotonab-
standeals Randbedingungefur die Strukturberechnungxtrahierbar Eindeutigist, da3die
StrukturenderreprasentatenKonformeren der transKonfigurationsignifikantstarkerkon-
vemgierenalsin der cisGeometrie Fur die mittlere quadratischébweichungemibt sich fur
die zehnenegiearmsterstrukturenfiir transcAMPB ein Wert von 0.68A, wahrendmanfir
ciscAMPB 1.67Aerhalt.Zusétzlichergibt sichfiir dastranslsomeraucheinesehrhoheKon-
vergenzder Seitenkettenpositionewje in Abb. 4.6links obendeutlichzu sehenst.

Wie schonbei den APB-Peptidenso ist auchbeim cAMPB dem Peptidrickgratn der cis
Konformationein groRererKonformationsraunzuganglich welchessich durch dasAnstei-
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4.5 AMPB-Peptide

gendesrmsd-Wertesbemerkbamacht.Die am starksterpopultierteKonformationsfamilie
bildet eine S-formige Struktur desPeptidriickgrateaus,wahrendeine zweite, geringerbe-
setzteGruppeeine mehrhelikale Struktur besitzt,welchein Abb. 4.6 links untendurchdie
violett gezeichneteBanderdaigestelltist.

Ebensavie beimcAMPB wurdeauchbeimdisulfidverbrickterbcAMPBfur dastransisomer
einerelatv zumcis-Isomer signifikathhereKorvergenzdesPeptidrickgrategefundenDie
rmsd-WertebetragerD.19A fiir die trans und 1.54A furr die cis-Konfiguration.Dieserdeut-
lich kleinereWert fir den transZustandim Vergleich zum monozyklischerPeptidist eine
naturlicheFolge der starkererkonformationellerEinschrankungm Bizyklus durchdie dop-
pelteRingstruktur Die Zyklisierungunddie geschlossenBisulfidbriickegebensehrrestrik-
tive Zwangsbedingungefir die relatven Positionerder Aminoséurernvor. In Abbildung4.6
rechtsobenist die sehrhoheKonvergenzder zehnenegiearmsterStrukturendeutlichzu se-
hen.

4.5.3 Dauerstric hcharakterisierung

AufgrundderzusatzlicheMethylengruppdei denAMPB-Peptiderist einegeringereBeein-
flussungdestrElektronensystemdurchdie Ankopplungvon weiterenAminosaureran den
ChromophorAMPB zu erwartenals bei den APB-Peptidenin der Literaturwird berichtet,
daRuberhaupkein Einflu® zu erkennerwar [RENNER etal.,20001. Die im Rahmendieser
Arbeit durchgefuhrteMessungeibelggendies.

Absorptionseig enschaften

Das translsomervon IAMPB (in Abb. 4.5 pink gezeichnetbesitzteine,relatv zu AMPB
um etwa7nm blauverschobeneut -Bandebei 339nm und einenrt*-Bandebei 444nm. Das
Maximumder nrt-Bandedescis|APB liegt spektralzwischendenentsprechendeAbsorp-
tionsmaximason Azobenzolund AMPB. Die tut*-Bandezeigtein Maximumbei 257nm mit
einersehrausgepragteschulterzwischenetwa300nm und 350nm. Ein Vergleich mit den
Literaturwerterergibt eineguteUbereinstimmundur alle Banden.

Wie der Abbildung 4.7 sowvie den Tabellen4.4 und 4.5 zu entnehmenst, hat die Zyklisie-
rung desPeptidriickgrateauf dennt- und denniederenegetischstermut-Ubeigangnahezu
keinenEinflul3. Die Blauverschielong desMaximumsder nit*-Bandebei bcAMPB um 5nm
ist nicht signifikant,dadie Extremalwertbestimmungufgrundder Form desSpektrumsnicht
sehrgenauist. Insgesamteigt das SpektrumdesbizyklischenPeptidsleichte Abweichun-
genzudenervon IAMPB undcAMPB. Die normiertenDifferenzspektresindinnerhalbder
MeRRgenauigkeitentischundweisenExtremabei430nmund340nmauf(s.Abb. 4.7rechts).

Die Abschatzundvgl. Abschnitt66) der minimal erreichtertranslsomerenkonzentratidoei
Belichtungin derrut*-Bandeergibt fur AMPB undcAMPB einenmaximalenRestanteilzon
< 10%antranslsomererundfir bcAMPB eineGrenzevon < 15%.
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4 Azobenzolund Azo-Peptidevom Photoschaltexur Konformationsdynamik

Die in der Literatur berichtetengréf3erenWerte von 22% transMolekilenim photostatio-
narenZustandhabenvermutlichihre Ursacheebenfallsn derArt derBelichtung,wie in Ab-
schnitt4.4.3 Seite55, beidenAPB-PeptiderausgefihrfRENNER etal., 20004.

cw Spectra of IAMPB/cAMPB/bcAMPB cw Difference Spectra of IAMPB/cAMPB/bcAMPB
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Abbildung 4.7: Dauerstrichspektreder AMPB-Peptidegelistin DMSO:

links: In pink ist dasAbsorptionsspktrumdeslinearenAMPB-Peptids(IAMPB), in dunkelgriindas
des monozyklischenAMPB-Peptids(cAMPB) und in braun das des bizyklischen AMPB-Peptids
(bcAMPB) gezeigt.Als durchgezogenkinie ist jeweils die Absorptiondestrans-lsomersyestrichelt
die desphotostationédrenis-lIsomerengemischédsaigestellt. DasMaximumderAbsorptionin derTut* -
Bandevon trans-l/c/lbcAMPBwurdejeweils auf 1.0 normiert.In tirkis ist dasSpektrumdesAnregim-
pulsesder Femtosekundenmessunggngezeichnet.

rechts:Differenzspektremon IAMPB, cAMPB undbcAMPB. Dargestelltist jeweils die Absorptions-
differenzzwischertrans-undcis-IsomerDie Spektrerwurdenauf 1.0 normiert. Aufgrunddergro3en
Ahnlichkeit der Differenzspektrersind die Einzelkunen in dieserDarstellungnicht mehr getrennt
sichtbar

4.6 Probenpraparation und Voruberlegung en

In diesemAbschnittsollendie wichtigstenUberlegungenzur Vorbereitungder obenvorge-
stelltenProberaufdie Femtosekundenmessungamgestelltwerden.

Einer der wichtigstenFaktorenist dasLosungsmittel Da die ablaufenderReaktionerauch
von derWahl der Losungsmittel@bh&ngenist eswichtig, dal3alle Probenin demselber.6-
sungsmittegeldstwerden,um eineVegleichbarkeitder Mel3datereu gewvahrleistenFur die
Untersuchungeim RahmendieserArbeit wurde DMSO!’ als Lésungsmittelgewahlt. Dies
hatverschieden&rindeZumeinenwurdendie NMR-Strukturenin derdeuterierterVariante
ds-DMSO erstellt. Zum anderersind spezielldie Peptidein DMSO sehrgut I6slich. Da fur
die Femtosekundenuntersuchungemerelatv hoheKonzentratiorder Probemotwendigist,

1"Dimethylsulfoxid; relatv unpolar molare Masse78.13miOI [SCHRADER, 1989, chem. Summenformel:
CoHeOS
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4.6 ProbenpraparatiomndVoriiberlgungen

um ausreichendhohe Signalezu erreichenwar diesein ebenfallswichtiger Punkt. Deswei-
terenist DMSO nahezuwnichtfllichtig, so dal3sich die Konzentratiorder untersuchterobe
wahrendder Messungemichtaufgrundvon VerdunstunglesLésungsmittelsveranderte.

Bedauerlicherweishat DMSO aucheinige unangenehmg&igenschaftenSo darf, aufgrund
seinerTendenzin viele Materialienhineinzudifundieren,der gesamteProbenkreislaufiur
ausTeflonund Glasbestehenym stérendeEffekte wie dasAuswaschervon Weichmachern
z.B. ausPlastikschlauchernu verhindern Dieswurdebei derKonstruktiondesMel3aufbaues
bertucksichtig{vgl. Abschnitt36). Desweitererbeginnt DMSO ab einerWellenlangevon et-
wa270nm zu absorbierenywodurchUntersuchungekurzwellig von dieserAbsorptionskante
sehrerschwerbzw. unmdglichwerden.

Dasreine transAzobenzol(Firma Merck, Reinheit> 98%) wurde so verwendetwie eser-
worbenwurde.Alle andererProbenwurdenin Martinsriedin der Arbeitsgruppevon Prof. L.
Moroder synthetisiertund ebenfallsohne Weiterbearbeitunglirekt geldst.Einzig der Chro-
mophorAMPB war ohneVorbehandlungur sehrschlechiéslich. Deshalbwurdendie 5ml
Losungmit 140u NatronlauggNaOH, 1 M) versetzt.Dassich bildendeSalzNar AMPB~
|6st sichin DMSO gut. Aus allen ProbenwurdenstérendeStreuteilcherdurch Zentrifugie-
ren® entfernt.

Aufgrund der sehrunterschiedlicherAbsorptionseigenschafteser trans und cislsomere
wurdenvon jeder Probezwei Lésungenvon je 3-4ml hegestellt. Deren Konzentrationen
wurdenso eingestellt,da’eine optimale Ausnutzungder Dynamik der Detektorenund der
anschlieRendeklektronik gewéhrleistetwar. GenaueréAngabensind in den Tabellenvon
Abschnitt4.7 zuentnehmen.

Eine ebenfallssehrwichtige GroRReist die bei einemLaserimpulsangergte Anzahlvon Mo-
lekllenrelativ zur Gesamtzahtlerim AnregungswlumenvorhandenenEine Abschétzung
liefert folgendesDie Anregungder Photoreaktiorerfolgtemit Lichtimpulsen die eineEner
gie von 0.4pJ bei 480nm hatten.Wenigerals zwei Drittel dieserEnegie entfallenauf das
hier betrachtetd/olumeri®. DieseEnegie entsprichbei der anggebenerWellenlangeeiner
Photonenzahton5.4- 10*%. DavonwerdenbeieinerAbsorptionA = 0.03 beider Anregungs-
wellenlangel — 10-A = 6.7% der Photonerabsorbiertlm angergtenVolumenvon 100um
Durchmessennd0.5mm Schichtdicke- diesentsprichB.9- 10-3mm?® — befindersichbei ei-
nerangenommenemittlerenKonzentratiorvon0.5— 3mMetwal.2 — 7.0- 10*? Farbstofmo-
lekile.Daraudolgt, dal3pro Laserschul@twa0.5 — 3% derMolekileim Anregungswlumen
ein Photonabsorbieren.

UnterBerucksichtigunglerQuantenausbeutéir beidelsomerisierungswgangeergibt sich,
daf¥fir die trans-s cisRichtungbei einer StundeMel3zeitund 4ml Proberolumenetwal%
allervorhandeneMolekilleisomerisierivurden vorausgesetztlalRkeineRluckreaktiorstatt-
findet. Viele der untersuchterProben,insbesonderelie Peptiderbindungenzeigtenaller-
dingseinerelatv schnellethermischeRickreaktionvon der cis- in die transKonformation

1810 Minutenbei 10000g
19Dieshangtmit der Definition desBiindeldurchmessemisammenNimmt manein gauférmigeStrahlprofil
an,soentfallen56% der Enegie auf die Flacheinnerhalbdeshier bestimmterRadius.
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4 Azobenzolund Azo-Peptidevom Photoschaltexur Konformationsdynamik

[WACHTVEITL etal.,1997. Daherist der obenabgeschatzté&nteil an Photoprodukterein
obereGrenzedie fur dieseProbensicherlichnicht erreichtwurde.Die Dauerstrichspektren,
die zur Kontrolle dieserPhotoproduktbildungvdhrendder Femtosekundenmessungarfge-
nommenwurden,zeigtenjedenfallskeinebzw: allenfallskaummef3baré/eranderungeder
Absorption.

Im cis—transFall erhaltmanalsobereGrenzesinePhotoproduktakkumulatiovon etwa4%,
welchein denDauerstrichspektresichtbarseinsollte. Da nochdazudie thermischeRelaxa-
tion in dentransZustanddie Anh&ufungvon (Photo)produktemocherhdht,wurdebei allen
Messungerdieserlsomerisierungsrichtungine Belichtungmit dem UV-Belichtungsmodul
(siehe2.1.4 vorgenommenum ein stationdressleichgevicht aufrechtzu erhalten.Zuséatz-
lich wurdenKontrollspektreraufgenommen.

4.7 Zusammenfassung der spektr osk opisc hen
Eigensc haften

In dennachfolgendeifabellensind die wichtigstenEigenschaftemndexperimentellerPara-
meterderuntersuchte®robenzusammengefal3t:

¢ Positionerder Maximaderntt® und tut*-Bandefir dastrans und cislsomersawie fur
dasDifferenzspektrun(= trans— cis-Absorption).Der absoluté-ehlerbeiderBestim-
mungderBandenpositionerst =2nm.

¢ Anteil desjeweilseigentlichnichtgewviinschterisomeresn derLésung.DieserWertist
alsObegrenzezu sehenAbsoluteFehlegrenzersindetwa+1% und-3%.

e nurfir Azobenzol:Die Quantenausbeutéf fur die IsomerisierungDie anggebenen
Werte sind nur Richtwerte da die exakte Quantenausbeuta DMSO nicht bekanntist
(vgl. Tabelle4.1in Abschnitt67).

¢ Absorptionder Probenbei einer Schichtdickevon 0.5mm fir die zeitaufgeldstetn-
tersuchungebeider Anregungswellenlangét80nm) savie im Maximumdernrt* und
Tt -Bande Der relative Fehlerfir die anggebenerAbsorptioneniegt zwischen1l0%
und 15%. Die anggebenerAbsorptionersind auf zwei Stellensignifikant.Der leich-
teren Lesbarkeitund Vergleichbarkeitwegen wurde auf die korrektereExponential-
schreibweise&erzichtet.

e Konzentratiorder ProbebeidenUltrakurzzeitmessungen.

¢ LagederisosbestischeRunkte(NulldurchgangelesDifferenzspektrums).
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4.7 ZusammenfassurderspektroskopischelBigenschaften

Differenzspektren
Probe Amax[nm] IsosbestischBunkte[nm]
nrt'-Bande| mut*-Bande

Azobenzol 428 324 273,378

AMPB 434 346 292,406

IAPB 451 368 313(309),433(434)
cAPB 452 368 | 309(314),432(442)
IAMPB 432 340 290,394

cAMPB 430 341 291(286),394(395)
bcAMPB 426 340 290(286),397(395)

Tabelle 4.4: Zusammenfassunger wichtigstenspektroskopischeBigenschaftemler Differenzspek-
tren der untersuchterProben.In Klammern sind die Literaturwerteanggeben:IAPB und cAPB
[RENNER etal., 20004; AMPB, cAMPB undbcAMPB [RENNER etal., 20004.
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X Probe Mm Amax[nm] oderSchulter ungev. | Aggo Anm,, A, | KONZ.
m [-L] | nm*-Bande | Tur-Bande Schulter | Isom.ant. [mOD] [mM]
AM, Azobenzol trans|| 182.23| 445(440) | 322(316) 0% 160 255 8400 8.8
.m cis 432(435) | 288(280) <10% |95 245 1030 4.2
m AMPB trans| 255 |450(451) | 343(331) 0% 25 31 740 0.5
,.,m (Na-Salz) cis 437(436) | 257(265) 300 <20% | 100 160 — 1.6
> IAPB trans| 1297 | ~460(-) | 367(369) 0% |29 49 470 0.4
~

m cis ~440(450) | 263(260) 340 <15% |68 110 — 0.84
Wm CAPB trans| 1167.4| ~456(-) 366(370) 0% 22 39 350 0.36
m cis 441(448) | 261(263) 330(320)| <15% | 120 210 — 2.3
W IAMPB trans| 1311 | 444(451) | 339(340) 0% 14 19 620 0.5
Dm. cis 434(435) | 257(263) 300-350 <10% | 125 250 — 3.6
m cAMPB trans| 1182 | 445(451) | 338(340) 0% 13 18 550 0.46
wwu, cis 435(435) | 258(264) 300-350 <10% | 125 250 — 3.5
% bcAMPB trans| 1003 | 445(452) | 338(339) 0% 37 52 1100 15
m cis 430(435) | 256(263) 300-350 <10% | 88 185 — 3.3
ke)

m Tabelle 4.5: ZusammenfassurderwichtigstenspektroskopischeBigenschaftemleruntersuchtefProben(geléstin DMSO). In Klammernsind
Q die Literaturwerteanggeben:Azobenzolin Ethanol[NAGELE, 199§; IAPB und cAPB [RENNER etal., 20004; AMPB, IAMPB, cAMPB und
S bcAMPB [RENNER etal., 20004.
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5 Zeitaufg eloste Unter suc hung en an
Azobenzol und APB-Peptiden

Das vorliegendeKapitel stellt die Ergebnisseder FemtosekundenuntersuchungamAzo-
benzolund denbeidenModellpeptiden APB und cAPB vor. In deneinzelnenAbschnitten
werdenjeweils zuerstdie Datenin verschiedene®arstellungeriir die Isomerisierungsrich-
tung trans- cis gezeigt,gefolgtvon denentsprechendefusfihrungerfur die Ruckreaktion
cis—trans Dabeiwird jeweilserstder,Rohdatensatzbesprochenyie eramEndederDaten-
aufbereitungvgl. Abschnitt2.2abSeite27) zur Verfugungsteht.Der Begriff ,Rohdatensatz*
impliziert folgendeschondurchgefihrtdBearbeitungsschritte:

¢ Subtraktiorder stérenderMel3signaledie durchdasLdsungsmittelerursachsind.
¢ KorrekturderabsoluterZeitnullpunkteanhandder Losungsmittelsignale.

¢ KontrolledieserKorrekturanhanddererhaltenemispersionskure.

¢ VemleichundVereinigungverschiedendylelRreiherzueinemkompletterRohdatensatz
fur einebestimmtePolarisationsrichtung

¢ Normierungder Signaleauf eine Probenabsorptiowon 0.05 bei einer Anregungswel-
lenlangevon Apymp = 480nm undeinerSchichtdickevon 0.5mm. Diesermdglichtden
VemleichderabsolutergemessenefbsorptionsanderungeterverschiedeneRroben.
Der FehlerderabsolutenNertebetragtallerdingsetwa30%.

¢ BerechnunglerSignalenachGl. 2.6, diefiir eineMessunginterdemmagischeWinkel
erwartetwerden.

¢ SubtraktioreinesbestimmterAnteiles, transSignal“von dengemessenetis-Signalen
zur Unterdruckungler Beitrage,die durch,in cis—transMessungenmmervorhande-
ne,Molekulein transKonformationverursachsind.Der Bruchteildeszu subtrahieren-
dentransSignaleswvird ausdenDauerstrichspektrelpestimmt(vgl. auchTah 4.5).

¢ Renormierungler ausder SubtraktionerhaltenerDatenauf eine Konzentrationvon
100%cisIsomere.
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5 ZeitaufgeldstdntersuchungeanAzobenzolund APB-Peptiden

Der Grundfur die ausschliel3lich&Veitererwendungder ,magischen“MefRdateniegt dar
in, dal3bei dieserMelRgeometrikeine Signaleauftreten,die durch Rotationsdepolarisation
verursachtverden.DurchdaspolarisierteAnregungslichterfolgt eine Photoselektioroei der
AnregungderMolekiile:eswerdenbevorzugtjeneMolekiileabsorbierengerenUbeigangsdi-
polmomenparallelzumFeldwektordesAnregungslichtimpulsesrientiertsind.Durchdaspo-
larisierteAbtastlichterh@ltmanaufgrunddereinfachergeometrischeRotationderMolekile
ein AnderungdesMeRsignalesauchwenndie Probeihre Absorptionnicht andert Da die Ro-
tationsdepolarisationszeitenddie beobachteteKinetikenteilweiseauf derselberzeitskala
liegen, soll durch die Berechnungder Signaleflr eine ,magische”Anreg/Abtastgeometrie
eineFehlinterpretationler MeRkunenverhindertwerden.

Diese so aufbereiteterRohdatenwerden jeweils in einem 3D-Graphendamgestellt. In x-
Richtungist darin die Zeit in Pikosekundenin y-Richtungdie Abtastwellenlangén Nano-
meternaufgetragenDie z-Achsegibt die gemessenébsorptionsanderungum jeweiligen
Zeitpunktbei der entsprechendewellenlangean. Zu beachterist ferner, dal3die Zeitachse
von -1 bis +1psim linearenMal3stabskaliertist, ab dannbis zu 1 nslogarithmischZusam-
menmit derArt derMel3datengeinnungergebersichsomitin dieseDarstellungaquidistante
MeRpunktein x-Richtung.Der Ubersichtlichkeithalberwurdendie Datenmit einer Farbta-
belle unterlegt, welchevon rot tibergelb, griin, tiirkis nachblau verlauft. Der Farbtabelle
inharentsind in aquidistanterFarbindexabstanderdunklereFarbtone,so dal3direkt in den
farbkodierterDatenHohenlinienzu erkennersind. Die Farbtabellevurdeimmer so skaliert,
daRRdie Farbetlrkis der Absorptionsanderuniyull entsprichtBlaueFarbténesteherfiir eine
negative Absorptionsdnderungotefir einepositve. Am oberenRandderDarstellungst zu-
satzlichjeweilsnocheineKonturdarstellungingearbeitetyvobeischwarzé.inien fir positive
undroteLinien flr negative AbsorptionsanderungestehenDer Abstandder Hohenlinienist
nichtin allenDarstellungemdentisch sonderrwurdeentsprechendinermaximalerAussage-
kraft gewéhlt. Ebensast die Skalierungn z-RichtungdenjeweiligenSignalenangepalf3ind
kannvoneinerAbbildungzuranderervariieren Ansonstenwurdejedochdaraufgeachtetgdal
in sdmtlicher3D-DarstellungemieselbeSkalierungn x- undy-Richtungverwendetwurde.
Fir die Interpretatiorder Datenwichtig ist die Tatsachedal3die MeRRdaterbis zu einerVer-
zbgerungszeity = 100fs nicht aussagekraftigind, dain diesemZeitbereichdie koharenten
MeRartefaktelurchdasL6sungsmittelwelchesichnichtimmer perfektsubtrahierertassen,
in unterschiedlicherymfangvorhandersind.

Nach der Vorstellungund BesprechunglieserUbersichtsdarstellunéplgt jeweils ein Ab-

schnitt,der sich mit dentransienterSpektrerzu bestimmteriVerzogerungszeitetp und den
ausderDatenanpassurgrhaltenerAmplitudenspektrefGl. 2.9 Abschnitt2.2.3 beschaftigt.
Auch hier wurdeimmer dieselbex-AchsenskalierungerwendetDieseandereArt der Dar-

stellungder Datenist notwendig,um gewisse Teilaspekteder MeRdaternbessersichtbarzu

machen.

Am Beispiel Azobenzolwird fur die Isomerisierungsrichtungrans-scis ein Vergleich der
Mel3datemmit der Anpassungrzorgenommenum die Qualitatder Modellierungzu demon-
strieren.

1Eswurdedie IDL-interne Farbtabelle, EOS A“ verwendet.
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5.1 Azobenzol

5.1 Azobenzol ==

5.1.1 trans-cislsomerisierung

Nach einer Anregung von transAzobenzolin der langwelligenFlanke der nit*-Bandebei
480nm(vgl. Abb. 4.2) setztim gesamtemintersuchtehVellenlangenbereicton366— 647nm
innerhalbder Mel3genauigkeiinstantareinetransienteAbsorptionszunahmein. Der weitere
zeitlicheVerlaufdertransiente\bsorptionist durcheinenrelativ einheitlichermultiexponen-
tiellen Zerfall gekennzeichnetm Abtastwellenlangenbereiamm 480nm konntenaufgrund
der starkenStreuungdes Anregungslichtesuind dem darausresultierenderRauschereinige
MeRRkunennichtverwendeiverden.

Absorbance Change [mOD]

Abbildung 5.1: FemtosekundenmessungamAzobenzol(t—c) berechnehachGl. 2.6. Die transi-
ente Absorption klingt mit den zwei Zeitkonstanterd40fs und 3.3ps ab Bei Abtastwellenl&dngen
Aprobe < 400nm ist eine zusétzlicheZerfallszeitvon 11ps fiir eine korrekte Anpassungnotwendig.
Desweitererist ein konstanteAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langenVerzége-
rungszeiterverbleibendé\bsorptionsdnderungurchPhotoproduktbidung zu modellieren.

AuBerhalbder Grundzustandsband€Ryrone > 500nm) zeigt sichdie groliteAbsorptionsan-
derungbei etwalprone= 530nm, wie in Abb. 5.1 zu erkennerist. Danachfallen die Kurven
mit denzwei Zeitkonstanted40fs und 3.3psauf Null ah

Innerhalbder Grundzustandsband& die dominatetransienteAbsorptionsbandbei 400nm
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5 ZeitaufgeldstdntersuchungeanAzobenzolund APB-Peptiden

auffallig. Die genaueAnalyseder AbnahmedieserBandeemibt, da3zusatzlichzu deneben
genannterzwei Zeitkonstantereine dritte notwendigwird. DieseZerfallszeitliegt bei 11ps
undhateinen,zukirzerenWellenlangerhin, zunehmendeAnteil amGesamterlaufder Ab-
sorptionskuren. Zu langenVerzdgerungszeitetp > 50psfallt dasSignalnichtauf Null ab,
sondernbleibt auf einemwellenlangenabhéngigéivert konstant.Hier ist die Bildung des
Photoproduktesis-Azobenzolsichtbar In der ntt*-Bandevon etwa380— 500nm bleibt auf-
grunddesgrol3ererAbsorptionsquerschnitteescis IsomeraettoeineAbsorptionszunahme
Ubrig, welcheallerdingsin Abb. 5.1 aufgrunddes geringenEffektes nur sehrschwachzu
erkennenist (vgl. Hohenliniendiagrammtingegenergibt sichin der transtut'-Bandeeine
langanhaltend@bsorptionsabnahmeje deutlichals blauerBereichin der Abbildungzu er-
kennenist. Wegender starkenAbsorptionvon transAzobenzolin der transtut*-Bandewar
der Abtastwellenlangenberei@uf Aprone > 366nmMeingeschrankt.

Die Abbildung5.2links zeigtdie Datenals eineFolge von transienterSpektrerzu bestimm-
ten Verzogerungszeitety. Hier sind nochmalsdeutlicherdie Gleichférmigkeitder Kinetik
sawie die zwei transienterBandenzu sehenMan erkennt,daf3nachtp = 50psist die Reak-
tion vollstandigabgeschlosseist: die transienterSpektrenbleibenab dieserVerzégerungs-
zeit konstantund stimmenmit demDauerstrichdifierenzspektrunigestrichelteingezeichnet)
Uberein.
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Transient Spectra of Azobenzene t—>c
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Abbildung 5.2: links: TransienteSpektrenvon Azobenzol(t—c) zu den Verzégerungszeitety =
0.2,0.5,2.0,5.0,20 und 50ps (ausAbb. 5.1). Zusétzlichist noch das Dauerstrichdiferenzspektrum
gestrichelieingezeichnefvgl. Abb. 4.2).

rechts:Anpassungder Mel3datenausAbb. 5.1 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt 46) mit
denZeitkonstantem = 0.44ps(schwarz)3.3 ps(rot), 11ps(griin) savie einereo-Komponentdblau).
Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

Als Demonstrationsbeispiekie gutdiein Abschnitt46 vorgestellteModellfunktion(Gl. 2.9)
an die realenDatenangepalRtverdenkann, wird exemplarischfir dieseMessungauchdie
Datenanpassurggezeigt(sieheS. 34). In Abbildung5.3links sindnochmaldie Mel3dateraus
Abbildung5.1alsKontugraphdamgestellt. Rechtsdaneberist derangepal3t&lodelldatensatz
abgebildet Als Parameterfir die Modellfunktion wurdendie Zeitkonstanterund Amplitu-
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5.1 Azobenzol

denspektreraus Abbildung 5.2 verwendetwelchedurch die Anpassungsprozedermittelt
wurden.Wie eindeutigzu erkennenst, gibt dasModell die MeRRdatersehrgut wieder

550

400
450
500

550

Wavelength [nm]

600

650 1 1 1 — 1 1 1 1 1
—1 0 1 10 100 1000 —1 0 1 10 100 1000
Delay Time [ps] Delay Time [ps]

Abbildung 5.3: VemleichderMeldatermit derangepaliteModellfunktion: Damgestelltsindlinks die
MeBdater{fAzobenzolt—c, vgl. Abb. 5.1) undrechtseine Anpassungliesermit derin Abschnitt46
vorgestellterModellfunktion. Die gute Ubereinstimmungst deutlichzu sehenDie fiir einegute Re-
produktionderMessungbendtigterZeitkonstangnsindt = 0.13,1.1, 11 pssawie eineco-Komponente
(AmplitudenspektresieheAbb. 5.2).

5.1.2 cis—translsomerisierung

Die Untersuchungder cis—translsomerisierungvon Azobenzol erfolgte im Spektralbe-
reich von 334— 648nm. Fur die Berechnungder Absorptionséanderungedes reinen cis
Azobenzolesvurden10% der bei transAzobenzolerhaltenerSignalevon dengemessenen
»Cis-Transientersubtrahier{vgl. AnfangdesKapitels).Daherist der Abtastwellenlangenbe-
reichwie fur transAzobenzolauf Aprone > 366NnM beschrankt.

AuRerhalbder Grundzustandsband€Nyrone > 500nm) folgt deminstantanerufbau einer
Absorptionein multiexponentielleRbklingenmit denZeitkonstanterd 30fs, 1.1 psund11ps
wobeidie schnellst&Zerfallszeitdie groRteAmplitudebesitzt(vgl. Abb. 5.5rechts) Dergrof3-
te Effekt direkt nachder Anregungist bei etwalprone = 540nm lokalisiert. Ein Vergleichder
transienterSpektrenAbb. 5.5 und 5.2 zeigt, daRdie transienteAbsorptionsbanden diesem
Spektralbereickir die cis—transisomerisierundpreiterist alsfiir dieumgekehrt&keaktions-
richtung.

In derntt*-Bande(ca. 380— 480nm) folgt deranfanglichermAbsorptionein raschesAusblei-

chen.Diesist eineFolgeder Abnahmeder cis AzobenzolKonzentratiogegenibedemAus-

gangszustandor der Anregung,da dasgebildetetransAzobenzolbei diesenWellenlangen
schwécheabsorbier(vgl. Abb. 4.2).
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Abbildung 5.4: FemtosekundenmessungamAzobenzol(c—t). Der Signalbeitragvon 10% trans-
Azobenzolist herausgerechnetur vollstdndigerBeschreibingder Transientersindfiir dengesamten
Abtastwellenldngenbereichei Zeitkonstangn(130fs, 1.1 psund11ps) notwendigDie gré3teAmpli-
tudebesitztdie sehrschnelleZerfallszeit. Desweitereiist ein konstanteAnteil (Zerfallszeitunendlich)
notwendig,um die zu langenVerzdgerungszeitererbleibendeAbsorptionséndrungdurchPhotopro-
duktbildungzu modellieren.

Bei kurzenAbtastwellenlangem Bereichder transtut*-Bandestellt manebenfallsein tri-
exponentiellesAbklingen der Absorptionfest. DieserAnstigg ist zu kiirzerenWellenlangen
hin immer deutlichersichtbar Die verbleibendeAbsorptionsdnderungu langenVerzége-
rungszeitertp ist wiederumauf die PhotoproduktbildungurtickzufihrenWie in der Ab-
bildung ebenfallszu erkennerist, zeigendie TransienterregelmafigeSignalschwankungen,
derenUrsachenichtvollstandiggeklartwerdenkonnte .Beobachtetvurde,dafdie Durchflul3-
richtungderProbedurchdie Kiivetteeinegrof3eRolle spielte,und somitaufgrundderwech-
selndenPumprichtungder SpritzenpumpelieseMelRartefaktanduziert sein konnten.Trotz
dieserstorenderkinflissewar aberauchfir cis AzobenzolineDatenanpassungdglich.

Wie in Abbildung5.5links zu seherist auchhier die Reaktionnachetwa20psabgeschlossen.
DasabdieserVerzdgerungszegtationardransienteSpektrumgleichtdemDauerstrichdife-
renzspektrunvon Azobenzol(gestricheligezeichnet).

Die Amplitudenspektrer{Abb. 5.5 rechts)verdeutlichendafi die schnelleAbsorptionsab-
nahme(schwarzeKurve) tiber den gesamtergemesseneBpektralbereicltzu findenist und
denGrol3teilderKinetik ausmachtDahinggensinddie Amplitudender Zerfallszeiterl. 1 ps
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5.2 LinearesAzopeptid

(rot) und11ps(grun)sehrklein. Dasteilweisenegative Vorzeicherdeutetdaraufhin, dafl3die-
seKinetiken nicht nur von der DepopulatiorthermischrelaxierterZustandeverursachsein
kannsonderrehereinemKuhlprozef®zw. einerenegetischerRelaxatiorzugeordnetverden
muf3(vgl. DiskussiorKapitel 7). Ebenfallnegative Amplitudenkdnnendurcheinestimulierte
Emissionauftreten Dieseist aberbei Azobenzolsowvie auchdenAzopeptidemicht sichtbar
Die Amplitude der co-ZeitkonstanteeigtdasAbsorptionsspektrurau spatenverzégerungs-
zeitentp > 1ns welchesdentischmit demDauerstrichdiferenzspektrunaon Azobenzolist.

Ein Vergleichmit Literaturdaterfindetin derDiskussionstatt.

Transient Spectra of Azobenzene c—>t Amplitude Spectra of Azobenzene c—>t
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Abbildung 5.5: links: TransienteSpektrenvon Azobenzol(c—t) zu den Verzégerungszeitety =
0.1,0.2,0.5,2.0,5.0 und 20ps (ausAbb. 5.4, rechts).Zusétzlichist noch das Differenzspektrunge-
strichelteingezeichnefvgl. Abb. 4.2).

rechts:Anpassungder Mel3dateraus Abb. 5.4 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt 46) mit
denZeitkonstangnt = 0.13ps(schwarz)l.1ps(rot), 11ps(griin)sawvie einerco-Komponentgblau).
Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstangn.

5.2 Lineares Azopeptid

=

5.2.1 trans-cislsomerisierung

Die elektronischeAnregungvon translAPB durchLichtimpulsemit einer Wellenlangevon
Apump = 480nm erzeugtbei allen untersuchteWellenlangenvon 342— 646nm eineinstan-
taneAbsorptionsanderundpie in Abbildung5.6 sichtbarerscharfenZackenbeitp = Opsin
dertranstut-BandesindaufeineZweiquantenabsorptian IAPB zurlickzufiihremundsomit
MeRartefakt.

Im langwelligenSpektralbereiclohneGrundzustandsabsorptighyrope > 550nm) zeigtsich
eine transienteBande mit einem schwachausgepragtemMaximum bei Aprope = 580nm.
Das multiexponentielleAbklingen dieser Absorption|&ai3t sich gut mit drei Zeitkonstanten
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(390fs, 1.9ps 9.5p9 beschreibenDie Amplitudender schnellerKomponentesind ungefahr
konstantundin derselberGroRenordnungie diejenigender mittlerenZeitkonstantewelche
bei etwaAprope = 590nm ein Maximum besitzt.Die Amplitude der langsamerKomponente
nimmtzukirzerenVellenl&angerhin zu (vgl. auchAbb. 5.7rechts)Im Unterschiecureinem
transAzobenzol(vgl. Abb. 5.2) hathier die Zeitkonstantem 10ps-Bereichn diesemSpek-
tralbereichein nichtverschwindenémplitude.Wie in derDiskussiomahererlautertwird, ist
diesmit einem,relativ zu Azobenzol JanglebigerangergtenZustandzu verknipfen.

Absorbance Change [mOD]

Abbildung 5.6: FemtosekundenmessungamlinearenAPB-Peptiden(t—c) berechnehachGl. 2.6,
Zur vollstandigerBeschreibing der Transientersindflir denlangwelligenAbtastwellenléngenbereich
drei Zeitkonstarngn(390fs, 1.9 psund9.5 ps) notwendig.Im Bereichder Grundzustandsbandéend-
tigt maneinezusétzlicheZerfallszeitvon120ps derenAmplitudeallerdingssehrklein ist. Desweiteren
ist ein konstanteAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zulangenVerzégerungszeiterer
bleibendeAbsorptionsédndrungdurchPhotoproduktbildngzu modellieren.

Die in Abbildung5.6sichtbareDynamikin dernmt*-Bande(ca.420— 550nm) gleichtdereben
beschriebenenreitlichenEntwicklungder Absorptionnur auf denerstenBlick. Die Analyse
ergibt, daf3in dieserspektralerRegion dasVerschwinderder Absorptionzumiiberwiggenden
Teil durcheineZeitkonstant€9.5p9 beschriebemverdenkann.

In der transtut*-Bande(Aprope < 420nm) hingegenist derWellenlangenbereichnter400nm
nachder AnregungdurcheinesofortigeAbsorptionsabnahmgekennzeichneDie Dynamik
ist durchzweiwesentlichéAnteile gepragtZum einenerfolgt mit 390fs eineweitereAbsorp-
tionsabnahmeNachfolgendklingt dasSignalmit 9.5psah Zu langenZeitenbleibt einerest-
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5.2 LinearesAzopeptid

liche negative Absorptionsdnderunigestehendie der Bildung desPhotoproduktegsis|APB
zugeschriebewerdenkann.Von der Amplitude ungefahreine GréRenordnungchwacherst
nocheineZerfallskinetikmit 120pszuidentifizieren Die AmplitudedieserZeitkonstantévgl.
Abb. 5.7) ist fur Wellenlanger\prope < 380nm nichtmehraussagekraftiglain diesemSpek-
tralbereichdasSignal-Rausch-&rhaltniszu klein wird, um tiber Amplitudenstérkemwon ca.
1mOD Aussagerireffen zu kénnen.Der Spektralbereiclzwischenr4d00und 420nm bildet ei-
ne Ubelgangszonen dereinesehrstarkeWellenlangenabhangigkeierMeRkunen besteht.
Dennochist eineAnpassungnit dendrei genannteiZ eitkonstantemaglich.

Alle dreiZeitkonstantesinddenervon transAzobenzokehrahnlich.Vor allemdie Zeitkon-
stanteder schnellsterKinetik, die bei Azobenzolmit dersomerisierungszeih Verbindung
gebrachtwird, ist bei IAPB etwagleichgrol3zu dervon transAzobenzol.

Transient Spectra of IAPB t—>c Amplitude Spectra of IAPB t—>c
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Abbildung 5.7: links: TransienteSpektrenvon linearenAPB-Peptider(t—c) zu denVerzdgerungszei-
tentp = 0.2,0.5,2.0,5.0,20,50psund1ns (ausAbb. 5.6). Zusétzlichist nochdasDifferenzspektrum
gestricheleingezeichnelvgl. Abb. 4.5). DastransienteSpektruneutp = 200psist identischzu jenem
beitp = 1nsunddeshaltder Ubersichtlichkeitvegenweggelassen.
rechts:AnpassunglerMel3daterausAbb. 5.6 mittels der Modellfunktion(sieheAbschnitt46) mit den
Zeitkonstanent = 0.39ps(schwarz)1.9 ps(rot), 9.5 ps(grtin),120ps (magentasawie einero-Kom-
ponentgblau). Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

Die transienterSpektrenin Abbildung 5.7 links zeigennochmalsdeutlichdasAusbleichen
der transtut*-Bandedirekt nachder Anregung (tp = 200fs). Die PositiondesMinimums
(Aprobe = 360nm) ist hierbeifastidentischzum Maximum der transtut'-Bandedes trans

Dauerstrichspektrum@®ei 367nm, vgl. Tah 4.5). Die beidenMaximadestransienterSpek-
trums(tp = 200fs) bei 450nm und etwa580nm sind gegeniibeidenendestransienterSpek-
trumsbei tp = 200fs von transAzobenzolum 50nm rotverschobenDies ist innerhalbder
Fehlegrenzendentischzur Rotverschieling der Dauerstrichtranstut-Bandevon Azoben-
zol zu IAPB. Die Starkeder Absorptionhat dabeiin der langwelligenBande(580nm) auf
Kostenderkurzwelligererzugenommersodaf3beilAPB nachtp = 200fs die Absorptionbei

Aprobe= 580nmund450nmfastgleichgroliist, im Gegensatzu Azobenzol Desweiterenst

beietwa395nmeinisosbestischePunktsichbarBei Verzogerungszeitep > 50psist, aul3er
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5 ZeitaufgeldstdntersuchungeanAzobenzolund APB-Peptiden

in derlangwelligenFlankeder ntt*-Bande keine Absorptionséanderungehrzu beobachten,
so dalRdavon ausggangenwerdenkann,dal3ein stationareZustanderreichtist. Allerdings
ist zulangenVerzdgerungszeitap = 1nseineRotverschielngdestransienterbsorptions-
spektrumgyegenubedemDifferenzspektrunfvgl. gestricheltd inie) zu erkennen.

5.2.2 cis—translsomerisierung

Fur die Berechnungler Absorptionsdnderungeron reinem cis|APB wurden15% der bei
trans|APB erhaltenerSignalevondengemesseneytis'-Transientersubtrahier{vgl. Anfang
desKapitels).

Absorbance Change [mOD]

Abbildung 5.8: FemtosekundenmessungamnlinearenAPB-Peptiden(c—t). Der Signalbeitragvon
15% trans-IAPBist herausgerechneZur vollstédndigenBeschreibing der Transientersind flir den
langwelligenAbtastwellenldngerdgreichdrei Zeitkonstanter380fs, 3.4 psund33ps) notwendig.Zu-
sétzlichist ein konstanteAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langenVerzégerungs-
zeitenverbleibendé\bsorptionsénderugdurchPhotoproduktbildagzu modellieren.

Fur die cis— translsomerisierungeobachtetnanim gesamtemuntersuchtei®pektralbereich
VON Aprobe= 334— 647nmunmittelbamachdemAnregungsimpulgineAbsorptionszunahme
der Probe(vgl. Abb. 5.8). Bei Abtastwellenlangenprone < 400nm sindim Zeitbereichder
KreuzkorrelationsbreiteiederdeutlicheZweiquantenabsorptionssignalehtbar
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5.2 LinearesAzopeptid

Langwellig von der nrt*-Absorption (Aprope > 550nm) ist ein Abklingen des Mel3signales
mit drei Zeitkonstanterzu beobachteneineschnelleKinetik (380fs) dominiertbei Aprope =
600nm. Hier beobachtetmaneine Verlangsamungler schnellsterDynamik relatv zu Azo-
benzol,im Gegensatzur trans-cis-ReaktionsrichtungDer Anteil der mittlerenZerfallszeit
(3.4p9 istim Bereichvon 550— 600nm maximal.Die langsameéKomponent&€33ps domi-
niertzu blauerenNellenlangerhin undtragtin derntt*-Bande(ca.420— 550nm) ammeisten
bei, wahrenddie Amplitudender beidenanderernZerfallszeitenin der kurzwelligenFlanke
dieseBandenurgeringsind(vgl. Abb. 5.9rechts)Im Ubegangsbereichur transut*-Bande
(420— 450nm) war eineAnpassunglerDatenim Zeitbereichum 10psmit diesenZerfallszei-
tennureingeschrankindglich.Die transiente\bsorptionskuren,diein dertranstut-Bande
aufgenommewmurden kénnerebenfallanit dendreigenannteZ eitkonstanteangepaldiver-
den. Der signifikate Unterschiedzu den anderenSpektralbereicherst, dafddie anfanglich
geringezusatzlicheAbsorptionnoch erheblichzunimmt, wobei die mittlere und langsame
Zeitkonstantelie Dynamikbeherrscherzu langenVerzdogerungszeitdity > 200ps) istkeine
zeitlicheVeranderunglerMeRwertanehrfeststellbarDie verbleibendébsorptionsanderung
ist aufdie Bildung desPhotoproduktegranslAPB zurlckzufthren.

Transient Spectra of IAPB c—>t Amplitude Spectra of IAPB c—>t
T T T T T T 200' ¢ T T T ' T T T T

= 101 500 f: 7 Ampl. for time const: 7=0.38ps 10

o T=3.4ps —_
€ 8 . [m]
— 5 ps o
g 20 ps T=00 1s £
s 6 7 ©
S 200 ps B
3 4r - cw ] = e
C 40t 40 E
8 <
5 2 1 : z
3

T gl N e e i A 1 g

300 400 500 600 700 300 400 500 600 700

Wavelength [nm] Wavelength [nm]

Abbildung 5.9: links: TransienteSpektrenvon linearenAPB-Peptider(c—t) zu denVerzdgerungszei-
tentp = 0.2,0.5,2.0,5.0,20,50 und200ps (ausAbb. 5.8). Zusétzlichist nochdasDifferenzspektrum
gestricheleingezeichnefvgl. Abb. 4.5). DastransienteSpektrumbeitp = 1 nsist identischzu demje-
nigennachtp = 200psunddahemweggelassen.

rechts:Anpassungder Mel3dateraus Abb. 5.8 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt 46) mit
denZeitkonstanten = 380fs (schwarz) 3.4 ps (rot), 33ps (griin) savie einerco-Komponentgblau).
Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstangn.

Abbildung5.9links zeigtdie transienterSpektrerzu denanggebenerVerzdégerungszeiten.
Hier ist nochmalsehrgut zu erkennengaf3aul3erhalldler Grundzustandabsorptiatie schnel-
lerenKinetiken dominieren,wahrendsich die Absorptionim restlichenuntersuchterspek-
tralbereichinnerhalbder ersten500fs kaumandert.Man erkenntweiterhin,dal’die Reaktion
flr Aprobe < 550nm erstnach 200ps abgeschlosseist. Bei langenWellenlangenist schon
nach50ps keine VeranderungnehrdetektierbarSehrdeutlichausgepragist wiederumder
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5 ZeitaufgeldstdntersuchungeanAzobenzolund APB-Peptiden

isosbetischdunktbei etwa400nm. Die verbleibendeAbsorptionséanderungu langenVer-
zbgerungszeitetp > 1nsmit einemMaximumbei 365nmist demDauerstrichdiferenzspek-
trumsehrahnlichundsomitwahrscheinlictdurchdie Bildung desPhotoproduktesans|APB
verursachtd.h. die Photoreaktionst vollstdandigabgeschlosseiie Maximadertransienten
Spektrerbeitp = 200fs liegenbei370nmund550nm. Daslangwelligerevon beidenist somit
gegenibercisAzobenzolum 10nm rotverschobenDas Minimum bei 440nm fallt mit dem
Dauerstrichabsorptionsmaximugarnrt*-Bandevon cis Azobenzokzusammeifvgl. Tah 4.5)
undistdahemvohl durchdasAusbleicherdieseBandeverursachtDaskurzwelligeMaximum
laRtsichnicht mit AzobenzolergleichendadortkeinesokurzwelligenMel3datervorliegen.

Zusammenfassericainnfestgestelliverden,daf3bei IAPB der Anteil der Kinetikenim Zeit-

bereichvon mehrerenPikosekundererheblichgroéRRerist als bei Azobenzol.Jedochwurde
sowvohl bei Azobenzolalsauchbei demlinearenAPB-PeptidkeinerleiDynamikim Nanose-
kundenzeitbereicheobachtet.

G=="53 Monozyklisc hes Azopeptid

Nachder Auswertungder bis jetzt vorgestellterMessungerwar die nun bevorstehendéJn-

tersuchungler zyklisiertenProbeund der anschlieRend¥ergleich mit demlinearenPeptid
einederspannendsteAufgaben.Wie untendagelegt, egebensichfur diesebeidenPeptide
deutlicheUnterschiedén denaufgezeichneteAbsorptionsdaterder ersteHinweis auf eine
beobachtbar&onformationsdynamik.

5.3.1 trans—cislsomerisierung

Die Datenin Abbildung 5.10 ahnelnauf den erstenBlick denendes linearen Peptides
(Abb. 5.6). Auch daszyklisierte Peptidzeigtdirekt nachder elektronischernregungdurch
480nm-Lichtimpulsebei allen untersuchteiWellenlangenAprope = 326— 630nm) einein-
stantané\bsorptionsanderun¢gangwelligvonAprope= 398nmeineAbsorptionszunahméjr
Aprobe < 398nmeineAbnahme.

Desweiterersindvier Zeitkonstanterfiir einezufriedenstellend®atenanpassungptwendig:
260fs, 1.2ps 7.7psund 100ps. Diesesind im Verleich zu IAPB etwaskleiner Die relati-
venBeitragedereinzelnerZerfallszeitersind allerdingsetwasandersverteilt (vgl. Abb. 5.11
rechts).Der hauptsachlich&nterschiedzu IAPB ist die starkereGewichtungderschnellsten
Zeit. DieseZerfallszeit(260fs) ist erheblichkleiner als fur daslinearePeptid(390fs), aber
immer nocheinenFaktor 2 langsameals die von cisAzobenzol(130fs). Auch die beiden
andererZeiten(1.2psund7.7p9 sind etwaskleinerals beilAPB. Die spektraleCharakteri-
stik der Amplitudenspektrewlerdrei Zeitkonstanter260fs, 1.2ps, 7.7 psist denenvon |IAPB
ahnlich. Hingegen unterscheidesich das Amplitudenspektrunder langsamerKomponente
(100ps) sowohl in der Form als auchin der Maximalamplitudestarkvon dem Amplituden-
spektrumder120psKinetik vonlIAPB. Auch erkennimanandenAmplituden,da3derAnteil
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5.3 MonozyklischesAzopeptid

der100ps-Komponentdei cAPB im langwelligenSpektralbereicletwa5 mal groRerals bei
IAPB ist.

N
o

N
o

o
o
T

Absorbance Change [mOD]
o

Abbildung 5.10: FemtosekundenmessungammonozyklischerAPB-Peptider(t—c) berechnehach
Gl. 2.6. Zur vollstéandigerBeschreibingder Transientersindflir denlangwelligenAbtastwellenléngen-
bereictvier Zeitkonstanter260fs, 1.2 ps 7.7 psund100ps) notwendig Desweiteretist ein konstanter
Anteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langenVerzégerungszeitererbleibendé\bsorp-
tionsdnderunglurchPhotoproduktbildng zu modellieren.

In dentransienterspektrer(Abb. 5.11links) ist zusehendalidie Absorptioniiberdengesam-
tenspektralerBereichAprope > 420nm sehrgleichformigmit der Zeit abnimmt. Bei Abtast-
wellenlange®50nm < Aprope < 550nmist jedochauchein geringerAnteil der100ps-Kinetik
zu erkennen(vgl. auchDiskussion Abb. 7.3). Im Bereichder transtut*-Bandeherrschieine
langsamerédynamik vor. Firtp > 200ps jedochist im untersuchteiWellenlangenbereich
keine Veranderungnehr detektierbar Ebensowie bei IAPB liegt das Maximum der Ab-
sorptionsabnahmgir tp = 200fs bei Aprope ~ 360nm. Der Grundist das Ausbleichender
transtut GrundzustandsbandBie beidenMaxima destransienterSpektrumgtp = 200fs)
bei Aprobe = 430nm und etwaAprone = 560nm sind gegentiberdenendestransienterSpek-
trumsbeitp = 200fs von translIAPB um 20nm blauverschobenDesweiterernst die Absorp-
tionsanderungur Zeit tp = 200fs bei Aprobe = 430nmrelatv zu Aprope = 560nm groerals
beilAPB. Die verbleibendeAbsorptionsanderungu langenVerzdgerungszeiteip > 1nsist

2AbtastwelIenlé'\ngei’\pmbe2 420nm umfassentie nit*-Bandeund denSpektralbereiclauRerhaltder Grund-
zustandsbanden.
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5 ZeitaufgeldstdntersuchungeanAzobenzolund APB-Peptiden

demDauerstrichdiferenzspektrursehrahnlich,d.h.die Photoreaktiorscheintvollstandigab-
geschlossen.

Transient Spectra of cAPB t—>c Amplitude Spectra of cAPB t—>c
20+ 200 fs Ampl. for time const: T7=0.26ps | 15
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Abbildung 5.11: links: TransienteSpektrervon monozyklischemrAPB-Peptider(t—c) zu denVerzé-
gerungszeitetp = 0.2,0.5,2.0,5.0, 20,50 und200ps (ausAbb. 5.10). Zusétzlichist nochdasDauer
strichdifferenzspektrurgestrichelieingezeichnetvgl. Abb. 4.5).

rechts:Anpassungler Mel3daterausAbb. 5.10 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt46) mit
denZeitkonstanten = 0.26ps (schwarz)1.2ps (rot), 7.7 ps (grtin), 100ps (magentaowie einerco-
Komponentdblau). Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

Zusammenfassenkiann fir die trans— cisReaktionsrichtundgestgestelltwerden,dal’ nur

ein kleinerUnterschiedwischendenFemtosekundenmessunganlinearenund zyklischen
APB-Peptiddetektierbawar. Sowurdebei cAPBim Zeitbereichvon 100psdeutlichstarkere
Absorptionsdnderungdmeobachtetvie bei IAPB. Auch sind die Kinetikenim zyklisierten
Peptidalle insgesametwasschnelleralsbeilAPB.

5.3.2 cis—~translsomerisierung

Fur die Berechnungler Absorptionsanderungeron reinemcis-cAPB wurden15% der bei
transcAPB erhaltenerSignalevon dengemessenejcis'-Transientersubtrahiert.

Man beobachtefir die cis—transisomerisierungastim gesamteruntersuchterspektral-
bereich(Aprope = 334— 631nm) unmittelbarnachdem Anregungsimpulseine Absorptions-
zunahmeder Probe(vgl. Abb. 5.12). Einzige Ausnahmesind die Transientebei Aprobe =

450nm, welcheeine Abnahmeaufweist.Die direkt am Zeitnullpunktsichtbaresehrschnelle
Absorptionszuundwieder-abnahmeéei Wellenlanger\pope > 450nmist nichtaufeineRe-
aktionderProbesonderraufdasnichtvollstandigsubtrahierbareésungsmittelsignauriick-
zufhren Auchist bei Abtastwellenlangehprone < 400nmim ZeitbereictderKreuzkorrelati-
onsbreiteein deutlichesZweiquantenabsorptionssigrsathtbar Somitsinddie MelR3datererst
abVerzogerungszeitep > 150fs zuwverlassigauswertbarnm Abtastwellenlangenbereiahm
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5.3 MonozyklischesAzopeptid

Aprobe= 480nm muBtereinigeMeRkunenaufgrundderstarkerStreuungiesAnregungslich-
tesund demdaraugesultierendeiRauschenveggelassemverden.

o
T

Absorbance Change [mOD]

Abbildung 5.12: FemtosekundenmessungammonozyklischerAPB-Peptider(c—t). Der Signalbei-
trag von 15% trans-cAPBist herausgerechneZur vollstdndigenBeschreibing der Transientersind
flir dengesamterbtastwellenldngenbereiaher Zeitkonstanterf230fs, 2.7 ps 60psund1.4ng not-
wendig. Desweitererist ein konstanteiAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langen
Verzégerungszeitererbleibendé\bsorptionsdnderungurchPhotoproduktbildag zu modellieren.

EineBesonderheitlieserMessungm Vergleich zu allenbishervorgestellterfallt sofortauf:
hieristzumersterMal auchaufderNanosekundenzeitskadgneDynamikzuerkennenDeut-
lich zu sehenist diessavohl im Maximumder transtut*-Bandeals auchin derlangwelligen
Flankedernrt*-Absorption(Aprobe = 500nm).

In der nit*-Bandeund bei AbtastwellenléangemuRerhallder Grundzustandsabsorptidl3t
sichdasAbklingendertransienter\bsorptionin Abbildung5.12links nur durchdie Verwen-
dungvonvier Zeitkonstanteri230fs, 2.7 ps 60psund 1.4ng zufriedenstellendnpasserDa-
beitragtdie 230fs-ZeitkonstantenaximalbeiAprohe= 600nmbei. Die Amplitudedernachst-
langsamere@eit hatihr Maximumbei Aprone = 570nm, dasder 62ps-Komponentdiegt bei
Aprobe= 510nm. SchlieBlichist der Beitragder Nanosekundendynamikm Aprope = 490nm
amgrofdten(vgl. Abb. 5.13rechts).

Im Ubegangsbereicawischemrt*- und transtut*-Bande(400— 430nm) beobachtemanin
den Mel3kunen nacheinembiexponentiellenAbfall ein ebenfallshiexponentiellesWieder
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5 ZeitaufgeldstdntersuchungeanAzobenzolund APB-Peptiden

ansteigerder Absorptionmit 60psund 1.4ns Hingegenzeigendie Transienterim Bereich
desMaximumsder transtut*-Bandesawie in derenkurzwelligenFlankeeineausschlief3liche
Zunahmeder Absorption,die sichauchmit denvier genannterZeitenmodellierenaf3t. Der
Anteil derNanosekundenzeiimmtdabeizu kiirzerenwWellenlangerhin ah
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Abbildung 5.13: TransienteSpektrenvon monozyklischemAPB-Peptider{(c—t) zu denVerzégerungs-
zeitentp = 0.2,0.5,2.0,5.0, 20, 50,200psund1 ns(ausAbb. 5.12). Zuséatzlichist nochdasDauerstrich-
differenzspektrungestricheleingezeichnefvgl. Abb. 4.5).

rechts:Anpassungler Me3datemmittels der Modellfunktion(sieheAbschnitt46) mit denZeitkonstan-
tent = 230fs (schwarz),2.7 ps (rot), 60ps (griin), 1.4 ns (tlirkis) sowvie einerco-Komponentgblau).
Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

Insgesamistim beobachteteAeitbereichbis 1.4nsdie Reaktionbzw. BewegungdesPeptides
fur dieselsomerisierungsrichtungochnicht beendetWie allerdingsAbbildung5.13zu ent-
nehmerist, gleichtdastransienteéSpektrumbei Verzdgerungszeitei > 1ns abgesehexon
einer leichtenRotverschiebing, schonsehrdem Dauerstrichdiferenzspektruntgestrichelte
Linie) — ein Hinweisdarauf,da’der Chromophoin cAPB seinenrstationarerEndzustanaa-
hezuerreichthat. Die Zeitkonstantemler bis hierhervorgestellterProbensindin Tabelle7.1
amEndederDiskussionder APB-Peptidezusammengestellit.
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6 Zeitaufg eloste Unter suc hung en an
modifizier ten Azopeptiden

Das vorliegendeKapitel stellt die Ergebnisseder Femtosekundenuntersuchungemdem
ChromophorAMPB sawie den darausabgeleiteterAMPB-PeptidenAMPB, cAMPB und

bcAMPBvor. Die Abfolge derDarstellungerist dieselbawvie in Kapitel 5. Eineibersichtliche
Zusammenstellunder erhaltenerZeitkonstantenst in Tabelle 7.2 am Endevon Kapitel 7

gegeben.

6.1 AMPB

6.1.1 trans—cislsomerisierung

Nachder Anregungvon transAMPB in derlangwelligenFlankeder nrt*-Bandebei Apymp =
480nm (vgl. Abb. 4.3) istim gesamteruntersuchtemVellenlangenbereiction 334— 630nm
eineinstantartransientéAbsorptionsanderundetektierbarNegative Absorptionsanderungen
durchdasAusbleichender starkentranstut -Bandeerhaltmanfiir die Abtastwellenlangen
Aprobe= 334nm— 374nm. FUr Aprone > 382nm ist die initiale Absorptionsanderungositi.
Im Abtastwellenlangenbereiaim die Anregungswellenlang&onntenaufgrundder starken
StreuungdesAnregungslichtesind demdarausresultierendemRauschereinige MelRkunen
nichtverwendetverden.

Wie in denAbbildungen6.1und6.2 zu erkennerst, klingt im Spektralbereiclaul3erhaltaler
Grundzustandsabsorpti@yone > 520nm) die transienteAbsorptionmit drei Zeitkonstanten
(470fs, 1.6ps 7.9ps)spektrarelatv homogerah Auchin dernmt*-Bande(400— 520nm) und
derrut-Bande(280— 400nm) kanndasAbklingendesSignalegnit dendrei genannteZ eit-
konstantemimodelliertwerden wobeidie AmplitudederlangsamerZerfallszeitein deutliches
MaximumbeiAprope = 420nm aufweist(vgl. Abb. 6.2rechts).

Die primareKinetik (470fs) ist alsoetwadangsamealsbei Azobenzol440fs) undbeilAPB
(390fs). Die beidenandererzeitkonstantesindverglichenzu Azobenzolvgl. Abschnitt5.1)
kleiner, im VergleichzulAPB nahezuwleichgrol3.

Die AmplitudenspektreAbb. 6.2, rechts)derZeitkonstantesinddenernvon |APB sehrahn-
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6 ZeitaufgelostdntersuchungeanmodifiziertenAzopeptiden

lich. So sind die Amplituden der 470fs-Zerfallszeit,wie bei translAPB, nahezukonstant.
Auch die spektraleAbhangigkeitder 7.9ps-Kinetik ist identischzu der von IAPB (t—c),

abgesehewon der spektralenVerschielnng des Maximumsim Spektralbereiclder trans

Tt -Absorption (Aprobe < 390nm). Lediglich die Amplituden der 1.9ps-Zerfallszeitzeigen
im Bereichder nit*-Bandeeine anderespektraleAbhangigkeitwie IAPB. Eine Kinetik im

100ps-Zeitbereichwar beidieserProbenicht zu beobachten.

Absorbance Change [m0D]

Abbildung 6.1: FemtosekundenmessungamAMPB (t— c) berechnehachGl. 2.6. Die transientéAb-
sorptionklingt mit dendrei Zeitkonstanted70fs, 1.6 psund7.9psah Desweiterenst ein konstanter
Anteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langenVerzégerungszeitererbleibendé\bsorp-
tionsdnderunglurchPhotoproduktbildngzu modellieren.

Die transienterSpektren(Abb. 6.2 links) von AMPB t—c zeigengroReAhnlichkeit zu de-
nenvon IAPB (Abb. 5.7 links): zu friihenVerzégerungszeiteftp ~ 200fs) erkenntmanfur
Abtastwellenlangen- 400nm zwei Maxima. Fir AMPB liegen diesebei etwa427nm und
560nm, fur IAPB bei ca.448nm und 570nm. Vergleicht mandie Rotverschielng der Ma-
xima um 21nm bzw. 10nm mit jenerder Grundzustandsbandéwgl. Tah 4.5 so ergeben
sich sehrahnlicheWerte: die Dauerstrichrut-Bandevon translAPB ist um 24nm rotver-
schobergegenibertransAMPB, die nit*-Bandeum 10nm. DasMinimum in dentransienten
Spektrenbei Aprope = 340nm ist durchdasAusbleichender transtut*-Bandedurchdie An-
regungverursachtdie spektralePositiondesMinimumsist identischzu der desMaximums
derDauerstrichtranstut*-Bande Bei Verzégerungszeitep > 50psist keineAbsorptionsan-
derungmehrsichtbay so dalidavon ausggangenwerdenkann,dal3ein stationareiZustand

80



Absorbance Change [mOD]

6.1 AMPB

erreichtist. Die verbleibendeAbsorptionsanderungei tp > 1nsist der Bildung desPhoto-
produktescis AMPB zuzuschreiben.

Transient Spectra of AMPB t—>c Amplitude Spectra of AMPB t—>c
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Abbildung 6.2: links: TransienteSpektrenvon AMPB (t—c) zu den Verzégerungszeitety =
0.2,0.5,2.0,5.0,20und50ps(ausAbb. 6.1). Zusétzlichist nochdasDauerstrichdiferenzspektrurge-
strichelteingezeichngivgl. Abb. 4.3). Die transientetspektrerbeidenVerzdgerungszeitay = 200ps
undtp = 1nssindnichtgezeigtdadiesezu jenemnachty = 50psidentischsind.
rechts:Anpassungder Mel3dateraus Abb. 6.1 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt 46) mit
denZeitkonstanent = 0.47ps(schwarz) 1.6 ps(rot), 7.9 ps(griin) savie einero-Komponentégblau).
Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstangn.

6.1.2 cis—translsomerisierung

Fur die Berechnungler AbsorptionsdnderungeatesreinencisAMPB wurden20% der bei

transAMPB erhaltenerSignalevon dengemesseneycis'-TransientersubtrahiertMan be-
obachtetim gesamteruntersuchterspektralbereictvon Aprope = 342— 630nm unmittelbar
nachdem Anregungsimpulseine Absorptionszunahmder Probe(vgl. Abb. 6.3). Bei Ab-

tastwellenlangenprone < 400nm sindim Zeitbereichder Kreuzkorrelationsbreiteeutliche
Zweiguantenabsorptionssignalehtbar

Wie in Abbildungen6.3 und 6.4 zu erkennenist, beobachtetnan langwellig von der nrt*-
Absorption(Aprope > 550nm) ein Abklingen desMel3signalesnit drei Zeitkonstanteneine
schnelleKinetik (250fs) dominiertbei Aprope = 650nm. Diese schnellsteKinetik ist beim
cis—transUbelgangdesChromophoré&AMPB somiterheblichschnellermlsbeil APB (380fs),
aberimmernocheinenFaktorzweilangsamealsbeireinemAzobenzol(130fs). Die mittlere
Zerfallszeit(2.9p9 ist ebenfallstwaskleineralsbeilAPB (3.4p9. Der spektraleverlaufdes
Amplitudenspektrumsler 2.9psKinetik ist demjenigender 3.4psZeitkonstantebei IAPB
sehrahnlichund weist ein Maximum bei Aprone = 530— 560nm auf. Den beidenKinetiken
durftealsoderselbehysikalischd’rozelzugrunddiegen.DasAmplitudenspektrunderlang-
samenKomponentg12p9 zeigt denselberspektralenverlauf wie jenesder 2.9 psKinetik.
Diesist andersals bei IAPB. Dort war dasMaximum desSpektrumsler 33ps-Zeitkonstante
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6 ZeitaufgelostdntersuchungeanmodifiziertenAzopeptiden

nochmalslauwerschobegegentibeder3.4ps-Kinetik. AufgrundderAhnlichkeitderAmpli-
tudenspektrederZerfallszeiter2.9psund12pskannbei AMPB davon ausggangerwerden,
daldiesedenselbeivorgangim Molekul beschreiberdernurvonverschiedeneifieilgruppen
von Molekulenunterschiedlictschnelldurchlauferwird.

Absorbance Change [mOD]

Abbildung 6.3: FemtosekundenmessungamAMPB (c—t). Der Signalbeitragzon 20%trans-AMPB
ist herausgerechnetfur vollstandigerBeschreibingder Transientersindflir dengesamte btastwel-
lenldngenbereictirei Zeitkonstanter250fs, 2.9 psund12p9g) notwendig Zusétzlichist ein konstanter
Anteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langenVerzdgerungszeitererbleibendé\bsorp-
tionsdnderunglurchPhotoproduktbildngzu modellieren.

Das zur Zerfallszeit,,unendlich* gehdérendeAmplitudenspektrun{blau in Abb. 6.4, rechts)
unterscheidegichin einerHinsichtvon demjenigerbeilAPB. Und zwarnichtsosehrvonder
Form, welcheauchhier dem Dauerstrichdiferenzspektrungleicht, sondernvon der Grol3e
der Amplitude im Maximum.AMPB (c—t) zeigt bei etwagleich starkemAnfangsefekt im

langwelligenAbtastwellenlangenberei¢Nyroper 550nm) einezweieinhalbfactoherenicht
mehr abklingendeAbsorptionsdnderungn Maximum der transtut'-Absorption.Da diese
verbleibendeAbsorptionsanderunguf die Bildung desPhotoproduktesransAMPB zurtick-
zufuihrenist, gibt dieseinenHinweis auf einehdhereQuantenausbeutsei AMPB relatv zu
IAPB.

Die transienterSpektren(Abb. 6.4, links) weisenzu frihenVerzégerungszeitety = 200fs
im Bereichum Aprope = 450nm ein Minimum auf, welchesdurch dasAusbleichendescis
Grundzustandegerursachseinkann.An dersich aufbauendebsorptionim blauenSpek-
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6.2 LinearesAMPB-Peptid

tralbereicrerkennimandie BildungdesPhotoproduktesansAMPB: dasMaximumderBan-
de etwabei 340nm pal3tgut zu dem desDauerstrichdiferenzspektrumgévgl. Abb 4.3 und
Tah 4.4). DentransienterSpektrenist zu aul3erdenentnehmendalab Verzogerungszeiten
tp > 50pskeinezeitlicheVeranderungler Mel3wertemehrfeststellbaiist, die Photoreaktion
alsoabgeschlosseseinmul3.

Transient Spectra of AMPB c—>t Amplitude Spectra of AMPB c—>t
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Abbildung 6.4: links: TransienteSpektrenvon AMPB (c—t) zu den Verzégerungszeitetp =
0.2,0.5,2.0,5.0,20,50,200psund 1ns (ausAbb. 5.3 rechts).Zusétzlichist nochdasDifferenzspek-
trum gestrichelteingezeichnefvgl. Abb. 4.93).

rechts:Anpassungder Mel3dateraus Abb. 6.3 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt 46) mit
denZeitkonstangnt = 0.25ps(schwarz)2.9ps(rot), 12ps (griin) sawvie einereco-Komponentdblau).
Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstangn.

6.2 Lineares AMPB-Peptid

25N

6.2.1 trans—cislsomerisierung

Die elektronischeAnregungvon trans|AMPB durchLichtimpulsemit einerWellenlangeson
Apump=480nmerzeugbeiallenuntersuchtekVellenlangervon 342— 606nmeineinstantane
Absorptionsanderung.

Im langwelligenSpektralbereiclohneGrundzustandsabsorpti@hyropne > 530nm) zeigtsich
einetransienteBandemit einemMaximumbeiAprope = 560nm. DasbiexponentielleAbklin-
gendieserAbsorptionlaRtsich gut mit zwei Zeitkonstanter{580fs, 8.8 ps) beschreiberDer
Anteil derschnellerKomponentast in diesemSpektralbereiclingefahrkonstantund etwas
kleinerwie jenerder8.8 ps-ZeitkonstanteDie Form unddie GréRedesAmplitudenspektrums
der 8.8psZerfallszeitist demder 9.5ps-Zeit von IAPB (vgl. Abb. 5.7 rechts)&hnlich.Dies
ist wiederumein Hinweis darauf,daf3dieseKinetiken denselbermphysikalischerWVorgangim
Molekil beschreiben.
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6 ZeitaufgelostdntersuchungeanmodifiziertenAzopeptiden

Die in Abbildung6.5sichtbareDynamikin dernmt*-Bande(ca.400— 530nm) gleichtdereben
beschriebenereitlichenEntwicklungder Absorptionnur begrenzt.In dieserspektralerRegi-
on tberwigt dasVerschwinderdertransienterAbsorptionmit einerZeitkonstanteri8.8p9.

20

1

o

Absorbance Change [mOD]

Abbildung 6.5: FemtosekundenmessungaminearenAMPB-Peptident— c) berechnehachGl. 2.6,
Zur vollstandigerBeschreibngder Transientersindfir dengesamte\btastwellenldngenbereichei
Zeitkonstanterf580fs, 8.8 psund93ps) notwendig.Desweitererist ein konstanteAnteil (Zerfallszeit
unendlich)notwendig,um die zulangenVerzégerungszeitarerbleibendeé\bsorptionsédnderungurch
Photoproduktbildag zu modellieren.

Im Bereichder transtut-Bande (Aprone < 400nm) sind die Absorptionsanderungeaurch
zweigagenlaufigeeffekte bestimmtdurchdie Abnahmedertransiente\bsorptionmit 580fs
und die biexponentielleZunahmemit 8.8 ps und 93ps. Die 93ps-Kinetik ist nur in diesem
Spektralbereiclsichtbar(Abb. 6.6, rechts:magenta&urve). Der spektralévVerlaufdesAmpli-
tudenspektrumder 8.8 psZeit gleichtjenemder 7.9 psZeit von transAMPB (vgl. Abb. 6.2)
sowie jenemder9.5ps-Zeitvon translAPB (vgl. Abb. 5.7). FirdenVemgleichmit IAPB muf3
mandie Rotwerschieling der transtut'-Bandeum 30nm gegentibedAMPB mitberiicksich-
tigen. Zu langenZeitenbleibt einerestlichenegative Absorptionsanderunigestehenglie der
Bildung desPhotoproduktesis|APB zugeschriebewerdenkann.

Die dominatenKinetiken (0.58ps und 8.8pg sind somit denenvom reinen Chromophor
AMPB (t—c, 470fs, 7.9ps) sehrahnlich.Bei IAMPB konntenallerdingskeine Absorptions-
anderungemit Zeitkonstantewonetwal.6 pswie beiAMPB (t—c) extrahiertwerden Dafur
war bei AMPB (t—c) keineKinetik mit einerZeitkonstanten- 10psnachweisbar
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6.2 LinearesAMPB-Peptid
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Abbildung 6.6: links: TransienteSpektrenvon linearenAMPB-Peptident—c) zu denVerzdgerungs-
zeitertp = 0.2,0.5,2.0,5.0, 20, 50und200ps(ausAbb. 6.5). Zusétzlichist nochdasDifferenzspektrum
gestricheleingezeichnefvgl. Abb. 4.7). DastransienteSpektrumiflir tp = 1 nsist nichtgezeigt,daes
identischzu jenembeity = 200psist.

rechts:AnpassunglerMel3daterausAbb. 6.5 mittels der Modellfunktion(sieheAbschnitt46) mit den
Zeitkonstanent = 0.58ps(schwarz)8.8 ps(griin),93ps(magentapavie einero-Komponentéblau).
Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstangn.

Die transienterSpektrenin Abbildung 6.6 links zeigennochmalsdeutlichdasAusbleichen
dertranstut'-Bandedirektnachder Anregung(tp = 200fs). Die PositiondesMinimumsliegt
knappaulRerhalllesMel3bereichesbensavie dasMaximumder transtut'-Bandedestrans
Dauerstrichspektrum@®ei 339nm, vgl. Tah 4.5). Die beidenMaximadestransienterSpek-
trums(tp = 200fs) bei 425nm und 560nm sind gegeniiberdenendestransienterSpektrums
bei tp = 200fs von transAMPB verschobendie kurzwellige transienteAbsorptionsbande
um 5nm zu kirzerenWellenlangerhin. Die entsprichtauchder Verschieling der transtut-
BandederbeidenProbenDageyenist daslangwelligereMaximumrotverschobemegenuber
AMPB. Bei Verzoégerungszeitep > 200psist keineAbsorptionsanderungehrzubeobach-
ten, so dal3davon ausggangenwerdenkann,dal3der Chromophorzu diesemZeitpunktdie
Photoreaktiorabgeschlossemat.

6.2.2 cis—translsomerisierung

Fur die Berechnungler Absorptionsdnderungedesreinencis|AMPB wurden10% der bei
trans|lAMPB erhaltenenSignalevon den gemessenepcis‘-Transientensubtrahiert. Auch
die elektronischeAnregungvon cis|AMPB durch Lichtimpulsemit einerWellenl&angevon
Aprobe = 480nm erzeugtbei allen untersuchteWellenlangenvon 342— 606nm eineinstan-
taneAbsorptionsdnderungine sofortigeAbnahmeder Absorptionist bei dieserReaktions-
richtungnur fir denBereichder nt*-Bandezu beobachterfblauerBereichin Abb. 6.7). Die
positven Signalein Abbildung6.7um denZeitnullpunktsindnichtkorrigierbareMel3signale
vom Ldsungsmittel.
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6 ZeitaufgelostdntersuchungeanmodifiziertenAzopeptiden

Absorbance Change [0.u.]

Abbildung 6.7: FemtosekundenmessungamlinearenAMPB-Peptidern(c—t). Der Signalbeitrag/on
10% trans-IAMPBIst herausgerechneZur vollstdndigerBeschreibing der Transientersind flir den
langwelligenAbtastwellenl&ngenbereiairei Zeitkonstanterf250fs, 1.3 ps 10ps) notwendigZur An-
passungler Datenim Bereichder GrundzustandabsorptibendtigtmaneineweitereZerfallszeitvon
58ps Zusétzlichist ein konstanteAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langenVerzo-
gerungszeitemerbleibendéAbsorptionsédnderigdurchPhotoproduktbildng zu modellieren.

Im Spektralbereictder nit*-Bandeund langwellig davon (aufRerhallder Grundzustandsab-
sorption) zeigt sich zu friihen Verzégerungszeite(tp = 200fs) eine transienteBandemit
einemschwachausgepragteMaximum bei etwaAprope = 550nm, welcheschnellzu kiir-
zerenWellenlangenschiebt.Das multiexponentielleAbklingen dieserAbsorptionlafit sich
mit drei Zeitkonstanter§250fs, 1.3ps 10pg gut beschreibenDie schnellsterProzessaach
der Anregung laufen somit gleich schnellab wie bei reinemAMPB (c—t). Der Anteil der
1.3ps-Zerfallszeiist im Bereichum Aprope = 540nm maximal,wahrenddie langsameé<om-
ponente(10ps zu blauerenWellenlangerhin dominiert(500nm) und flr Aprope > 550nm
verschwinde(vgl. Abb. 6.8 rechts).Im Ubelgangsbereickion dernrt*- zur transtut*-Bande
(Aprobe = 390— 430nm) war eine Anpassungler Datenim Zeitbereichum 10ps mit diesen
Zerfallszeitemur eingeschrankmdglich.

Im Bereichder Grundzustandsabsorpti@hprone < 550nm) bendtigtman fur eine gut Be-
schreilungder MeRRkunendurchExponentialzerfalleusatzlicheu dendrei schongenannten
Kinetiken eine weitere Zerfallszeitvon 58ps, welchenur in diesemSpektralbereiclsicht-
bar ist. Ein Vergleich der Amplitudenspektrervon IAMPB und AMPB fir die cis—trans
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6.2 LinearesAMPB-Peptid

Reaktionsrichtungeigt, dal’ die Amplituderverlaufe der drei schnellstenZeiten einander
ahnlichsind. Allerdingsverschwindetm langwelligenSpektralbereiclveiIAMPB die 10ps
Kinetik. Die zu langenZeitenverbleibendeestlicheneggative Absorptionsanderungmodel-
liert durchdie Zeitkonstantaunendlich),zeigtdie Bildung desPhotoproduktesrans| AMPB
an.
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Abbildung 6.8: links: TransienteSpektrenvon linearenAMPB-Peptidenc—t) zu denVerzdgerungs-
zeitentp = 0.2,0.5,2.0,5.0,20,50,200psund 1 ns (ausAbb. 6.7). Zusétzlichist nochdasDifferenz-
spektrunmgestrichelieingezeichnetvgl. Abb. 4.7).

rechts:AnpassunglerMel3daterausAbb. 6.7 mittels der Modellfunktion(sieheAbschnitt46) mit den
Zeitkonstanent = 0.25ps(schwarz)1.3 ps(rot), 10ps(griin), 58 ps(magentayavie einerco-Kompo-
nente(blau). Gezeigtsind die ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstangn.

Die transientenSpektrenin Abbildung 6.8 links zeigenein Ausbleichenim Spektralbe-
reich der nrt*-Bandedirekt nachder Anregung (tp = 200fs). In der transtut*-Bandeent-
stehteineAbsorptionsbandelerenMaximumknappauf3erhalldesMel3bereichekegt, eben-
sowie dasMaximum der transtut -BandedestransDauerstrichspektrum@®ei 339nm, vgl.
Tah 4.5. SomitkanndieserAufbau der Absorptionmit der Produktbildungassoziiertwer-
den.Das Maximum destransienterSpektrumszu frihen Verzégerungszeite(ip = 200fs)
bei Aprobe = 550nm ist gegenliberdem von cisAMPB um 10nm rotverschobenBei Ver-
zbgerungszeitety > 50psist keinewesentlicheAbsorptionsanderunmehrzu beobachten,
so dalRdavon ausggangenwerdenkann, dal3ein Grol3teil der angergten Chromophorezu
diesemZeitpunkteinenstationdrerZustanderreichthat. Ein kleiner Restzeigtin der trans
Tt -BandenocheineKinetik im Bereichvon einigenhundertPikosekunden.

Zusammenfasseridann festgestelliwerden,dal3sich die jeweiligen Kinetiken von IAMPB
unddemreinenChromophoAMPB fiir beideReaktionsrichtungerelatv &hnlichsind.Auch
zulAPB findensichParallelendie denSchlufizulassendalRverwandteProzessayie z.B. die
Bildung derProduktabsorptiorin sehrahnlichenzeitraumerablaufen.
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6 ZeitaufgelostdntersuchungeanmodifiziertenAzopeptiden
C==» 6.3 Monozyklisc hes AMPB-Peptid

Ebensawie bei der APB-Peptidfamiliewar nachder Durchfihrungder bis jetzt vorgestellten
Messungerdie Untersuchungler zyklisiertenProbencAMPB und bcAMPB einewichtige

Aufgabe.Der anschliel3end®ergleichsavohl mit derlinearenVorstufel AMPB alsauchmit

CcAPB sollte ErkenntnisséiberdenEinflul3 desMethylenspacerauf die TriggerungdesFal-

tungswrgangessawie die Ruckkopplungder Bewegungder Aminosaurekettauf denChro-

mophorbringen.

6.3.1 trans—cislIsomerisierung

Absorbance Change [mOD]

Abbildung 6.9: FemtosekundenmessungammonozyklischerAMPB-Peptiden(t— c) berechnehach
Gl. 2.6 Zur vollstdndigenBeschreibing der Transientersind flir denlangwelligenAbtastwellenlén-
genbereiclzwei Zeitkonstangn (1.7 ps 9.6 ps) notwendig(vgl. Text). Im Bereichder Grundzustands-
banderbendtigtmaneinezusétzlicheZerfallszeitvon120ps derenAmplitudeallerdingssehrklein ist.
Desweitererist ein konstanteAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langenVerzége-
rungszeiterverbleibendeAbsorptionsdnderupdurchPhotoproduktbildng zu modellieren.

Die Datenin Abbildung 6.9 &hnelndenendeslinearenPeptideqAbb. 6.5). Auch daszykli-
siertePeptidzeigtdirektnachderelektronischenregungdurch480nm-Lichtimpulsebeial-
len untersuchteVellenlanger(Aprope= 334— 630nm) eineinstantané\bsorptionsanderung:
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6.3 MonozyklischesAMPB-Peptid

langwelligvon Aprone = 366nm eine Absorptionszunahméiir Aprope < 366nm eine Abnah-
me.lm gesamterbeobachtete®pektralbereiclsind um denZeitnullpunkt(tp = Ofs) starke
Mel3signalesichtbar Die Ursachehierfir ist, dal3die Subtraktionder Losungsmittelsignale
von denMel3daterin diesemFall nur sehreingeschrankgrfolgreichwar. Moglicherweisdst
zwischerderMessungder ProbeunddemLdsungsmittetlasLaserblndegjedriftet.

Die Datenanpassuregfolgteinsgesamimit dreiZeitkonstantenl.7 ps 9.6 psund120ps.Eine
schneller&Kinetik, wie siebeiallenzuvor untersuchteRrobernimmersichtbamwar, konnteaus
denDatenmittels desverwendeterfitalgorithmusnicht extrahiertwerden.Der Grund hier-
fur ist, dalRwegender schwierigenLosungsmittelkorrektudie Mel3datererstabtp = 200fs
verwendewerdenkonnten.Zuséatzlichtritt ein, ebenfallsdurchdasLdsungmittelverursach-
tes,oszillierendesignalauf,welcheddie BestimmungeinerZeitkonstanteim 400fs-Bereich
unmoglichmacht.Aufgrund desFehleneiner Zeitkonstantem Subpikosekundenbereier
scheinenn demAmplitudenspektrunderl.7 ps-Zeitkonstantdie KinetikenmehrereProzes-
seuberlagertdie beidenandererProberaufverschieden&eitbereicheverteiltwaren.Daher
zeigtdasAmplitudenspektrunder 1.7 ps-Kinetik einenungavohnlichenspektraleriverlauf.
Ein direkter Vergleich der Daten mit denenvon IAMPB (t—c) zeigt, daR auchbei dieser
Probe(cAMPB) eineKinetik mit etwa 0.6 ps enthaltenist (vgl. DiskussionAbb. 7.9). Wie
ausAbbildung 6.10 ersichtlich,ist die Form und die Grol3edes Amplitudenspektrumsler
9.6psZerfallszeitdemder 7 ps-Zeitvon IAMPB (vgl. Abb. 6.6 rechts)ahnlich.In dertrans
Tt -Bandekannzusatzlicheine 120psKinetik mit geringerAmplitude beobachtetverden.
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Abbildung 6.10: links: TransienteSpektrerwon monozyklischerAMPB-Peptident—c) zu den Ver
zdgerungszeitey = 0.2,0.5,2.0,5.0,20,50 und200ps (ausAbb. 6.9). Zusétzlichist nochdasDauer
strichdifferenzspektrurgestricheleingezeichnelvgl. Abb. 4.7). DastransienteSpektrunflirtp = 1ns
ist nicht gezeigtdaesidentischzu demjenigerfiir tp = 200psist.

rechts:Anpassungder Mel3dateraus Abb. 6.9 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt 46) mit
denZeitkonstanten = 1.7 ps(rot), 9.6 ps(grtin),120ps (magentasawie einerco-Komponentdblau).
Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstangn.

Die zu langenZeiten verbleibendeAbsorptionsdnderungleicht von der Form dem Dauer
strichdifferenzspektrunfvgl. Abb. 4.7) undbeschreibtlie Photoproduktbildung.
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6 ZeitaufgelostdntersuchungeanmodifiziertenAzopeptiden

Die transienterspektrer{Abb. 6.10 von cAMPB zeigen ebensavie beil AMPB undAMPB,
deutlichdasAusbleicherdertranstut*-BandedirektnachderAnregung(tp = 200fs). Die Po-
sition desMinimumsliegt direkt am RanddesMel3bereicheBei 338nm ist auchdasMaxi-
mumder transtut -BandedestransDauerstrichspektrumekalisiert(vgl. Tah 4.5). Die bei-
denMaximadestransienterspektrumgtp = 200fs) beiAprope= 425nmMundAprope= 550nm
befindensichandenselberspektralerPositionerwie jenebei|lAMPB. Bei Verzdgerungszei-
tentp > 200psist keinewesentlicheAbsorptionsanderungehrzu beobachtersodal3davon
ausggangerwerdenkann,dalRderGrof3teilderangergtenChromophoreudieseniZeitpunkt
die Photoreaktiorabgeschlossemat.

6.3.2 cis—transisomerisierung

Abbildung 6.11: FemtosekundenmessungammonozyklischerAMPB-Peptiden(c—t). Der Signal-
beitragvon 10% trans-cAMPBiIst herausgerechneZur vollstdndigenBeschreibing der Transienten
sindftir dengesamte\btastwellenldngenbereidatier Zeitkonstangn(190fs, 1.3 ps 9.3 psund180ps)
notwendig.Zusétzlichist ein konstanteAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langen
Verzégerungszeitererbleibendeé\bsorptionsénderwgdurchPhotoproduktbildag zu modellieren.

Fur die Berechnungler Absorptionsanderungetesreinencis CAMPB wurden10% der bei
transcAMPB erhaltenerSignalevon den gemessenepcis‘-Transientensubtrahiert. Ahn-
lich wie bei cis|AMPB erhaltmannachderelektronischemnregungvon ciscAMPB durch
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6.3 MonozyklischesAMPB-Peptid

Lichtimpulsemit einerWellenlangevon Apump= 480nmbei allenuntersuchteiVellenlangen
von 334— 630nm eineinstantané\bsorptionsanderunginesofortigeAbnahmeder Absorp-

tionist beidieserReaktionsrichtungn Spektralbereickernmt*-Bandezu beobachteliblauer
Bereichin Abb. 6.11). Die in der Abbildungin diesemSpektralbereiclsichtbarerpositiven

Signaleum denZeitnullpunktsind MeRRartefakte.

Das multiexponentielleAbklingen der transientemAbsorptionlaf3t sichim gesamterunter

suchtenSpektralbereichmit vier Zeitkonstanter{190fs, 1.3ps, 9.3ps, 180pg sehrgut be-
schreibenDie schnellsterProzessaachder Anregung (190fs) laufen schnellerab als bei
reinemAMPB (c—t, 250fs) undbeilAMPB (250fs). Ebensowie bei AMPB undIAMPB ist
derBetragderschnellsterKinetik im Spektralbereichy ope > 500nmfir Aprope= 600nmam
groBtenDie Amplitudender1.3ps-Zerfallszeisindim Bereichum Aprope= 540nmmaximal,
wahrenddie Amplitudender9.3psKinetik zu blauerenWellenlangerhin dominiert(500nm)

und flr Aprobe > 580nm verschwinde{(vgl. Abb. 6.12rechts).Beideletztgenannt&eitkon-
stanten(1.3ps 9.3) sindgleich groR3wie die entsprechendeei IAMPB (1.3ps 10ps).Von
der GroRReder Amplitude etwaeinenFaktor drei schwachervom spektralerVerlaufheraber
demAmplitudenspektrunder 9.3ps-Zeit &hnlich,ist die Amplitude der 180ps-Zeit,welche
ebenfallsflr Aprone > 580nm keinenBeitragliefert und bei Aprone = 500nm und 390nm ein
Maximumbesitzt.
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Abbildung 6.12: TransienteSpektrenvon monozyklischemPAMPB-Peptiden(c—t) zu den Verzdge-
rungszeitemp = 0.2,0.5,2.0,5.0,20,50,200psund1ns (ausAbb. 6.11). Zusétzlichist nochdasDau-
erstrichdiferenzspektrurgestricheleingezeichnefvgl. Abb. 4.7).

rechts:Anpassungder Mef3datermmittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt46) mit den Zeitkon-
stantert = 0.19ps(schwarz)1.3 ps(rot), 9.3 ps(griin), 180ps (magentaysowie einero-Komponente
(blau). Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

In der transtut*-Bande (Aprone < 390nm) fallt ein Unterschiedzu IAMPB (c—t) auf: die
Amplitude der 180ps-Zeitist negatv, wahrenddie der 58ps-Zeitbei IAMPB positv war.
Die BedeutungliesesUnterschiedesvird in der Diskussionausfiuhrlichbehandel{vgl. Ab-
schnitt7.3.3. Die zulangenZeitenverbleibendeAbsorptionséanderun@nodelliertdurchdie
co-Zeitkonstantejst durchdie Bildung desPhotoproduktegranscAMPB verursacht.
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6 ZeitaufgelostéintersuchungeanmodifiziertenAzopeptiden

Die transienterSpektrenin Abbildung 6.12 (links) zeigtim SpektralbereiclauRerhallder
Grundzustandsabsorptiatu frihen Verzogerungszeiterine transienteBande mit einem
schwachausgepragteMaximum bei Aprope = 550nm, welchesschnellzu kirzerenwellen-
langenschiebt.Ebensast ein Ausbleichenm Bereichder nit*-Bandedirekt nachder Anre-
gung(tp = 200fs) zuerkennenln dertranstut*-BandeentsteheineAbsorptionsbandeleren
MaximumknappauRerhallllesMel3bereichebegt, ebensavie dasMaximumder transTut -
BandedesAbsorptionsspektrum@ei 338nm, vgl. Tah 4.5). Der Aufbau dieserAbsorption
spieggeltdie Produktbildungvieder

Zusammenfasserndnnfestgestelliverden,dalRdie bei cCAMPB auftretenderKinetiken de-
nenbei IAMPB und AMPB fiur beide Reaktionsrichtungegahnlichsind. Ein Vergleich der
Amplitudenspektreron cAMPB undIAMPB fiir die cis—transReaktionsrichtungeigt,daf}
die Amplituderverlaufeder drei schnellsterZeiteneinandegleichen,ebensavie diejenigen
vonIAMPB und AMPB (vgl. Abschnitt6.2). Einzigerwirklich bemerkenswertédnterschied
zwischendenKinetikender cis— transReaktionvon cAMPB undIAMPB ist einelangsame
Kinetik im Bereichvon hundertPikosekundenwelchebei cAMPB im Spektralbereiclder
transtut -Absorptionein umgekehrte¥orzeicherhatwie beilAPB. Ob dieseKinetik durch
eine Bewegung der angebrachtemind zyklisierten Aminosaureketteerursachtist, wird in
Kapitel 7 damgelagt.

6.4 Bizyklisc hes AMPB-Peptid

6.4.1 trans—cislsomerisierung

Nachder elektronischerAnregungvon transbcAMPB in der langwelligenFlankeder nrt*-
BandebeiAyrope= 480nm (vgl. Abb. 4.7) ist auchbei dieserProbeim gesamtemintersuchten
Wellenlangenbereickon 342 — 614nm innerhalbder MelR3genauigkeitine instantantran-
siente AbsorptionsénderundetektierbarNegative Absorptionsanderungeturch dasAus-
bleichender starkentranstut -Bandeerhalt man fur die Abtastwellenlangewon Aprope =
342nm— 358nm. FUr Aprone > 366nmist die initiale Absorptionsanderungositiv.

Wie in denAbbildungen6.13und 6.14 zu erkennenst, kannder gesamtédatensatzanit drei
Zeitkonstanter(300fs, 1.6ps 10ps) gut angepalRtverden.Die priméareKinetik (300fs) ist
bei bcAMPB alsoerheblichschnelleralsbei allenandererProbenn transKonfigurationder
AMPB-Familie, derenkleinsteZeitkonstantenm Bereichvon 500fs liegen.Die beidenan-
derenZerfalle (1.6 ps, 10ps) sind etwagleich schnellwie bei AMPB. Auffallig ist, dalRkeine
langsameKinetik im Zeitbereich> 20ps sichtbarist, im Gegensatzum linearenund mono-
zyklischenAMPB-Peptid.

Die Amplitudenspektrerder 300fs und der 10ps-Zeitsind denender entsprechendegeit-
konstanterbei AMPB ahnlich (vgl. Abb. 6.14 rechts).Zusatzlichgleicht das Amplituden-
spektrumder 10ps-Zeit auch dem der 8.8ps-Kinetik von IAMPB und der 9.6 ps-Kinetik
von cAMPB. Hingegenist das Amplitudenspektrunder mittleren Zerfallszeit(1.6ps von
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6.4 BizyklischesAMPB-Peptid

bcAMPB vom spektralenVerlauf keinem Amplitudenspektrumvon AMPB, IAMPB oder
cAMPB ahnlich. Insbesonderglas Maximum bei Aprohe = 400nm ist charakteristiscHir
bcAMPB (t—c).

10

Absorbance Change [mOD]
o

Abbildung 6.13: Femtosekundenmessungamn bizyklischenAMPB-Peptiden(t—c) berechnehach
Gl. 2.6 Zur vollstdndigenBeschreibing der Transientersind fir denuntersuchte\btastwellenl&n-
genbereickdrei Zeitkonstangn (300fs, 1.6 ps und 10p9 notwendig.Desweitererist ein konstanter
Anteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langenVerzégerungszeitererbleibendé\bsorp-
tionsdnderunglurchPhotoproduktbildag zu modellieren.

Auchin dentransienterspektrer{Abb. 6.14links) vonbcAMPBt— c erkennimandieweitge-
hendeUbereinstimmungler EntwicklungderAbsorptionzwischerdenuntersuchte AMPB-

ProbenAuf ein paarBesonderheiteseihier hingaviesen:WahrenddasMaximumzu frithen
Verzogerungszeitefip ~ 200fs) beiAprone= 560nmrelatv zu cAMPB unverschobeitst, ist

daszweite, kurzwelligereum etwa 15nm blauverschoberauf Aprope = 410nm. Man erkennt
aberdeutlich,daRRdie ZentralwellenlangelieserzuletztgenannteriransienterBandeinner

halbvon 5psauf430nmschiebt Ein Effekt, derbei AMPB (t— c) Uberhauphichtauftritt und
beidenbeidenandererAMPB-Peptidemur sehrschwach.

Bei Verzogerungszeitdp > 50psist keineAbsorptionsanderungehrsichtbaysodaflidavon
ausggangenwerdenkann,dal3ein stationareZustanderreichtist. Die verbleibendeAbsorp-
tionsdnderungeitp > 1nszeigtan,dallidasPhotoproduktesis AMPB gebildetwordenist.
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6 ZeitaufgelostéintersuchungeanmodifiziertenAzopeptiden

Absorbance Change [mOD]
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Abbildung 6.14: links: TransienteSpektrenvon bizyklischenAMPB-Peptident—c) zu denVerzége-
rungszeitetip = 0.2,0.5,2.0,5.0,20,50und200ps (ausAbb. 6.13). Zusétzlichist nochdasDifferenz-
spektrumgestrichelteingezeichnefvgl. Abb. 4.7). DastransienteSpektrunty = 1nsist identischzu

jenembeitp = 200psunddeshalbveggelassen.

rechts:Anpassungler Mel3daterausAbb. 6.13 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt46) mit

denZeitkonstanternt = 0.3 ps (schwarz) 1.6 ps(rot), 10ps (griin) sawie eineroo-Komponentgblau).

Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

6.4.2 cis—transisomerisierung

Fur die Berechnungder Absorptionsdnderungettes reinen cisbcAMPB wurden 10% der
bei transbcAMPB erhaltenenSignalevon den gemessenencis‘-Transientensubtrahiert.
Man beobachtetir die cis— translsomerisierungm gesamtemntersuchteispektralbereich
(Aprobe = 342— 614nm) unmittelbarnachdem Anregungsimpulseine Absorptionszunahme
der Probe(vgl. Abb. 6.15. Die direkt am Zeitnullpunkt erfolgende sehrschnelleZu- und
anschlieRendé&bnahmeder Absorptionbei Wellenlangemprone > 400nm ist nicht auf ei-
ne Reaktionder Probesonderrauf dasnicht vollstdndigsubtrahierbarédsungsmittelsignal
zuriickzufuhrenDesweiterenst bei AbtastwellenlangeRprope < 400nmim Zeitbereichder
Kreuzkorrelationsbreitein deutlichesZweiquantenabsorptionssigrsthtbar Somitsinddie
Mel3datererstabVerzdgerungszeitap > 150fs zuverlassigauswertbaim Abtastwellenlan-
genbereichum Aprone= 480nm mulitereinigeMelRkunenaufgrundder starkenStreuungles
AnregungslichtesinddemdaraugesultierendeRauschenveggelassemverden.

Ebensowie beim zyklischenAPB-Peptidtritt bei der cis—translsomerisierunglesbizykli-
scherAMPB-PeptidszumerstenMal in derAMPB-Familie auchaufderNanosekundenzeits-
kalaeineDynamikauf. Zu seherist diesim Maximumder transtut*-Bande.

In der ntt*-Bandeund bei AbtastwellenlangemuRerhallder Grundzustandsabsorptid3t
sichdasAbklingendertransienterbsorptiondurchdie Verwendung/ondrei Zeitkonstanten
(300fs, 5.4psund100ps)anpassefvgl. Abb. 6.15. Dabeitragtdie 300fs-Zeitkonstantena-
ximal bei 600nm bei. Die schnellsteDynamik bei bcAMPB ist somit signifikantlangsamer
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6.4 BizyklischesAMPB-Peptid

alsbeidenbeidenandererAMPB-PeptidenDasAmplitudenspektrundernéchstlangsameren
Zeit (5.4 p9 hatihr MaximumbeiAprope = 550nm, dasder 100ps-Komponentdiegt beietwa
Aprobe= 510nm (vgl. Abb. 6.16rechts).Der Beitragder 100ps-Zeiterreichtin der langwel-
ligen Flankeder transtut*-Bandenochmalein Maximum (Aprobe = 375nm). Die in diesem
SpektralbereicmuR3 fir eine gute Datenanpassungine 1ns-Kinetik hinzugenommenver-
den. DieseNanosekundenkinetikefert bei Aprohe = 360nm denmaximalenBeitrag zu den
Transienten.

o
T

Absorbance Change [mOD]
o

Abbildung 6.15: FemtosekundenmessungermbizyklischenAMPB-Peptider{c—t). Der Signalbeitrag
von 10%trans-bcAMPBist herausgerechnefur vollstandigerBeschreibng der Transientersindflir
denlangwelligenAbtastwellenldngerdreichdrei ZeitkonstanteB300fs, 5.4 psund100ps) notwendig.
Im Bereichder GrundzustandsbandéendtigtmaneinezusétzlicheZerfallszeitvon 1 ns Desweiteren
ist einkonstanteAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langenVerzdgerungszeiterer
bleibendeAbsorptionsédnderugdurchPhotoproduktbildag zu modellieren.

Die Amplitudenspektremer beidenschnellsterZeitkonstantersind mit denender anderen
Probenvom spektralenVerlauf vergleichbar Zu berticksichtigenst, daR das Spektrumder
5.4psZeit mit demder 1.3psZeit von IAMPB und cAMPB verglichenwerdenmulf3. Dies
bedeutetdalRder zugrunddiegendeProzelbei bcAMPB langsamenblauftals bei denVer-
gleichsprobenDie 100ps-Kinetik weist ein Spektrumauf, welchesin der transtut*-Bande
demder 58ps-Zeitvon IAMPB (c—t) undauchder 120ps-Zeitvon cAMPB (t—c) gleicht.
DerspektraléverlaufdesAmplitudenspektrumder180ps-Zeit von CAMPB (c—t) in diesem
Spektralbereickst jedochvollkommenandersim WellenlangenbereicRprone > 450nm hin-
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6 ZeitaufgelostdntersuchungeanmodifiziertenAzopeptiden

gegengleichensich die Amplitudenspektreer genannterbynamikenvon bcAMPB (c—t)
undcAMPB (c—t). Mdgliche Ursacherdafurwerdenin Abschnitt7.3.3diskutiert.

Die Nanosekundenkinetiist nur im Bereichder transtut*-Bandesichtbar Eine nicht voll-
standigunterdrickteRotationsdepolarisatioals Ursachefir diesesSignal scheidetaus,da
ein derartigerEffekt ein Spektrumhenorbringenmuf3, welchesdemder unendlichernZeit-
konstantegleicht (bis auf einenSkalierungsfaktor)Hier ist aberdeutlichzu sehendalRdas
Maximum des Amplitudenspektrumsler 1 ns-Zerfallszeium mindesten20nm gegeniber
demAmplitudenspektrunderco-Zeitkonstanteotverschobetst.

Transient Spectra of bcAMPB c—>t Amplitude Spectra of bcAMPB c—>t

10 T T T T T T T T T T T T T T
y 200 fs + Ampl. for time const: 7=0.28ps 4

500 fs (/2)

35 ps
20 ps

200 ps
1 ns

Absorbance Change [mOD]
Fit Amplitude [mOD]

300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Wavelength [nm] Wavelength [nm]

Abbildung 6.16: TransienteSpektrenvon bizyklischenAMPB-Peptiden(c—t) zu denVerzégerungs-
zeitentp = 0.2,0.5,2.0,5.0,20,50,200psund 1 ns (ausAbb. 6.11). Zusétzlichist nochdasDifferenz-
spektrumgestrichelieingezeichnefvgl. Abb. 4.7).

rechts:Anpassungler MeRdatemmittels der Modellfunktion(sieheAbschnitt46) mit denZeitkonstan-
tent = 0.30ps(schwarz)5.4 ps(rot), 100ps(magenta)l ns(tiirkis) sawvie einero-Komponentéblau).
Gezeigtsinddie ermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

Die transientenSpektrenin Abbildung 6.16 (links) zeigenauf3erhalbder Grundzustands-
absorptiondascharakteristisch&erschieberder transienterBande,wie diesz.B. auchbei
CAMPB beobachtetvurde.Im Bereichdernrt*-Bandeerkennimandirektnachder Anregung
(to = 200fs) ein AusbleichenIn der transtut -Bandeentsteheine Absorptionsbandejeren
MaximumknappauRerhallllesMel3bereichebegt, ebensavie dasMaximumder transTut -
BandedestransDauerstrichspektrum®ei338nm, vgl. Tah 4.5). DieserAufbauderAbsorp-
tion ist mit der Produktbildung transbcAMPB) verbunden.

ZusammenfasserdnnausgesagierdendallesbeimbizyklischenAMPB-Peptidsichtbare
Auswirkungender Peptidketteauf die Isomerisierungsreaktiodes Chromophoregibt: bei

bcAMPBist fur die trans— cislsomerisierungor allemdie schnellsteKinetik gegeniibeden

andererAMPB-Peptiderbeschleunigtin derumgekehrtefReaktionsrichtungc—t) verlang-
samt.Zusatzlichtritt bei der cis—translsomerisierungeine Nanosekundendynamauf. Ob

diesemit einerFaltungsbeiegungdesPeptidrickgrates Verbindunggebrachtverdenkann,

wird im nachsterKapitel diskutiert.
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7 Diskussion

EineHauptaufgabeélieserArbeit wases,eineAntwort auffolgendeFragenzu finden:

e Azobenzol hat sich als gut geeigneter schneller Photoschalter dagestellt
[NAGELE etal., 1997 NAGELE, 1999. Bleibt diese Eigenschaftaber auch in den
Peptid-Chromophe¥erbirdungenerhalten,d.h. schaltetder Chromophorauch nach
demEinbauin ein Peptidnochschnellgenugund mit hoherQuantenausbeute?

¢ Findendie erstenfFaltungswrgangen kleinenModellpeptiderauf einerZeitskalastatt,
die derFemtosekundenspektroskopigganglichist, alsoinnerhalbvon etwaeinerNa-
nosekunde?

¢ GibteseineRuckkopplungrondersichbevegenderAminosaurekettaufdenChromo-
phor, die in VIS-Experimentersichtbarwird, so daR3der Farbstof nebender Funktion
der optischenTriggerungder Faltungsreaktiorauchnochals Sondevewendetwerden
kann?

UnterderVoraussetzunglalimandie Riickkopplungeobachtekann,wirdemanaufgrund
der NMR-Strukturen(Abb. 4.4 und 4.6) erwartendalR3die durchdenFaltungswrgangverur
sachteriffekte beim zyklischenAPB und beim bizyklischenAMPB am grof3tensind. Die
Auswirkungenm zyklischenAMPB-Peptidsolltengeringersein,dadie transStrukturnicht
sorestriktiv definiertist wie beidenbeidenandererZyklopeptidenFalls eseinenEinflu3der
FaltungsdynamiklerzyklisiertenAminoséurekettaufdenChromophogibt, soerwarteiman
fur die linearenAzopeptidedeutlichandereSignalealsfiir die jeweiligen Zyklopeptide.Die
Antwortenauf dieseFragenerfolgengetrenntfiir die zwei ChromophortypefAPB/AMPB),
nachdenzuwor anhandiergemessenebatenvon Azobenzoldie dynamischeikEigenschaften
desFarbstofesdagestelltwurden.

Im erstenTeil der Diskussionwird die Dynamik der zu Pseudoaminosauremgevandelten
zreinen“ ChromophoreAPB und AMPB im Hinblick auf die Fragestellungintersuchund
mit derDynamikvon Azobenzolerglichen.Anschliel3endolgenjeweilsdie linearenPeptide
als Vorstufenfir die zyklischenMolekdle. Ein Vergleich der Transienterder linearenund
zyklischenPeptidesolltedannRuckschlissaufdie Dynamikvon Konformationsanderungen
zulassen.
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7 Diskussion

Vor Beginn der eigentlicherDiskussionwird schematiscliie Isomerisierungsreaktion ei-
nemPotentialflachenbildorgestellt.Damit soll die Ursachefur verschiedendlel3signalbei-
trageerlautertwerden.

ssf, ..

TRERRERES

Energy

trans

-
Reaction Coordinate

Abbildung 7.1: EinfachesindimensionaleBotentialflachenbildlir die IsomerisierungsreaktioMach
Anregung(hv) in denersterangergtenZustand'S;) folgt eineBewegungentlangder Reaktionskoor
dinatein dasMinimum der S, -Fldche.Von dort erfolgt die strahlungslos Riickkehrauf die Grundzu-
standspotentialflich&lachder Equilibrierungmit der Umgehing sind die angergten Molektile ent-

wederwiederim Ausgangszustanablerisomerisiertund befindensichim andererPotentialminimum.
SolangedasSystemsichim angergtenZustandbefindet kannexcited-state-Absorptio(ESA) sawie

stimulierteEmission(nicht eingezeichnetiuftreten.

Die Anregung(hv) desMolekiilserfolgtauseinemderbeidenMinima der Grundzustandspo-
tentialflachdtransbzw. cis) aufdie PotentialflacheélesersterangergtenZustande$S;). Nach
einerBewegungentlangder Reaktionskoordinate dasMinimum der S;-Flacheerfolgt der
strahlungslos&/begangaufdie Sp-Potentialflach@ndvondortdie Riickkehiin einesderbei-
denMinima der Sp-Flache.Die VerweildauerdesMolekiilsim $-Zustandalitsich spektro-
skopischz.B. mit Hilfe derS;— S,-Absorption(ESA!) bestimmenSolangesichdasMolekiil
dort befindet kannesdurchdie AbsorptioneinesweiterenPhotonsan héherliggendeZustan-
de (Sn) angergt werden.Bei Azobenzolz.B. beobachtemanfir beideReaktionsrichtungen
eineausgepragt&,;— Sy-Absorptionim langwelligenSpektralbereicliAprope > 550nm). Da
die stimulierteEmissioneinensehrkleinen Wirkungsquerschnitbesitzt,wird ihr Signalbei-
trag von demder starkenexcited-stateAbsorptiontiberdecktGleichzeitigmit der Anregung
erhaltman aulRerdenein Ausbleichender Absorptionausdem Grundzustancufgrundder

lengl.excitedstateabsorption
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7.1 Azobenzol

nun kleinerenBesetzungsdichtdesAusgangszustandeilit der Riickkehrder Molekule in
die Minima der GrundzustandspotentialflacgehtdiesesAusbleicherwiederzuriickbzw. es
erscheineinePhotoproduktabsorption.

Nach dem strahlungslosers; —+Sy-Ubemgang befindet sich das Molekul in einem ,hei-
Ben* Grundzustandgestricheltin Abb. 7.1 eingezeichnet)wie er schon mehrfachbe-
obachtetwurde [WILD etal., 1985 KAISER und SEILMEIER, 1987, LARMER etal., 1989
HAMM etal.,1997. Essetztein Enegieum\erteilungsprozelhnerhalbdesMolekilsundan-
schlieBencduchmit dessetumgehlungein, bis sichLosungsmittelmolekilandgelosteiStoff
im thermodynamischeleichgevicht befinden.Wirken nachder Riickkehrdes Molekiils
aufdie GrundzustandsflachexterneZwangsbedingungen,B. aufgrundeinermechanischen
Spannungglie durcheinePeptidketteverursachivird, sowird die Grundzustandsergie an-
gehobersein.Diesfihrt solangezu einerRotverschiebingdesAbsorptionsspektrumsjs die
auRRererkinflisseverschwinden.

Die Zeitbereichdur Ubelgangezwischerelektronische@ustandemndfiir Kiihlprozesstdie-
genjeweils im Bereichvon wenigenPikosekundemind tiberlapperdaherteilweise.Deshalb
kannin denvorgestelltenAmplitudenspektreeinegenaueZuordnungderbeobachteteAm-
plituden zu den zugrundeligendenProzessermft nicht ohne Zusatzinformationerrfolgen.
Dieserschwertie detailliertelnterpretatiordergezeigterErgebnisse.

7.1 Azobenzol

Das VerstandnigdesdetailliertenAblaufs der Photoreaktionvon Azobenzolist mittlerwei-
le weit fortgeschrittenauchwennbei einzelnerDetailsnochUnklarheitenbestehenDie im
RahmerdieserArbeitaufgenommeneklelRegebnisseollenim Hinblick aufdie nachfolgen-
de Diskussionder Peptiddynamikuntersuchtund mit veréffentlichtenDatenverglichenbzw.
in Beziehunggebrachtwerden.Da der SchwerpunktieserArbeit nicht die Aufklarung der
Azobenzolisomerisierungar, wird im folgenderaufeineWeiterentwicklunglesisomerisie-
rungsmodelleserzichtet. Am EndedesAbschnittes’.2.3(Seite112) sindin Tabelle7.1 die
Quantenausbeutesawie die ausderDatenanpassurgrhaltenerzZeitkonstandermon Azoben-
zol, IAPB undcAPB aufgelistet.

7.1.1 trans—cislsomerisierung

An denAnfangder Diskussionsoll ein Vergleich mit schonbekannterMessungeran trans
Azobenzolgestelltwerden.Anschlie3endolgt einedetaillierte Auseinandersetzungit den
in Abschnitt5.1vorgestellterMel3egebnissen.

ZeitaufgelosteMessungenbei einer Anregungswellenlangeron Apymp = 435nm im Ma-
ximum der nrt*-Bande,die hier am Lehrstuhldurchgefuhrtwurden [NAGELE etal., 1997,
NAGELE, 1999, ergabendhnlicheKinetikenwie die in Abschnitt5.1 vorgestelltenDie Ab-
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7 Diskussion

klingzeitenbei den Messungervon Nageleet al. warenmit 320fs und 2.1 ps etwaskleiner.
Die zugehorigerAmplitudenspektreaeigenjeweils ein Maximumbei etwal prone = 530nm,
an derselberspektralerPositionwie die Amplitudenspektremer 440fs- und 3.3 ps-Kinetik
(vgl. Abb. 5.2 rechts).Die starkeAbsorptionsbandem 400nm lag bei denMessungervon
NageleaulRerhalldesuntersuchterspektralbereiche®ie jeweiligen Verhaltnisseder Am-
plitudenderschnellerundlangsamereZ eitkonstantainterscheidesich: Fir die Datenvon
Nageleergibt sichim Maximum bei Aprope = 530nm ein Quotientvon etwa?2 (,schnell” zu
Jlangsam®),wahrender bei denhiervorgestellterMessungertwal.5 betragt Weiterim ro-
ten Spektralbereicliz.B. Aprobe = 650nm) ergibt sichein Verhaltnisvon 5 flir denDatensatz
von Néagele,im Gegensatzu einemWertvon 1 in dieserArbeit. Dies bedeutetdal3in den
hier vorgestelltentransAzobenzol-Messungegin gré3ererAnteil von Molekilenlangerauf
der S;-Potentialflacheverweilt als bei den Experimentervon Nageleet al. Ursachefiir die
leicht andererzZeitkonstantemnd Amplituderverhaltniss&kdonntedie unterschiedlichénre-
gungswellenlangsein.Der Startder Reaktionerfolgt dadurchin einemandererBereichdes
S;-PotentialflacheDieskénnteeinenetwasgeénderteReaktionsablauiachsichziehen(vgl.
unten,Abschnitt7.1.3.

Lednes etal. beobachteibei einerAnregungin derkurzwelligenFlankedernr-Bandeeben-
falls eine biexponentielleKinetik (600fs und 2.5ps). Erfolgte die Anregung allerdingsauf
der langwelligenSeitedes Maximumsder nrt*-Absorption,so erhieltensie ein mono&po-
nentiellesAbklingendertransienterbsorptionmit 2.3ps[LEDNEV etal., 19981. Diessteht
im Gegensatzzu denin Kapitel 5 vorgestelltenMessungenDiese Diskrepanzkénnte zum
einendadurcherklart werden,daR die eine Messung(Apump = 503nm) mit einer Zeitauflo-
sungvon 500fs in einemsehrschmalenNellenlangenbereici\prope= 390— 420nm) durch-
gefuhrtwurde.Aufgrundderrelatv geringenZeitauflosundgkoénnteesdurchausein,dal3eine
schnellereKinetik nicht nachgaiesenwerdenkonnte.Zum andererhattedie zweite derar
tige Messung(Apump = 445nm) von Ledne, die vergleichbareErgebnissavie die von Na-
geleetal. egebensollte, einegeringereDatenqualitdtDadurchwar trotz der ausreichenden
Zeitauflosund180fs) die schnelleDynamiknichtsichtbarZudemmacher_edne etal. keine
AngabeniiberKonzentrationennd Anregungsengjiedichtenwelcheauchursachlichfir die
unterschiedlicheirgebnisseseinkdnnen.Dasvon Ledner anggebendransienteSpektrum,
aufgenomme®00fs nacheinerAnregungmit Apump= 445nm, gleichtqualitatv demin Ab-
bildung5.2gezeigtenDie SignalerhaltnisselerbeidenMaxima(400nmund540nm) zuein-
andersindallerdingsbeilLedner fastumdenFaktor2 geringefLEDNEV etal., 1998k Abb. 3]
alsim transienterspektrumbeitp = 900fs (nicht gezeigt)der DatenausAbbildung5.1

Experimentevon Azumaetal. aneinemleicht modifiziertenAzobenzot savie von Ledner et
al. anreinemtransAzobenzolergaben daRbei einer Anregungin der ut*-Bandeder Uber

gangvom zweitenangergten Zustandin denerstenin wenigerals etwa 200fs stattfinden
muB.Der Ubeigangin denGrundzustandindetdannin einemZeitbereichvon 1 — 10psstatt
[AzUMA etal., 1998 LEDNEV etal., 19981.

Die transienterSpektrenin Abbildung 5.2 zeigen,dal3 transAzobenzolin der erstenPiko-

2Azumaet al. habendie Experimentean dem Flussigkristalltrans4-butyl-4’-methaxyazobenzoln Lésung
(n-Hexan)durchgefuhrt.
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7.1 Azobenzol

sekundenach einer nrt*-Anregung (Apump = 480nm) aulRerhalbder Grundzustandsbanden
(530nm < Aprone < 650nm) eine deutlicheAbsorptionaufweist.Eine Rotverschielbing des
Grundzustanddsannhierfur nichtdie Ursachesein,daeinemhei3enGrundzustandnit einer
typischenTemperatuvon 1000K[HAMM etal., 1997 in einfacheMNahrungein etwal0Onm
rotverschobene&rundzustandsspektrurageordnewverdenkann.Da transAzobenzolang-
wellig vonAprope= 530nmnichtmehrabsorbierfvgl. Abb. 4.2), kanndieauftretendé\bsorp-
tionsbandamit einemMaximum um 550nm nicht durcheinenheiRenGrundzustanerkléart
werden Einzig verbleibendendglicheUrsachdst eineexcited-stateAbsorption.

Die Amplitudenspektrerausder Datenanpassunder 440fs- und 3.3 ps-Kinetik (Abb. 5.2,
rechts)sind beideim Spektralbereictpope > 500nm positiv. Diesist, wie ebenausgefihrt,
demVerschwindereinerexcited-stateAbsorptionzuzuschreiberAlso verlal3tein Teil deran-
gergtentransAzobenzolmolekileie S;-Potentialflachenit 440fs, der Restmit 3.3ps Die
UnterschiedewischerbeidenAmplitudenspektreim Bereichder Grundzustandsabsorption
weisenaberdaraufthin, daf3sichdie AusgangszustandgerdenKinetikenzugrundliegenden
Prozessanverschiedene8tellenderS;-FlachebefindermiissenAul3erdenfallt auf,dalRder
Spektraherlaufder Amplitudender langsamerzeitkonstantg3.3ps demAbsorptionsspek-
trum desGrundzustandesehrahnlichist — allerdingsum etwa80nm rotverschobenDiese
Ahnlichkeit einesAmplitudenspektrummit demGrundzustandsspektruder Probeist auch
beiallenandererProbenfir die t—c-Isomerisierungu finden.

Erstmalssichtbarwurdebei denim RahmendieserArbeit durchgefuhrterMessungereine
Kinetik mit 11ps.Aufgrunddesspektralen/erlaufsdesAmplitudenspektrumdieserKinetik
unddemWert der Zeitkonstanteriegt die Vermutungnahe dalRhierbeiein intermolekularer
Abkuhlprozefbeobachteivurde(vgl. untencis—transReaktion).

Die verbleibendé\bsorptionsanderungulangenZeitentp > 1nsbzw. die Notwendigkeider
Verwendungpinereo-Zeitkonstanteim derDatenanpassungt derPhotoproduktbildunguzu-
schreibenein gewisserBruchteilderangergtenMolekiileist isomerisiertDa cis Azobenzol
einandereg\bsorptionsspektrurwie transAzobenzolufweistundlangzeitstabilst, istauch
beitp = 1nsnocheine AbsorptionsdnderundetektierbarEine Abschatzungler Isomerisie-
rungsquantenausbewtasdemVerhaltnisvon gemessendanglebigerAbsorptionsanderung
im Maximumderntt*-Bandezu maximalmoglichemSignal,wenn100%derangergtenMo-
lekile? isomerisiererwiirden,emgibt eine Quantenausbeuten W = 20% (vgl. auchBemer
kungenin Abschnitt7.2.9. Diesist in guter Ubereinstimmungu denin der Literatur ver-
offentlichtenWerten(vgl. Tah 4.1). Ob die Photoisomerisierungur mit 440fs bzw. 3.3ps
ablauftoder aberbeideKinetiken aucheine Photoproduktbildundpeinhalten kann anhand
der Amplitudenspektremicht entschiedemverden.

3ProAnregungsimpulsverden0.8%derim Anregungswlumenvorhandeneivolekiileangergt.
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7 Diskussion

7.1.2 cis—translsomerisierung

Auch die cis—translsomerisierungvurde schonfriither am Lehrstuhluntersuchtallerdings
erfolgte die Anregungwiederumbei Apymp = 435nm. Damalserhielt man eine dominante
Kinetik mit 180fs und zwei weiteremit einer0.9psZeitkonstanterund einervariablenZeit
von 3-20ps [NAGELE etal., 1997. Eine zusatzlicheyon Nageleet al. bei grol3ererAbtast-
wellenlangergefundenédynamik mit einercharakteristischedeit von 2.1 pskonntein den
neuenUntersuchungenicht beobachtetverden.Allerdings konntedies an denkleinen Si-
gnalennaheder Auflésungsgrenzees Systemdiegen. Die Amplitudenspektremer 0.9ps
Kinetik unddervariablenZeitkonstantevon Nagelesind denender 1.1 ps-und 11ps-Kinetik
(Abbildung 5.5 rechts)vom spektralerVerlauféhnlich[NAGELE, 199§. Auch die Amplitu-
derverhéltniss€¢schnellzu langsam)sindbei beidenMessungewergleichbar

Im Spektralbereichyrope > 580nm erkenntmansowohl andentransienterSpektreralsauch
andemsehrdominanterAmplitudenspektrunader 130fs-Kinetik (Abb. 5.5), da’3die Abnah-
mederBesetzungsdichi@esangergtenZustandesiberwiggendmit derZeitkonstantei 30fs
geschiehtOb mit der 130fs-Kinetik aucheine Photoproduktbildungerknipftist, kannmit-
tels deszugehdrigenPAmplitudenspektrumsicht beurteiltwerden.Allgemein erkenntman
in Amplitudenspektreeine Absorptionszunahmieei einemUbemgangvon einemZustandn
dennéachstemurchnegatve Amplitudenim entsprechendeBpektralbereichMit derBildung
desPhotoproduktesransAzobenzolmuRdie Absorptionim Spektralbereiclder transtut*-
Absorption(Amax= 320nm) relatv zumcisAusgangszustarstarkzunehmenBei Azobenzol
wurdemandeshallflr Aprone < 380nm negative Wertefiir die Amplitudender 130fs-Kinetik
erwartenwennmit dieserZeitkonstantemeil3esransAzobenzolgebildetwird. Gleichzeitig
mit der Absorptionszunahmedurchdie Bildung von transAzobenzolerfolgt aberaucheine
AbsorptionsabnahmaufgrundderabnehmendeBesetzungsdich@esangergtenZustandes.
Besitztdie excited-stateAbsorptioneinensehrgrol3enVirkungsquerschnitsokannamRand
der transtut' -Absorption(Aprone = 360— 380nm) dasSignalder abklingenderexcited-state
Absorptiondasjenigeder Photoproduktbildungiberwiggen.Es sind dannin diesemWellen-
langenbereiclpositve Amplitudensichtbar

Der spektraleVerlauf deszehnmalschwéacheremplitudenspektrumsler 11psKinetik ist
charakteristiscliir ein Kiihispektrum(vgl. Abb. 5.5). Esliegt somitdie Interpretatiomahe,
dalRdasmit 130fs gebildeteheil3etransAzobenzolmit 11ps abkihlt. Im Verlauf desAb-
kuhlvorgangesrerschiebtsich dasAbsorptionsspektrumau kiirzerenWellenlangerhin (vgl.
Diskussionder Abb. 7.11). Im Spektralbereiclder langwelligenFlankeder tut*- und nrt*-
AbsorptionerwartetmandahemwahrenddesAbkihlenseineAbsorptionsabnahm®&iesfuhrt
in diesemSpektralbereiclzu positven Amplituden der damit verbundenenZerfallskinetik.
Im Abtastwellenlangenbereiater kurzwelligenFlankender Grundzustandsabsorptigollte
hingegeneineZunahmeder Absorptionund somitbei der Datenanpassungggative Amplitu-
denauftreten GenaudieserVorzeichenwechsést im Amplitudenspektrunder 11ps-Kinetik
sichtbar Im Amplitudenspektrunder 11ps-Kinetik kannabernochein zusétzlicheBeitrag
enthaltensein: aufgrundder sehrkleinen Amplituden fir Aprope > 550nm kann nicht end-
gultig entschiederwerden,ob ein sehrkleiner Bruchteil der angergten Molekiile die $;-
Potentialflacherstnachetwallpsverlafit.
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7.1 Azobenzol

Die Amplitudender 1.1ps-Kinetik verschwindenm langwelligenSpektralbereicliAprope >

600nm). Da der angergte Zustandbei allen anderenuntersuchteriProbenauchin diesem
Wellenlangenbereiclbsorbierthat, erscheintes unwahrscheinlichdal® dies bei Azoben-
zol andersist. Daher muf3 die 1.1ps-Kinetik einen anderenUrsprungals einen $;— So-

Ubemang besitzen,da sonstauch fir Aprobe > 600nm von Null verschiedeneAmplitu-

den auftreten miften. Eine mogliche Ursacheist die intramolekulareEnegieum\ertei-
lung [KAISER, 1985 KAISER undSEILMEIER, 1987. Nach dem schnellenUbeigang auf
die Sp-Potentialflachegeht die Besetzungerteilung der Schwingungsmodedes Molekils
von einer nichtthermischenn eine thermischeVerteilung tber Am Ende diesesProzes-
seskann dem Molekil danneine interne Temperaturvon etwa 1000K zugeordnetverden
[WILD etal., 1985 HAMM etal.,1997. Dasin Verbindungmit dieserEnegieum\erteilung
erwarteteAmplitudenspektrumentsprichtaber nur begrenztdemjenigender 1.1 ps-Kinetik
von cisAzobenzol Die 1.1 psKinetik kanndahemichteindeutigeinembestimmterphysika-
lischenProzelzugeordnewerden.

Eine GroRRenordnun¢gangsamenwollzieht sich der Warmeaustausciwischendem Molekail
unddemumgebendeh6sungsmitte(Warmebad]K AISER, 1985. In einemZeitbereichvon
10— 20pskuhlt dasMolekil auf die Umgelungstemperatiab[HAMM etal., 1997. Thomas
N&gelehatdie fur diesenAbkihlvorgangcharakteristisch@ellenlangenabhangigkeler zu-
gehdrigenZeitkonstantemachweiserkénnenund eine variableZeitkonstanteson 3 — 20ps
gefunden NAGELE, 199§. Da die UntersuchunglieserVorgangenicht Schwerpunktieser
Arbeit war, wurdenim Rahmender Auswertungder Mel3egebnissekeinevariierenderZeit-
konstantewverwendetDie beobachtetgeit von 11pspaldtabergut zu einem,Mittelwert* der
variablenZeiten. Theoretischd&rechnungehonntenunlangstoestatigengdalidie Enegieab-
gabedesAzobenzolandasLosungsmitteln diesenZeitrahmerablauftf CARSTENS, 2001].

EineFragedrangtsichnunauf: WarumsiehtmandieseThermalisierungsand Kiihlvorgange
bei transAzobenzolnicht so deutlich?Eine moégliche Antwort ist, daf3 die durch dasAb-
kihlenhenorgerufenembsorptionsdnderungékein sindim Vermgleich zu denendurchdie
excited-stateunddie GrundzustandsabsorptioerursachtenDeshalbwird mandencharak-
teristischerspektralerVerlaufder Amplitudenspektrenur erkennenywennkeine Absorption
in hohereZustandeerfolgenkann.Esdarfalsoim ZeitbereichdesAbkiihlenskeinenS;— Sop-
Ubemanggeben.Fiir cisAzobenzolist dies (weitgehenderfiillt. Nachdemsehrschnellen
Potentialflachenwechselul3 fast die gesamtedurch die Anregung deponierteEnegie um-
verteilt werden.Daherkannmansawohl die intra- wie auchdie intermolekulareEnegieum-
verteilungbeobachterAngerate transAzobenzolmolekileerweilenhingegenteilweiseer-
heblichlangerim angergtenZustand(3.3p9. Dain diesemFall sovohl die intramolekulare
Enegieum\erteilungals auchder S;— Sy-Ubemgangauf ahnlichenZeitskalenablaufen wird
im zugehorigerAmplitudenspektrundasThermalisierungssignabn der viel starkeremb-
nahmeder excited-stateAbsorptiontiberdecktVergleicht manaberdie Amplitudenspektren
der 11ps-Zeitkonstanteon trans und cisAzobenzol,so erkenntman eine ziemlich grol3e
Ubereinstimmung— ein Hinweis dafuir, daRdie zugrundeligenderProzesselieselbersind:
dasintermolekularédbkihlenerfolgtbeibeidenlsomeremit einerZeitkonstantewon 11ps

Berechnetman die Isomerisierungsquantenausbeatd die gleiche Weise wie bei trans
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7 Diskussion

Azobenzol,soerhaltman¥ = 30%,wobeil.1%der Molekileim Probewrolumenangergt
wurden.DieserWert erscheinim Vemleich zu denLiteraturwertenW)i; ~ 50%) etwasnied-
rig. Wie in Abschnitt7.2.2naherausgefihrtbetragtallerdingsderrelative Fehlerder Quan-
tenausbeutebestimmuatya50%,sodaRinnerhalbderFehlegrenzereineUbereinstimmung
gegebenist.

7.1.3 Isomerisierungsmec hanism us

Ein wichtiger Aspektbei denphotochemischekigenschaftewon Azobenzolist der Reakii-
onsmechanismu$VelcheReaktionswge sind denkbarHHangendiesevon denunterschied-
lichen Anregungsbedingungesib und sind die Modellvorstellungemmit denexperimentellen
und theoretischerergebnisservereinbarHinweise,dal’die Verhaltniss&kompliziertersind
alsz.B.bei Stilben,gabesbeispielsweisdurcheineAnalysederspektralerAbhangigkeitder
QuantenausbeuteBei einer Anregungin der nit*-Bandeist die Quantenausbeutér beide
Reaktionsrichtungegrolerals die entsprechendeei Tut*-Anregung(vgl. z.B. [RAuU, 199Q
und Referenzerdarin). Desweitererwurde festgestelltdaR auchmit Kronetherverbrickte
AzobenzoleisomerisiererfRAU und LUDDECKE, 1982 RAU, 1984 LEDNEV etal.,19984.
DieseDerivatesind sterischdarangehinderteine Rotationsbe&vegungum die N=N-Bindung
auszufuhrenzZusatzlichstieg die QuantenausbeutiéesermodifiziertenAzobenzolebei Tut*-
Anregung auf denWert bei einer nrt*-Anregung an. Deshalbwird heuteangenommengaf3
derlsomerisierungsreaktiga nachAnregungswellenl&nganterschiedlichésomerisierungs-
mechanismerzugrundeliegen: der Anregungin der nit*-Bandefolgt eine Inversionsbee-
gung, bei der das Molekil einen semilinearenZwischenzustandlurchlauft. Hingegen er-
folgt bei einer Anregungin der Tut*-Bandeeine RotationeinesPhelrylringesum die N—N-
BindungsachsfRAu, 1997. Auchtheoretisch®erechnungeron Absorptionsspektrurand
Resonanz-Raman-Argengsprofilerder nit*-BandegebenHinweiseauf eine Inversionsbe-
wegung[Biswas undUMAPATHY, 1995.

Anhandder experimentellerBefundewurdenvon Monti et al. sawie Rauet al. theoretische
BerechnungedurchgefuhrfMonNTI etal., 1982 RAu, 1984. DasErgebniswarenPotential-
kurven,die nachdenComputerberechnungemchso modifiziertwurden,daf3die bekannten
experimentellerFaktenBericksichtigundganden.

In Abbildung 7.2 sind die einfacheneindimensionalerPotentialerlaufefir den Grundzu-
standsowie denerstenund zweitenangergtenZustand(ntt* und rut*-Anregung)daigestellt.
Dort sind die Ergebnissevon Monti und Mitarbeitern(Inversionsrichtungund Rau (Rota-
tionsrichtung)vereint. AnhanddieserPotentialdarstellungassensich viele beobachteté&r-

gebnisseerklaren:so erfolgt natirlicherweiséei nrt*-Anregung eine Inversionsbeegung,
dadie RotationdurcheinehohePotentialbarriereerhindertwird. Dagegenbeginnt nachei-

ner TuT* -Anregung erst eine Rotationsbeegung, bis ein Ubelgangauf die S;-Flachestatt-
findet und die Reaktiondannentsprechender Topologie dieserPotentialflacheveiterlauft
[MONTI etal., 1982 RAuU, 1990 AzUMA etal., 1998 LEDNEV etal., 19984.

Der nt*-Anregung in den S;-Zustandfolgt eine Bewegung in Richtung des Potentialmi-
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7.1 Azobenzol

nimums. Die Geschwindigkeitmit der dieseserreichtwird, hangtauchvon der Steigung
des Potentialsim jeweiligen Franck-Condon-Bereichh Bei transAzobenzolist die S;-

Potentialflachensgesamflacherals bei cisAzobenzol worausfur translsomereeinelang-
samerelsomerisierungsreaktioals fur cisIsomerefolgen sollte. Dies wird fir die jeweils

schnellsteKinetik derbeidenlsomereauchbeobachtetDer strahlungslos&Jbelgangauf die
Grundzustandsflaclezfolgtmit dergrol3tenWahrscheinlichkeitm PotentialminimunderS; -

Flache,dasichhier die beidenPotentialflachemm nachsterkommen.Mit der Zeit gibt das
Molekil danndie nochiiberschiissigenegie andie Umgehungab: eskiihlt ah

o0 SR

5

Energie / eV

Abbildung 7.2: EindimensionalePotentialkurenverldufe flir den Grundzustandsavie den ersten
und zweitenangergten Zustand.Die Abbildung vereintdie Ergebnisseder Rechnungervon Mon-
ti und Mitarbeitern (Inversionsrichtung[MONT! etal., 1987) sawvie Rau et al. (Rotationsrichtung
[RAU, 199Q). Die Abbildungist [NAGELE, 199§ entnommen.

In den letzten Jahrenhat sich immer mehr gezeigt,dafd diese einfacheadiabatischeDar-
stellung verbesseriwverdenkann, indem man ultraschnelleReaktionendurch Bewegungen
aufmultidimensionalefPotentialflachebeschreibf SCHNEIDER etal., 1990. In diesemFall
konnendie Potentialflachemer elektronischerZustandeentartetsein. Die Potentialflachen
kénnendann durch einen ,Reaktionstrichtermiteinanderverknipft sein, der einen au-
RerstschnellenUbeigangvom angergten Zustandin den Grundzustanarmaglicht (koni-
scherSchnitt, siehez.B. [STock undDOMCKE, 1993 KLESSINGER, 1995 StocCkK, 1995
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SEIDNER undDOMCKE, 1994 SEIDNER etal.,1999). Diesistim eindimensionaleadiaba-
tischenBild nicht moglich,daesdort keineDurchkreuzungon Potentialkurengebendarf.

Fur Azobenzolkann mansich den Reaktionsablaufiannso vorstellen:nachder Anregung
auf die S;-Potentialflachesrfolgt vom Franck-Condon-Bereicauseine Bewegung auf die-
ser Flachein Richtung deslokalen Gradienten Dieserfuhrt zu einem Minimum, dessen
Enegie mit der einesMaximumsder Grundzustandsflachentartetist (konischerSchnitt).
DerjenigeTeil der Molekiile, der diesenSchnittpunktdirekt trifft, wechseltsehrschnellauf
die Grundzustandsflach®er andereTeil benoétigtmehr Zeit zum ,Finden* deskonischen
SchnittesundermdéglichtdasAuftreteneinerlanglebigererexcited-stateAbsorption.Mit die-
semModell l[aRtsichauchderbeobachtetgroRereAnteil von langsamereagierendetrans
Azobenzolmolekileroei langwelligerenAnregungswellenlangemim Vergleich zu denMes-
sungenvon Nageleet al. verstehenJe niedrigerdie Anregungsenegie ist, destonaheram
Minimum der S;-Flacheerfolgt der S;— So-Ubergang,da der enepetischeAbstandder So-
und der S;-Potentialflacheum Minimum der S;-Flachehin abnimmt.Setztmannéherungs-
weiseeinenparabelformigerPotentialerlauffir die Enegie desS;-Zustandesn, soist die
Si-FlachebeziglichderinteressierendeReaktionskoordinatemsoflacherje naheranihrem
Minimum mansich befindet.Somitist die Franck-Condon-Rgon umsoflacher je langwel-
liger die Anregungswellenlangést. Die Bewegungin RichtungdesMinimums startetdaher
beieinerlangwelligenAnregungnichtsogerichtetauf denkonischerSchnittzu wie beieiner
Anregungmit Licht kurzererWellenl&ange Die Folgeist, daf3im erstenFall mehrMolekiile
densehrschnellenlJbemgangsbereicder Potentialflachegverfehlen“.Dasvon Ledner etal.
beobachtet&/erschwinderder sehrschnellerKinetik (600fs) bei Apymp = 503nm (vgl. Be-
merkungobenund[LEDNEV etal., 1998K) kbénnteauchdamiterklartwerden,dal3beidieser
Wellenlangenurein sehrkleinerTeil in sehrkurzerZeitisomerisiertDer kleine Signalbeitrag
derschnellenabernur schwachpopuliertenSpeziekonnteesLedney, in Verbindungmit der
schlechterzeitauflésungunmaoglichgemachhabendieseschnelleSpezieszu beobachten.

Es sind also noch weitere Experimentenotwendig,um eine wirklich detaillierte Beschrei-
bung der Isomerisierungshreegung von Azobenzolgebenzu kénnen.Wahrscheinlichsind

mehrereReaktionskoordinatean der Isomerisierungmafigeblichbeteiligt. Denn eine rei-

ne Inversionsbe/egung ist aus sterischenGriindennicht moglich: die beidenPherylringe

wirdenbeim cisIsomer zusammenstol3emaher mufd noch eine Torsionskoordinatdin-

zugenommenverden.Diesebeschreibdie Drehungum eine N-C-Bindung.Dadurchkén-

nen sich die Pherylringe gegeneinandewrerdrehenund das Molekil kann diejenige cis

Konfigurationeinnehmenwelchein Experimentergemessewurde(vgl. Abb. 4.1). DerHula-

Twist-Isomerisierungsmechanismualgr in Abschnitt4.1.1schonerwahntwurde,beinhaltet
einesolcheTorsionkoordinat§ WACHTVEITL etal., 1999.

Zusammenfassung Azobenzol
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7.2 Die APB-Familie

Azobenzol stellt sich als gut geeigneterPhotoschaltedar, um in Modellpeptideneine
(Ent-)Faltungsreaktiozu starten:

e esisomerisiertsehrschnell (440fs und 3.3ps fir die trans—cis und 130fs fur die
cis—transReaktionsrichtungBeidelsomerehaberihre Reaktiornachspéatesten20ps
abgeschlossen.

¢ die Quantenausbeutesndrelativ hoch.

¢ die beidenisomereabsorbieremunterschiedlichund sind somiteinerselektven Prépa-
rationundspektroskopischeldntersuchunguganglich.

¢ DerFarbstof ist UberlangeZeit photostabil.

7.2 Die APB-Familie

7.2.1 Der Chromophor APB EA

Wie schonweiter obenausgefihrtywurdeder ChromophorAPB wegender spektralerLage
seinerAbsorptionsbandeim RahmerdieserArbeit nichtuntersucht.

Am Lehrstuhl wurden allerdings schon friiher femtosekundenspektroskopischmtersu-
chungenvon APB durchgefuhrt,wobei nur die trans—cisReaktion betrachtetwurde
[WACHTVEITL etal., 1997. Die Anregung erfolgte bei Apump = 435nm in der rut*-Bande.
Es konntegezeigtwerden,daRauchAPB in etwa 1ps mit einer Quantenausbeuteon ca.
20% isomerisiert.Desweitererwurdeim Bereichvon 3-15ps ein Absorptionssignagefun-
den,dennerspektraleNerlauftypischfir dasintermolekulareAbkihlenist (vgl. Diskussion
Abschnitt7.1.2. Es konntenicht ausgeschlossemerden,dafein geringererTeil der APB-
Molekuleevtl. erstaufdieserZeitskalaisomerisiert.

Somit war gesichert,dafld zumindestfir die trans-—cis-Reaktionsrichtunglie Eigenschaft,
schnellundmit hoherQuantenausbeui isomerisierenerhalterbleibt.

7.2.2 Das Modellpeptid IAPB

=

Die UntersuchungleslinearenAPB-Peptidesst ein wichtiger Zwischenschritauf demWeg

vom bereitsvorgestellterAzobenzolzumzyklischenAzopeptid.Zu Beginn dieserArbeit war
bekanntdaRIAPB lichtinduziertisomerisiertIn welchemZeitbereichdieserProzelfablauft,
war unbekanntAm EndedesAbschnittesr.2.3(Seite112) sindin Tabelle7.1 die Quanten-
ausbeutesawie dieausderDatenanpassureghaltenerZeitkonstandemon AzobenzolJAPB

undcAPB aufgelistet.
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trans— cisIsomerisierung

Wie ausAbbildung5.7 ersichtlich,bendtigtmanzur Anpassungler DatensehrahnlicheZeit-
konstanterwie bei transAzobenzol.Die schnellsteZeitkonstantebei IAPB (390fs) ist un-
wesentlichschnellerals bei reinemAzobenzol(440fs). DasAuftreteneinersolchschnellen
Kinetik bedeutetgalRauchbeiderAnregungvon|APB in derntt*-Bandeein Reaktionsschritt
der Isomerisierungsheegung sehrschnellgeschiehuund/oderein Bruchteil der angergten
Molekulevollstandigisomerisiert.

Am Auftreten von Amplituden im langwelligen Spektralbereichwelche nur durch eine
excited-stateAbsorptionhenorgerufenwerdenkénnen,erkenntman, daf3 einige angergte

Molekdle die S;-Zustandsflacherstmit einer Zeitkonstantervon 9.5ps verlassenDie ne-

gativen AmplitudendieserZeitkonstanteim Aprone = 360nm entstehemlurchdenRickgang
desAusbleichsignaleaufgrundder WiederbesetzundestransAusgangszustandeBei die-

ser Kinetik beobachtetnan also hauptsachlichiMolekiile, die nicht isomerisierensondern
nachderAnregungin denAusgangszustarmiriickkehrenDa dasMaximumder Amplituden
(A =450nm) der9.5psZeitum 50nmrotverschoberzu jenemder3.3psZeit von Azobenzol
(A = 400nm) auftrittundin denDauerstrichspektretasMaximumder transtut*-Absorption
ebenfallsbei IAPB um fast 50nm gegentiberAzobenzolrotverschobenst, liegt der Schluf
nahe dalRdie AmplitudendieserKinetikenbei AzobenzolundIAPB gleichenmit demGrund-
zustandverknipftenProzesserauzuordnersind.

Ob zudenAmplitudenspektrener 1.9ps-Zeitkonstanteventuellzwei Prozessdlie excited-
stateAbsorptionim gesamteispektralbereichindein Kiihlenim BereichderGrundzustands-
absorption beitragen kann anhandder vorliegendenDaten nicht entschiedemwerden.Der
spektraleverlaufder Amplitudender 1.9 ps-Kinetiklegt deigleichenabernahe.

DasVorhandenseiriner 120ps Zeitkonstantemarf nicht tberbavertetwerden.Die Ampli-
tude ist ber den gesamtergemesseneBpektralbereictsehrklein. Vor allem bei Aprope >
550nm, wo ein Nachweisder BesetzunglesangergtenZustandeginfachist, betragtihr An-
teil nur 1% desGesamtdtktes.Die Ursachdir dieseKinetik konntefolgendesein:Nachder
Isomerisierung/on transIAPB muf3dasPherylalaninandemeinemEndedesChromophores
einenPlatzsehrviel naherbei denrestlichenAminoséurereinnehmerwie vor der Isomeri-
sierung(vgl. auchdie StrukturformelTah 4.3). MoglicherweisebeeinfluR3tdasaufgrundvon
sterischerBehinderungenotwendigeRearrangementesPherylringesdenChromophound
fuhrt zu dersehrschwacheni20ps-Kinetik.

Berechnetnanausderin Tabelle4.5genannteiKonzentratiorunddemAbsorptionsspektrum
denProzentsatderangergtenMolekilepro Anregungslichtimpulssoerhéltman3.6%.Die
Isomerisierungsquantenausbeldtét sich folgendermalRebestimmenzuerstberechneman
ausdenbekannterAbsorptionsspektreder beidenlsomeredasDifferenzspektrunD(A) =
Arrans(AN) —Acis(A). Die Spektrersinddabeiaufdie KonzentratiordertransProbewahrender
Femtosekundenmessungrmiert.Firdie maximaleAbsorptionsdiferenzim Spektralbereich
dertranstut-AbsorptionerhaltmansomiteinenWertD(Amax). Multipliziert manD(Amax) mit
demProzentsatR der pro LaserlichtimpulsangergtenMoleklleim Anregungswlumen,so
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erhéltmaneineGroRed = D(Amax) * R. Diesegibt an,welcheAbsorptionsanderunganbei

derWellenlange\max messerwirde,wennalle angergten Molekileisomerisiererwtrden.
AusdenMelRdatediestmanab,wie grof3die Absorptionsdnderunigei derselbeWellenlange
zuspaterVerzogerungszeitelA(tp > 1ns Amax) ist. Setztmanvorausdafinachlnsjegliche

Photoproduktbildung@bgeschlosserst, so kann man die Quantenausbeutgurch Division

berechnen:

AA(tp > 1nS Amax)

W=
d

Hier ist jedochVorsichtgeboten!ist daszur Berechnungron d verwendeteDifferenzspek-
trum soskaliertwie obengefordertdanndiirfenzur Bestimmungron AA(tp > 1nS Amax) die

in dieserArbeit abgebildeterDatennicht direkt verwendetwerden.Dennwie in der Einlei-

tung zu Kapitel 5 beschriebemwvurde,sind die Datenfir die AbbildungenausGrindender

Vemleichbarkeitso skaliert, dafd Airans(480nm) = 0.05 bei einer Schichtdickevon 0.5mm

gilt (vgl. Seite63). Vor der Weitenerwendungler ausdenAbbildungenabgelesenelerte

misserdieseauf die Konzentratiorder Probebei den Femtosekundenmessungeskaliert
werdenDie gro3tenFehlerquellerbei der Berechnungler Quantenausbeuteasultiereraus

nur ungenatbekannterKonzentrationemer Probenwodurchauchder ProzentsatR einen

entsprechendérehleraufweist.Ebenfallsmit groRenFehlernbehaftetsind die Absorptions-
spektremAans(A) undAgis(A) im Spektralbereiclder nrt*-Absorption.Daherist der relative

FehlerdernachobigerMethodeberechnete@uantenausbeutwa’ly = 50%.

Zur Uberprifungder berechnetetQuantenausbeutdalit sich auf einemandererWeg eine
obereSchranke®[ S fiir die Quantenausbeutgestimmef. Nimmt manan, daRim Bereich
der transtut'-Absorptionder Wirkungsquerschnittier excited-stateAbsorptionNull ist, so
ist der Quotientausder Absorptionséanderungu sehrfrihenVerzdgerungszeitetp = 200fs
undderjenigerbeitp = 1nsgleichderQuantenausbeutBerechnemandiesesverhaltnisfir
die Wellenlange\max mit demgro3tenEffekt im Bereichder transtut -Absorption,soerhalt
man:

WIS _ AA(tp > 1nS Amax)
max AA(tp = 200fs, Amax)

DabeideAbsorptionsdnderungausdemselbe®atensatgenvonnernwerdenunddie absolu-
te SkalierunglerMeRdatemichtin die GroReW S eingehtjstihr relativer Fehlersehrgering

TS
und betréigtetwa%}j’{gax = 5%.Diesheif3t,dal3die soberechnetebereSchrankesinensehrre-

striktivenGrenzwerdarstellt Will mandie Annahmeaufgebendal3derWirkungsquerschnitt
derexcited-stateAbsorptionNull ist, so stehtmanvor demProblem welcheAbsorptionsén-
derungdie excited-stateAbsorptionbei der Wellenlange\max zu frihenVerzdgerungszeiten
henorruft. Als einfacheNaherungbietetessichan,denmaximalenwWert der Absorptionsan-
derunghA(tp = 200fs, AlSt ) im WellenlangenbereichuRerhallderGrundzustandsabsorption
zuverwendenDennin diesemWellenlangenbereictvird dasMel3signalzu frithenVerzége-
rungszeitemur durchdie S;— Sy-Absorptionder angergten Molekiile henorgerufen.Eine

“Das'TS’ stehtfiir transienteSpektrum.
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Abschatzungler Quantenausbeuteerechnesichdannmit

AA(tp > 1ns Amay)
AA(tp = 200fs, Amay) — AA(tp = 200fs, AISL)”

TS _

Der Wert WTS st meistetwaszu grof3, dadie naherungsweiseerwendeteéAbsorptionsander
ungAA(tp = 200fs, Al ) fiir die excited-stateAbsorptionbei Amax eherzuklein ist.

Fir die c—t-Reaktionsrichtungdalit sich die Methodeder Quantenausbeuteberechnuangs
dentransienterSpektren(W>. und WTS) nicht einsetzengda dasAusbleicherdesGrundzu-
standesn der cisut*-Bande(Amax = 270nm) untersuchiverdenmiif3te.DieseWellenlange
liegt aberweit aul3erhallllesuntersuchteispektralbereiches.

Wendetmandasbeschrieben¥erfahreraufdie Mel3datervon|IAPB (t—c) an,soerhéltman
die zueinandekonsistentemVerteW ~ 7%, WS, = 20%und W' = 11%. DieseErgebnisse
zeigen,dal3die trans-s cis-Isomerisierungsquantenausbeuba IAPB einenFaktor 3 kleiner
ist alsdie vonreinemtransAzobenzol savie einenFaktor 2 kleineralsjenevon transAPB.

Die Ursacheder Reduktionder Isomerisierungsquantenausbeigiedie zusatzlicheMasse
an den Endendes ChromophoresDies erklart sich folgendermal3enDer angergte trans

Chromophorbeginnt die Isomerisierungsheegung. Diese initiale Kinetik ist sogaretwas
schnellerals bei Azobenzol.Sehrbald aberverlangsamsich die mit derIsomerisierunger-

bundeneGeometrieanderungdadie AminosaurerdurchdenChromophomitbevegt werden
mussenDiese Verlangsamungler Bewegung in Richtungdes Minimums (S;) sawie eine
eventuelleVeranderunglesReaktionspfadeauf der S;-Potentialflachéatzur Folge,dalRdie
Wahrscheinlichkeisteigt,schonvor demErreicherdesPotentialminimumsufdie Sp-Flache
zuwechselnDort angelangtgibt esabernur einemdglicheReaktionsrichtungind die flihrt
zurtckin dentransAusgangszustandie Quantenausbeutst erniedrigt.

DadasVerhaltnisder Anzahlder AminosaurerandenEndendesChromophore4.:7 betragt,
wird sichaufgrunddergeringererMassentraghetiauptsachliclienesEndebevegen,andem
sich nur eine Aminosaurebefindet.Ein interessanteExperiment,welchesdie Theseunter

stltzerwirde,dal3die Massentraghefiir denRickganglesQuantenausbeuterantwortlich
ist, ware die UntersuchungeinesLinearpeptidesnit einemAufteilungs\erhaltnisder Ami-

nosaurenvon 4:4. Da dannbeideEndendesChromophoregleich stark behindertsind und
sichlangsamebevegenwerdenalsmit nureinerAminosauresolltedie Quantenausbeubei

einerderartigerProbegegenibedemWert W = 7% nochmalgeduziertsein.

Cis— translsomerisierung

Die fur IAPB beobachteteKinetiken (380fs, 3.4ps 33p9 unterscheidesich bei der c—t-
Reaktionsrichtungrheblichvon jenenfiir Azobenzol.Die schnellsteDynamikist bei IAPB
(c—t) fasteinenFaktor 3 langsamemls bei Azobenzol.Méglicherweiseist dies eine Aus-
wirkung der héherenMassentragkeidufgrundder AminosaurenAllerdings erfolgtebei der
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t—c-lsomerisierung@uchdeinedramatisch&/erlangsamungderschnellsterKinetik. Einean-
dereErklarungsmoglichkeitst eine geanderteéSteigungder S;-Potentialflachen der Frank-
Condon-Rgion. DurchdasAnbringendesN- und C-TerminusandasAzobenzolkonntedie
Steigungder S;-Potentialflachegegenibercis Azobenzolreduziertsein. Da aberkeine Er-
kenntnisselber die Dynamik von cissAPB vorliegen, kann hier keine endgiltigeAussage
dariibemgetrofenwerden,ob auchbei APB (c—t) schoneineVerlangsamungderschnellsten
Kinetik auftritt oderob diesedurchdie Aminosaurerverursachtst.

Vor allem die Amplitudenspektrerder Zeitkonstanter880fs und 33ps weisenim Bereich
der transtut*-Bande(Aprope < 400nm) einezum Dauerstrichdifierenzspektrunsehrahnliche
Form auf. Das nggative Vorzeichenin diesemWellenlangenbereichedeuteinen Anstieg

der Absorption,d.h. die Bildung einesZustandesder — zumindesin der rut*-Bande— wie

translAPB absorbiertSomitliegt esnahe,diesals Photoproduktbildungon translAPB zu

interpretierenDiesheil3t,dal’die Bildung von transIAPB aufdrei ZeitskalerstattfindetDie-

sesVerhaltenist vollig andersals bei Azobenzol.Dort gibt esnur einesehrschnelle gxtrem

dominanteKinetik (130fs), die fur die Bildung von transAzobenzolin Fragekommt. Die

AussagedaRauchdie 33psKinetik einenS;— Sp-Ubeilgangbeschreibtwird gestiitzidurch

denim zugehdrigerAmplitudenspektruniei Aprone > 550nm sichtbarerBeitragderexcited-

stateAbsorption.Die S;—Sy-Absorptionist nicht mehrso langwelligwie bei denschnelle-
ren Dynamiken.Dies laf3t sich wie folgt erklaren:je mehr Zeit nachder Anregung vergeht
bevor derUbemgangin denGrundzustandtattfindetdestomehriiberschiissigénegie konn-

te dasMolekil bereitsan dasLésungsmittelabgebenDamit verbundenerwartetman eine

Blauverschieling der Absorptiondesangergten ZustandeskExakt diesbeobachtetanbei

den Amplitudender drei ZeitkonstantenDas anfanglicheMaximum des Amplitudenspek-
trumsder 380fs-Zerfallszeitbei Aprope = 600nm verschiebisichum 70nm auf etwa530nm

(3.4psKinetik). DannwandertdasAmplitudenmaximummur mehr30nm zu Aprope = 500NmM

(33psKinetik). Daserstschnelleunddannlangsamer&/erschieberfvgl. auchdie transienten
Spektrenin Abb. 5.9 links) pal3tzu der Tatsachedalddie Enegieabgabean dasLésungs-
mittel erstschnell(bei groRem, TemperaturunterschiedtvischenMolekil und Umgelung)

geschiehtinddannimmerlangsamewird.

Mit denin Tabelle4.5 genannteatenberechnesichder Anteil derpro Anregungslichtim-
pulsangergtenMolekileim Anregungswlumenzu R = 3.9%. Hiermit berechnesichnach
derbeidert—c-lsomerisierungpeschriebenelethodeeineQuantenausbeute = 44%.Die-
seist somitim RahmerderFehlegrenzergleichgrol3wie jenevon cis Azobenzol Eineobere
Schrankdtr die Quantenausbeuteie bei translAPB |aRtsich aufgrundder spektralerGe-
gebenheitenron cis|APB mit denvorhandeneatennicht ermitteln.

Zusammenfassung |APB

Es konntenachgaiesenwerden,dalRdie lineare VorstufelAPB die t—c- sowie die c—t-
Isomerisierungmmer nochinnerhalbvon Pikosekundemlurchfiihrt.Die Reaktionerzeigen
allerdingsdeutlich multiexponentiellenCharakter(t—c: 390fs, 1.9ps, 9.5ps c—t: 380fs,
3.4ps 33ps).UrsachalieseiMultiexponentialitaist die Massentragheder Aminosaurekette.
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JenachdermomentaneionformationderAminosaurekettest ein ErreicherjenesBereiches
aufderS,-Flache yon demein Ubelgangauf die Grundzustandpotentialflackefolgenkann,
schnelleroderaberlangsamemaoglich.

Die schnellsteKinetik dert—c-Reaktionvon IAPB (390fs) ist gegentiberAzobenzol(440fs)
leichtbeschleunigtfir die c—t-Reaktionergibt sicheineVerlangsamunderschnellsterKi-
netik von 130fs (Azobenzol)auf 380fs (IAPB). Der Schlul3,da3aufgrundder Beschleuni-
gung (t—c) bzw Verlangsamungc—t) der schnellsterKinetik auchdie Quantenausbeuten
relatv zu Azobenzolerhoht(t—c) bzw. erniedrigt(c—t) seinsollten,ist allerdingsnichtrich-
tig. Denndie Isomerisierungsquantenausbeistfur die t—c-RichtunggegeniberAzoben-
zol signifikantreduziert(Y = 7%), fir die c—t-Richtung(¥ = 44%) allerdingsim Rahmen
der Fehlegrenzenidentischzu jener von Azobenzol.Dies bedeutetdal? die Reaktionsge-
schwindigkeitin denerstenpaarhundertFemtosekundenicht mit derlsomerisierungsquan-
tenausbeutgekoppeltist. Vielmehrzeigt der multiexponentielleCharakterder Dynamiken,
dal3die Aminoséaurerfir beidelsomerisierungsrichtungeru einererheblicherVerzégerung
des S;—Sp-Ubegangesfiihren. Somit bleibt als Erklarungfir die beobachteteiQuanten-
ausbeutemur eine Anderungder Beschafenheitder S;-PotentialflacheAuf demWeg von
der transFranck-Condon-Rgon ins globale Minimum der S;-Flachemussernmehr kineti-
scheFallen (lokale Minima) bzw. Gelegenheiterfir einen S;— Sy-Ubegangexistierenals
auf demReaktionspfadler angergten cisMolekiile. Die angergten cisIAPB-Molekile er-
reichendasglobaleMinimum der S;-Flachevielleicht etwasverzégergegenubeAzobenzol,
wechselrabererstdortaufdie So-Flacheliber:dielsomerisierungsquantenausbdsatéhnlich
zu jenervon cisAzobenzol Fir translAPB er6ffnensich mehrMoglichkeitenalsfir trans
Azobenzolfruhzeitigaufdie Grundzustandpotentialflaclkia wechselndie Quantenausbeute
ist reduziert.

C==P 7.2.3 Das Modellpeptid CAPB

Mithilfe dieserProbesolltedie spannend&ragebzgl.derSichtbarkeitvon Konformationsdy-
namikin Modellpeptiderbeantwortetverden EsstelltesichherausdalidiesesyklischePep-
tid sehrwohl photoinduzieriKonformationsiube@dngevollzieht, welcheaufgrundvon Riick-
wirkungenaufdenChromophoiin pump-probe-Experimentam sichtbarerSpektralbereich
erkennbasind.

Von denNMR-Strukturuntersuchunggrgl. Abschnitt4.4.2 war bekanntdaf3ein Konfor-
mationstubegangnachderlichtinduziertenisomerisierunglesChromophorestattfindet Fur
die Begriffsdefinitionvon ,Faltung“und, Entfaltung” sindjedochzwei Sichtweisermdglich.
Zum einengibt esdie physikalisch-entropisch&ichtweisevon Faltung.In diesemBild steht
der Begriff Faltungfiir einenUbeigangvon einemZustandmit groRemzuganglicherkon-
formationsraun{=grofReAnzahlvon mdglichenKonformationenyu einemZustandmit einer
gegenuberdemAusgangszustaneingeschrankteAnzahlvon KonformationenFur Proteine
im allgemeinenbedeutetFaltung also den Ubeigangvon nicht-nativen Zustandereur nati-
ven Struktur Auf daszyklische Azopeptid cCAPB angavendet,mufld man beim cis— trans
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Ubemangvon einer lichtinduziertenFaltung sprechenda furr dieseReaktionsrichtunggine
EinschrankunglesKonformationsraumesrfolgt (vgl. NMR-Struktur, Abb. 4.4). Auf deran-
derenSeitegibt eseinebiologischeSichtweise bei welchersich der Begriff Faltungdurch
dasAusbildenvon SekundayTertiarstruktuelementerefiniert.Fir ,normale” Proteineent-
sprichtder Prozelder FaltungalsowiederdemAufbau der nativenrdumlichenStruktur Bei

denin dieserArbeit untersuchterzyklischenPeptidenist in der biologischen— und intui-

tiven — Sichtweiseaberder trans- cis-Ubegangals Faltung zu bezeichnenda das Pep-
tid fur dieseReaktionrichtungsekundarstrukturelemengisbildet(vgl. NMR-Strukturund
[RANKA etal.,20000). Somitist fur die zyklischenPeptidedie Definition von Faltungin der
physikalisch-entropischamd derbiologischerSichtweisegenaltentggengesetzim weite-
renVerlaufdieserArbeit findetdie biologischeDefinition von FaltungAnwendung.

Von denNMR-Strukturuntersuchungest bekanntdal3cAPB reversibeleinelichtinduzierte
Faltungs-/Entfaltungsreaktiaturchfiihrerkann.Zudemliefertendie Experimenteamlinea-
ren APB-Peptidden Beweis, dal3der Chromophorin dieserlinearenVorstufeimmer noch
sehrschnellisomerisiert(vgl. voranggangeneAbschnitt). Zusammemit der Tatsachegdal}
die Absorptionsspektremon linearemund zyklischemPeptid nahezuidentischsind (vgl.
Abb. 4.5), warengute Voraussetzungefiir einenVergleich von Femtosekundenmessungen
an den beidenPeptidenvorhandenDie Gleichheitder Dauerstrichspektrekann,in Uber
einstimmungmit den NMR-Daten, so interpretiertwerden,dal3im stationarertrans bzw.
cisZustandkeinesignifikanteVerzerrungdesAzobenzolesorhanderseinkann,dadieseei-
neunterschiedlichéagederntt' - undrut*-Banderbewirken sollte.DerartigeVeranderungen
sindaberin denSpektremichterkennbar

Am EndedesAbschnittes’.2.3(Seite121) sindin Tabelle7.1 die Quantenausbeutesowie
die ausder DatenanpassurgrhaltenerZeitkonstantervon Azobenzol JAPB und cAPB auf-
gelistet.

trans— cisIsomerisierung

Wie anAbbildung5.11ersichtlichist, bendtigtmanzur Anpassungler Daten,ebensavie im
Falle desLinearpeptidsyier Zerfallszeiter(260fs, 1.2ps,7.7ps,100ps). An denErgebnissen
fallt folgendesauf: zum einenist die schnellsteKinetik um 30% schnelleralsim nichtzykli-
scherPeptid.Die Ursachehierfur konnteeineleichtemechanisch&orspannunglesChromo-
phoressein,welchedie initiale ReaktionbeschleunigtErklarbarist diesemechanisch&/or-
spannungladurchdal3die AminosaurekettelurchdenFarbstof in einesehrgestrecktdon-
formationgezwungermwird (vgl. Abb. 4.4.9. Allerdingskanndie durchdie Aminoséaurekette
ausgeubt&raft aufdenChromophonichtsehrgro3sein.DennwaredertransZustanddurch
die mechanisch&erspannungnepetischiberden cis Zustandangehoberfvgl. Abb. 7.1),
dannmuf3teder cisZustanddie thermischlangzeitstabilé&Konformationsein,wasRenneret
al. widerlegenkonnten[RENNER etal., 20004. Diesheif3t,daf3auchin denzyklischenPepti-
dengilt: Egrans < Egis.

In Abbildung 7.3 sind die Transientervon IAPB und cAPB fir die trans— cisReaktions-
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richtung fur vier Abtastwellenlangemegenubegestellt: eine Transienteim Maximum der
transtut -Bande(Aprone= 366nM), einein derlangwelligenFlankeder nit*-Bande(Aprobe =

504nm), eine knapp aul3erhalbder Grundzustandsbandeiprope = 552nm) und eine bei
Aprobe = 608nm weit rotverschoberzur GrundzustandsabsorptioDie Transientersind so
normiert,daf3die Absorptionsanderungurz nachderAnregung(tp = 150fs) jeweilsfur beide
Probengleich groRist. DadurchwerdennachfolgendeJnterschiedén denKinetikendeutli-
chersichtbar An denKurvenerkenntman,daf3in denersterpaarhundert~Femtosekundedas
zyklische Peptid(rote Kurven) tiber einenweiten Spektralbereicteine schnellereDynamik
zeigtalsdaslineare(schwarze<urven).

Somit kann davon ausggangenwerden,daldvon der Peptidketteauf den Chromophorein
leichter Zug ausgetibtvird, der die Isomerisierungsheegung begiinstigt. Hierfur sprechen
nochzweiweitereexperimentelleBefunde:die relatv zum Gesamtdtkt groliereAmplitude
derschnellsterzZeitkonstantesavie die Auswertungder Quantenausbeuten.

trans—>cis

J Age = D32nm
—_|APB

__ cAPB

>
I

366nm

504nm A 608nm

Absorbance Change [a.u.]

[

-1 0 1 10 100 -1 0 1 10 100 1000
Delay Time [ps]

Abbildung 7.3: Vemleich von Transienterdeslinearenund zyklischenAPB-Peptidediir die Reakti-
onsrichtungtrans-cis bei vier ausgevéhltenAbtastwellenlangerDie MelRkunen sind so normiert,
daf3die Unterschiedén denKinetikenbesondergut sichtbamwerden.

Die schnellsteKinetik, die bei Azobenzolmit der Isomerisierungrerknipftwird (sieheAb-
schnitt7.1), weistbei CAPB einedoppeltso hoheAmplitude auf wie bei IAPB. Ein doppelt
sogrolRerAbsorptionsquerschnitter excited-stateAbsorptionals Ursacheder groRererAm-
plitude bei cAPB scheintunwahrscheinlichDennim gesamterSpektralbereclist dasVer-
haltnisder Amplitudender schnellsterKinetiken (CAPB zu IAPB) etwa?2:1. Die optischen
Eigenschaftemer hbherangergtenZustandevon IAPB und cAPB miussersich daherstark
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unterscheiderDie Unterschiedén denPotentialflachemon|APB undcAPB miifitersichzu-

fallig soeinstellendal3derWirkungsquerschnitiiir eineS;— Sy-Absorptionunabhéngigon

der Wellenlangebei cAPB doppeltso grof3ist wie bei IAPB. Zuséatzlichdirfender Sop—S;-

und Sp— S;-Ubergangnicht verandertsein, da die Absorptionsspektrexon translIAPB und
transcAPBidentischsind (vgl. Abb. 4.5). Dahermul3dasbeschrieben@mplituderverhaltnis
sointerpretiertwerden dafl3der Anteil derin dieserZeitisomerisierendeMolektleerheblich
grol3erist alsbeilAPB. Die Aussageler,unterstitzteisomerisierungWird durchdie Quan-
tenausbeutenntermauertPro Anregungslichtimpulsverden3.2%der Molekileim betrach-
tetenVolumenangergt. Nachdemin Abschnitt7.2.2beschriebeVerfahrenberechnesich
die Isomerisierungsquantenausbentél = 26%,knappvier mal sogrof3wie beilAPB. Die

Abschatzungler QuantenausbeusmhandlertransienterSpektrerergibt WIS, = 32%sowie

WTS — 21%. Somitkannmanmit SicherheitsagendaRdie Quantenausbeutker trans— cis

Reaktionfir cAPB signifikantgréRerist alsdie von IAPB.

Wie kannder Anstieg derIsomerisierungsquantenausbelgecAPB relatv zu |APB erklart
werden?Die natirlicheund logischeFortsetzungder bei IAPB eingefihrterModellvorstel-
lung gibt die L6ésung.Die Reduktionder Quantenausbeuteei IAPB gegeniiberAzobenzol
war durchdasVorhandenseimon kinetischerfFallensowie derlangsamemewegungauf der
S;-Potentialflachdegriindetworden.Die Zyklisierungbei cAPB fihrt zu einerVeranderung
derS;-Flache:zumeinenist die initiale ReaktionerheblichbeschleunigtZzum anderemmuis-
sendie beilAPB vorhandenetokalenMinimabeicAPBentwedeschwacheausgepragider
sogarvollkommenverschwundersein.Dahererreichtder Chromophowon cAPB im Laufe
deslsomerisierungswgangesinedhnlicheReagion auf der S;-Flachewie transAzobenzol.
Dieshatzur Folge,dal3sich auchdie Isomerisierungsquantenausbewte cAPB wiederder
von Azobenzolangleicht.

Vergleicht mandie beidenZeitkonstanteri.2psund 7.7 ps mit denenvon IAPB (1.9psund
9.5p9, so erkenntman, dal3in cAPB beide etwaskleiner sind. Die zugehdrigenPAmplitu-
den zeigenim langwelligen Spektralbereicteine excited-stateAbsorption an. Somit sind
dieseZerfallskinetikenauchmit einem S;—So-Ubeigang verknipft. Die Form der Ampli-
tudenspektremer 1.2ps- und 7.7 psKinetik in der transtut'-Bandegleicht der des trans
Absorptionsspektrumgn cAPB. Diesweistauf einenRickgangdesAusbleichsignaleand
somitaufeinezumindesteilweiseRiickbesetzundestransGrundzustandemit diesenZeit-
konstanterhin. Die kleinerenWerteder Zeitkonstanterzeigenauch,dalRder Chromophoiin
cAPB quasizum Ubegangsbereickler beidenPotentialflachemefiihrtwird. Die mdgliche
Isomerisierungauft hier alsoschnellerals bei IAPB ohneEinflissedeszyklisiertenPeptids.
Esmulallerdingsbetontwerdendalsichder,Fiuhrungsefekt aufdiesebeidenZeitkonstan-
tenerheblichgeringerauswirktals beiderschnellsterKinetik.

Ebensowie bei IAPB tritt auchbei cCAPB eine Absorptionsdnderunign Bereichvon 100ps
auf. Ein Vergleich desAmplitudenspektrumsler 100psZeit von cAPB mit demder 33ps
Zeitkonstantervon IAPB (c—t) liefert eine groReUbereinstimmungler beidenSpektren.
Wie in Abschnitt7.2.2diskutiert,beschreibtliesesSignaldie langsamd3esetzunglestrans
Grundzustandeausgehendon einemvibronisch,abgekihlten“S;-Zustand Andersals bei
IAPB (c—t) bedeutetaberdie Bildung einer transAbsorptionhier eine Riickbesetzunges
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Ausgangszustanded,h. man beobachteeine Verlustreaktionwelchedie Isomerisierungs-
guantenausbeuteduziert.Es gibt zwei Griinde,warumman die Verlustreaktionerei der
t—c-Isomerisierungsehr gut sehenkann, wahrendsie bei der entggengesetzteiReakti-
onsrichtung(c—t) weitgehendverbogenbleibt. Zum einenist die Quantenausbeufér die
t—c-lsomerisierungyeringerals fur die c—t-IsomerisierungDies heil3t,dal3bei einerAnre-
gungvon N transMolekileneinegroRereAnzahl dieserMolekile wiederin denAusgangs-
zustandzurickkehrerals bei der Anregungvon N cislsomeren.Zum anderenbesitztnur
der transZustandim untersuchterSpektralbereicleinencharakteristischeNerlauf desAb-
sorptionsspektrum@lie Tut-Absorptionsbande}o dal3die Bildung von translsomererein-
deutig erkennbatist. Aus der Gré3eder Amplitude der 100ps-Zeitim Maximum der Tut*-
Bande (Aprobe = 366nm) relatv zum maximalenAusbleichefekt bei einer Anregung von
3.2%der Molekile im Anregungswlumenergibt sich der Anteil derlangsanreagierenden
Molekile zu etwa 10%. Dabeiist der — in den Amplitudenspektremegenlaufige— Effekt
der excited-stateAbsorptionmitbericksichtigtWie in Abbildung 7.3 gut zu erkennerist, ist
dieserlangsameAnteil an Molekulenbeim zyklischenPeptiderheblichgro3erals bei der li-
nearenVorstufe (vgl. Aprobe = 504nm bzw. 552nm). Aufgrund der zyKklisiertenPeptidkette
gibt es einengrol3erenTeil von Molekilen, derenKonformationein raschesrreichendes
S1—So-Ubemgangsbereichemuf der S,-Potentialflachaicht gestattetErstdurchein aufwen-
digesRearrangememter AminosauremaherrsichdieseMolekilesehriangsan(100ps dem
Minimum der S;-Flacheund wechselnauf die GrundzustandspotentialflachiBer S;— So-
Ubemganggeschiehtiberhauptsachlictin einemGebietder Potentialflachenyo auf der So-
Flachenur die Rickkehrin den transAusgangszustanchdglich ist: von diesenlangsamen
cAPB-Molekllenisomerisierifast) keines.

cis— translsomerisierung

Beim BetrachterdertransienterSpektrersavie der Amplitudenspektreféllt einesehrlang-

sameKinetik auf,die bisherbeikeineranderenn diesenKapitel diskutiertenProbebeobach-
tetwurde:die AbsorptionandertsichauchnochaufderNanosekundenzeitskaBevor jedoch

diesemndherbehandelwvird, erfolgt ein Vergleichder tibrigenErgebnissemit denbisherigen
Erkenntnissen.

Vergleicht mandie ausder DatenanpassungrhaltenerZeitkonstanterer schnellsterKine-
tiken von cAPB und IAPB, so scheintdie initiale Reaktionbei cAPB schneller(230fs) als
IAPB (380fs). Manist versuchtdieseBeschleunigungon cAPB gegentibelAPB mit jener
bei dert—c-Isomerisierungu vergleichen.Ein Blick auf die Transientenin Abbildung 7.4
zeigtjedoch,dalRcAPB bei der c—t-Reaktionin denersten500fs eineallenfallsunwesent-
lich schnellereDynamik aufweistwie IAPB. Offentsichtlichgibt es bei cAPB (c—t) eine
Diskrepanzzwischendendirekt ausden TransientergevonnenerAussagerund jenen,die
ausder DatenanpassungsultierenWasist die Ursachdur die falscheZeitkonstantéoei der
schnellsterKinetik von cAPB?Der Grundmuf3die Qualitatder Mel3datersein: ein grol3es,
nicht korrigierbaresStorsignaldurchdasLdsungsmitteum denZeitnullpunktsowie ein un-
gunstigesSignal-Rausch-&rhaltnisim Spektralbereicliler transtut-AbsorptionlieRenden
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Algorithmus zur Datenanpassunigei der Bestimmungder kleinstenZeitkonstanteauf den
Wertt = 230fs korvergieren.Tatsachest, daf3sichmit einerfestvorgegebenerzZeitkonstante
T = 300fs fur dieseschnellsteKinetik einegenaus@uteDatenanpassurgyreicherliel3. Dies
bedeutetdalRdie schnellstKinetik bei cCAPB eineZeitkonstantezon etwa300fs besitztund
somitetwagenausaschnellist wie jenevon IAPB, in Ubereinstimmungnit denErgebnissen
ausdemVemgleichderTransienten.

cis—>trans

Ay = 366nm Ay = 575nm
__IAPB
___ cAPB
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Abbildung 7.4: Vemleichvon Transienterdeslinearenund zyklischenAPB-Peptidedir die Reakti-
onsrichtungcis— transbei vier ausgavéhltenAbtastwellenldéngenDie Mel3kunen sind so normiert,
daf3die Unterschiedén denKinetikenbesondergut sichtbamwerden.

Berechnetnannachderin Abschnitt7.2.2beschriebenelMethodedie Isomerisierungsquan-
tenausbeuteso erhaltmanW = 77%. Somit liegt der ermittelte Wert tiber dem von IAPB
(W = 44%,c-—t). Aufgrundder erwéhnteriJnsicherheiterbei der Bestimmungder Quanten-
ausbeutdrelativer Fehleretwa50%) konntendie Quantenausbeuteron cAPB und IAPB
allerdingsinnerhalbder Fehlegrenzenauchidentischsein.Diesist auf denerstenBlick er-
staunlich.Intuitiv wirde man erwarten,daf3die Quantenausbeuteei CAPB gegeniuberder
jenigenvon IAPB reduziertist, dader Chromophomwahrendder Isomerisierunglurchseine
geometrischeStreckungdie Peptidkettevon der gefaltetenin eine gestreckeKonformation
Uberfuhrenmuf3. DaR dabeimehr Chromophoren den cisAusgangszustangurtickkehren,
scheintnicht unplausibel Aus der Tatsachegdal3die Quantenausbeuten cAPB und IAPB
abergleichsind, folgt, daRdie Peptidketteauf die anfanglichdsomerisierungsheegungdes
ChromophoregkeinenEinflu3 hat. Dies ware z.B. dannder Fall, wenndie naturlichegeo-
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metrischeLange desPeptidestwasgroRerals der geometrisché\bstandder beidenEnden
desChromophoresst. Beginnt der Chromophomachder Anregungmit derlsomerisierungs-
bewvegung,dannwird er anfangsvon der Peptidkettdeicht angetriebenDies ware mit der
geringfugigerBeschleunigunger schnellsterKinetik von cAPB gegenuibelAPB vereinbar
Der Chromophorerreichtdie Region auf der S;-Potentialflacheyon der ein Ubeigangauf
die Sp-Flachemadglich ist. Die geometrischd.énge des Chromophoresteigt dabeiso an,
dal3die Peptidkettekeine Kraft mehrauf denPhotoschalteausiibtund umgekehrtFur den
Chromophobestehtvahrendder Bewegungauf der S; -Flachealsonahezikein Unterschied
zwischereineroffenenbzw. zyklisiertenPeptidketteDaherist auchdie Isomerisierungsquan-
tenausbeut#ir IAPB undcAPB etwagleich.DiejenigenChromophoredie isomerisiererund
die gestrecktdransKonfigurationeinnehmerwollen, spirenmit derweiterenVergré3erung
desgeometrischeAbstandeslerbeidenEndenimmermehrdenEinflu3derPeptidketteDies
fuhrt zu einerdrastischeVerlangsamungderWeiterreaktion(=StreckunglesPeptidrickgra-
tesbzw. EntfaltungdesPeptids)in dasSp-Minimum destransZustandesind zum Auftreten
derNanosekundenkinetisieheunten).

Die beidenZeitkonstanter{2.7 ps und 60ps sawie die mit ihnenverknupftenAmplituden-
spektrensind denenvon IAPB ebenfallsahnlich (vgl. Abb. 5.9). DaszusétzlicheMinimum
im Amplitudenspektrunder 2.7 psZerfallszeitkbnnte zum einendurch den Riickgangdes
Ausbleichsignalesler cis-nrt*-Bandeverursachsein. Zum andererkdnnteeine fehlerhafte
Skalierungder Mel3daterdafir verantwortlichsein: die Experimentezur Untersuchungler
c—t-IsomerisierundgcdnnemichtanProbendurchgefiuhriverdendie zu Beginn derMessun-
geneine cislsomerenkonzentratiomon 100% aufweisenSomitist in denaufgezeichneten
Transienterbei einerc—t-Messungmmer ein gewisserSignalbeitragenthaltendervon an-
gergtentransisomererhenorgerufenist. Um die Transienterzu erhaltendie ausschlief3lich
vonangergtencisIsomererstammenguf3derin denMel3daterenthaltendeitragdertrans
Isomeresubtrahiertverden(vgl. Einleitung5). Dazubendtigtmanaberdasgenaudsomeren-
verhaltnisvéhrendderc—t-Messungsowie die genauerKonzentrationederProbenlésungen
beidert—c-undderc—t-MessungDaaberdie Bestimmungleslsomerermerhaltnissesowie
derKonzentrationestarkfehlerbehaftetst, ist esdaurausnoglich,daflvon dengemessenen
c—t-Transienter20% zuviel t—c-Transientersubtrahiertivurden.Darauskanndaszusétzli-
cheMinimum im Amplitudenspektrunder 2.7 ps-KinetikresultierenDa dasMel3signalon
transcAPB nachdenersterbOpsweitgehendbgeklungerst, beeinfluleinefehlerhafteSub-
traktionderMelRRdatemichtdenZeitbereichp > 50psundsomitauchnichtdasAmplituden-
spektrunder60ps-KinetikvoncAPB (c—t). Im Amplitudenspektrunder60ps Zeitkonstante
istim Bereichder transtut -BandewiederdasEntsteherder Produktabsorptiosichtbar Die
2.7psund60ps-Kinetikenstellensomitim Hinblick aufdie FragestellunglieserArbeit keine
Besonderheitlar

Andersverhaltessich mit der nur bei cAPB auftretenderKinetik im Nanosekundenbereich.
Ein exakterWertflr dieseZerfallszeitist nichtangebbardadie Femtosekundenuntersuchun-
gennurbiszuVerzdgerungszeiterontp = 3.4nsdurchgefuhrivurden DerWert,denderFit-

SAls natiirlichegeometrischa_&dngewird hier der geometrisché\bstandvon einemzum andererEndeder
AminosaurekettbezeichnetwenndasPeptidkeinenZwangsbedingungdia.B. Zyklisierung)ausgesetast.
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Algorithmusliefert (1.4n9), ist dahersehrfehlerbehaftetDer exakte Wert der Zeitkonstante
sollteim Bereichvon 1 — 3nsliegen,ist aberfur die Interpretatiorder Nanosekundenkinetik
nicht von BedeutungDennalle andererauftretenderKinetiken sind mindestengine Gro-
Benordnungchneller Daherwird dasAmplitudenspektrundieserNanosekundenkinetikur
unwesentlichvon demgenauewertderZeitkonstantdeeinfluRtZudemist auchnichtzu er-
warten,dalmandie Kinetikenin diesemZeitbereichmit nur einerZeitkonstantdeschreiben
kann:Der StartderEntfaltungsreaktioerfolgtvonsehrvielenverschiedeneonformationen
aus,wie diesauchin denNMR-Strukturersichtbarist. Deshalbwird die Reaktionsgeschwin-
digkeitindividuell fir jedesPeptidunterschiedlictsein.Esist dahereinegrobeNaherungnur
eineeinzigeZeitkonstanteur BeschreibngdesFaltungswrgangesu verwendenDie erhal-
teneZeitkonstantast als einevereinfachend@usammenfassurdgertatsachlichauftretenden
KinetikenaufzufassernDeutlich sichtbarist die sehrlangsameKinetik auchin denTransien-
tenin Abbildung7.4, insbesonderbei Abtastwellenlangeim derrotenFlankederntt*-Bande
und etwasrotverschobemavon. Weit im rotenSpektralbereiciverschwindetlie Nanosekun-
denkinetikvdllig —hier gleichensichdie TransientervonlinearemundzyklischemPeptidfast
vollkommen(vgl. Aprope= 631nm).

Eine BesonderheitlesAmplitudenspektrumser 1-3nsKinetik ist die LagedesMinimums
im Bereichdertranstut -Absorption(Amin = 390nm): kein zuvor gezeigteAmplitudenspek-
trum hatteein Minimum aneinerspektralsoweit gegeniibeder transtut -Absorptionrotver-
schobenerrosition.Der spektralevVerlaufder Am-
Sn plituden der Nanosekundenkinetikn Wellenlan-
l% l% l% l% l% l% l% ESA genbereich\prope < 440nm weist auf die Bildung
eines rotverschobenabsorbierendentranscAPB-
ahnlichenzustandesin. Zugleicherkenntmanftr
Aprobe > 440nm dasVerschwindereinergegentber
dem Spektrumder 60ps-Kinetik nochmalblauwer-
schobeneneAbsorptionsbandeDerartigeSignale
kénnennur zustandekommen,wenn eine Reak-
tion von einem ZustandZ (vgl. Abb. 7.5 in der
» Nahe des Ubemgangsbereicheder beiden Poten-
tialflachenzu einem ZustandT in der Nahe der
Abbildung 7.5:  Erkldrung der Ursache der transcAPB-Gleichg&ichtslagestattfindet(gestri-
Nanosekundenkinetikbei CAPB, cis—trans- chelteLinie). Damit verschwindetlie langwellige
Reaktion(vgl. Text). . . . .
Absorptionundzugleichentsteheine,diedertrans
cAPB-Absorptiorgleicht,jedochspektraletwasrotverschoberst. Die Zeitskaladerweiteren
langsamerRelaxation(> 3ng in denGrundzustands, derauchin denAbsorptionsspektren
undNMR-Spektrerbeobachtetvird, ist Femtosekundenmessunggoht zuganglich.

Energy

Reaction Coordinate

Wie in dentransienterSpektren(Abb. 5.13 links) erkennbaist, entsprichtdie Positionder
Bandebeitp = 1nsim Wellenl&angenbereicter rut-Bandenicht vollstandigder desDauer
strichdifferenzspektrumsErmittelt mandasBandenmaximun(Aprope < 430nm) in denein-
zelnentransienterSpektrenz.B. Giberdie AnpassunginerGaul3funktionso erhéltmandie
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LagederMaximain Abh&ngigkeitder Verzogerungszeip (sieheAbb. 7.6links (IAPB) und
rechts(cAPB)). Man siehtdeutlich den UnterschiedwéhrenddasZentrumder rut*-Bande
beimlinearenPeptidab etwatp = 200psnicht mehrweiter zu kurzenWellenlangerschiebt,
ist beimzyklischenPeptidiberdengesamteiZeitraumvon 1 nseinekontinuierlicheBlauver-
schielung der Zentralwellenlangsichtbay die auchbeitp = 1nsnochnicht abgeschlossen
scheint.

Der unterschiedlich&Vertfur die Zentralwellenl&angeer rut-Absorptionzu sehrspéateriver-
zbgerungszeitetp > 2nsfur IAPB (Acerter = 365nm) und cAPB (Acerter = 371nm) ist mog-
licherweiseauf eine nicht optimale Eichungder Spektrometeim Pump-Probe-Experiment
zurlickzufuihrer{siehespeclundspec2n Abb. 2.7). Eine Abweichungvon £2nmist durch-
ausdenkbar

IAPB c—>t CAPB c—>t

380

375 *

370 * r

Center Wavelength [nm]
Center Wavelength [nm]

360 1 1 1 1 1 1 1 1 370
0.1 1.0 10.0 100.0 1000.0 0.1 1.0 10.0 100.0 1000.0
Delay Time [ps] Delay Time [ps]

Abbildung 7.6: Verschiebng der Zentralwellenldngeder Absorptionsbandém Bereich der Tut -
Absorptionvon IAPB c—t(links) undcAPB c—t( rechts)

Wasist nundie UrsachedieserNanosekundenkinetik®/ie obenbereitsbeschriebenyerden
bei cAPB die nacheiner AnregungisomerisierterChromophoredurch die Peptidketteerst
einmal darangehindert,die gestrecktetransKonformationeinzunehmenDer Chromophor
befindetsich durch das zyklisierte Peptidin einer geometrischverspannterkKonfiguration.
Die Weiterbevegungin die relaxiertetransKonformationwird wahrscheinlichn mehreren
Stufenablaufen Erst einmalwerdendiejenigenAminosaurerauf den Zug durchdenChro-
mophorreagierendie in direktemKontaktmit demPhotoschaltestehenDasRearrangement
dieserbeidenAminosaurerdirfteesdemChromophoermaéglichenschonfastdie endgultige
KonformationeinzunehmenSomitkdnntedie strukturelleAnpassunglieserzwei Aminosau-
rendie Ursachefir die beobachtet®anosekundenkinetigein. Auf einernochlangsameren
Zeitskalaordnetsichnundie gesamtdeptidkettaim, bis siedie enegiearmstdonformation
eingenommenat.

Zusammenfassung cAPB
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7.2 Die APB-Familie

Die Zyklisierung verursachtdeutlich sichtbareVeranderungenm dynamischererhalten
desAzo-PeptidesBei der t—c-Reaktionist die schnellsteKinetik aufgrundeinermechani-
schenVorspannungles Chromophoreglurch das entfaltetePeptid beschleunigtAuch die
Isomerisierungsquantenausbeateigt fur diese Reaktionsrichtungm Vergleich zu IAPB
(t—c) an, da die bei translAPB vorhandeneikinetischenFallen auf der S;-Potentialflache
durchdie treibendeKraft der Peptidkettdeichter iberwundenverdenkénnen.Die weite-
re Bewegung der Aminosaurenist in den hier durchgefiihrterExperimenterbei der t—c-
IsomerisierunguichtsichtbargevesenFirdie c—t-Isomerisierungrgibt sichfolgendeBild:
im cis-AusgangszustanstheintdasPeptiddenPhotoschalteleicht zu streckenErfolgt eine
AnregungdesChromophoressowird die initiale BewegungdesChromophoreginwenigbe-
schleunigt.Bei der weiterenlsomerisierungshveegung auf der S;-Potentialflachaund dem
Ubemgangauf die Grundzustandspotentialflacispirt der Photoschalteerst einmal nichts
mehrvon der Peptidkette da der Abstandder Endendes Farbstofes identischzur natirli-
chengeometrischeihangedesPeptidesst. Bei denjenigerMolekilen,derenPhotoschalter
isomerisierundsichweiterstreckt,erfolgt nuneinestarkeBehinderunglerIsomerisierungs-
bewvegungdurchdie PeptidketteDa der ChromophoeinegestrecktéransKonformationein-
nehmemmochte beginnensich zundchseinmaldie Aminosaurerdirekt am Photoschaltezru
rearrangierenDieserProzefkonntedie beobachtet®lanosekundenkinetikerorrufen.Die
weitereRelaxationin die transKonformationmit einer Bewegungaller Aminosaurersollte
dannauf einerlangsamereiZeitskalaerfolgen.Die detaillierte Antwort auf die exakte Be-
wegung der Aminosaureraberkannmit Experimentenim sichtbarenSpektralbereichmicht
gegebenwerden.

In dernachfolgendeabellesind nochmalgdie ermitteltenZeitkonstanteisawie die berech-
netenQuantenausbeuten AzobenzolunddenAPB-Peptiderzusammengestellt.

Probe trans— cis cis—trans
Zeiten[ps] W [%)] | WIS %] Zeiten[ps] W [9%]
Azo || 0.44 3.3 11 20 — 013 |1.1/11 30-50
IAPB || 0.39| 1.9| 9.5 120 7 20 0.38 | 3.4 33 44
CAPB | 0.26|1.2|7.7 100| 26 32 0.23-0.3| 2.7 | 64 | 1400| 77

Tabelle 7.1: Zusammenfassunger wichtigstenErgebnisseaus den Messungeran Azobenzolund
denAPB-Peptiderflir die t— c- savie die c—t-IsomerisierungNebendenjeweils zur Anpassungler
MeBdatenbendtigtenZeitkonstangn sind noch die (maximalen)Quantenausbeutesamgegeben.Die

Zeitkonstanenin denjeweilsersterdrei SpaltersindsoangeordnetjaliKinetikenmit eineméhnlichen
Amplitudenspektrununtereinandestehen.
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7.3 Die AMPB-Familie

7.3.1 Der Chromophor AMPB

Andersals bei dem ChromophorAPB sind bei AMPB die nrt*- und die Tut*-Bandespektral
wiederklar getrenntEine UntersuchungliesesMolekuleserschiersinnvoll, weil durcheinen

Vergleich mit demlinearenAMPB-Peptiddie Moglichkeit gegebenist, Einflisseund Ande-

rungenzustudierendie durchdasAnbringenderAminosaurerverursachsind.DieserAspekt
ist in der APB-Familie aufgrundder spektralerEigenschaftenlesAPB-Chromophoresicht

zuganglich Au3erdemsind keinefemtosekundenspektroskopischémtersuchungeanderer
Arbeitsgrupperan AMPB verdfientlicht.

trans— cisIsomerisierung

Die Amplitudenspektrerausder Datenanpassungon AMPB (Abb. 6.2, rechts)weisenim

Vemleich zu denbishervorgestelltenProbenim wesentlicherdenselberspektralenverlauf
auf. Hinter der schnellstersichtbarerKinetik (470fs) stehtein Prozel3pei demdie Absorp-
tion relatv gleichmaRigiberdenSpektralbereichprone > 350nm abnimmt.Im Potentialbild
(vgl. Abb. 7.1) konntediessavohl demUbeigangvon der Franck-Condon-Rgonin dasMi-

nimumderS;-FlachealsauchzusatzlichdemUbegangaufdie Grundzustandspotentialflache
entsprecherDie gleich starkenAmplitudenderdrei Kinetiken (470fs, 1.6psund 7.9p9g im
langwelligenSpektralbereicliAprone > 530nm) weisendaraufhin, danur ein Bruchteilder
angergten Molekule die S;-Potentialflachen 470fs verlaf3t.Der grof3ereTeil mul’ einige
Pikosekundeim elektroniscrangergtenZustandverweilen,dasonstkeineexcited-stateAb-
sorptionin diesemZeitbereichzu beobachtemware.

Die Amplitudender 7.9psZeit zeigeneine zu denender 9.5ps-Zerfallszeitvon IAPB sehr
ahnlichespektraleAbhangigkeitlm Wellenlangenbereichprophe < 500nm sind die Positio-
nendesMinimums (~ 340nm) und desMaximums(420nm) desAmplitudenspektrumsler
7.9ps-KinetikgegenibedenExtremadesAmplitudenspektrumder9.5ps Zeitkonstantdei
IAPB um etwa25nm blauverschobenDie transtut-Absorptionvon IAPB und AMPB sind
ebenfallsum diesenBetragzueinandewnerschoben(vgl. Tah 4.5). Die Kinetiken gehdren
also zu ahnlichenProzessenn AMPB und IAPB. Da die spektraleLage des Minimums
des Amplitudenspektrumsler 7.9ps-Kinetik im Bereichder rut*-Bandemit der maxima-
len transAMPB Absorptionzusammenfallund auchdie Form des Amplitudenspektrums
der transtut'-Bandevon AMPB ahnlichist, liegt die Interpretationnahe,dal’ die negati-
ven Amplituden der 7.9ps-Kinetik in diesemWellenl&angenbereickie Rickbesetzungles
transZustandedeschreibenDies heilit,dal3die mit dieserZeitkonstanteaeagierendeio-
lekiile zwarangergt werden aberkeinelsomerisierungollziehen.Da diesebeim Ubeigang
in denAusgangszustanauchdie S;-Potentialflachererlassengehtdie vom angergten Zu-
standausgehendexcited-stateAbsorptionebenfallszuriick. Die positven Amplituden fur
Aprobe> 400nmder7.9ps-Zeitkonstantbeschreiberin Abnehmerderexcited-state\bsorp-
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tionin diesenmSpektralbereicisomitist gezeigtdalRdie 7.9 ps-Kinetik,zumindestumutber

wiegendenTeil, durchdie Entvilkerungder S;-Potentialflacheind die Wiederbesetzundes
transAusgangszustandegrursachist. Das Spektrumder 1.6 ps-Zeit enthalthingegennoch
andereBeitrage.Zum einenist wiederumein Verschwinderder excited-stateAbsorptionzu

sehen(Aprone > 500nmM), zum anderereine Absorptionszunahmen transtut-Bereich.Der
spektraleverlaufdesAmplitudenspektrumgiRtsich jedochnicht alleinedurchdieseAnteile
erklaren.Da auchKuhlprozesseauf dieserZeitskalaeine Rolle spielen,sind diesesicherlich
mit verantwortlichfiir die kompliziertereForm diesesAmplitudenspektrums.

Die direkteBeobachtungerBildungdesPhotoproduktesis AMPB bereitetSchwierigkeiten.
Ein charakteristischespektraledMerkmalvon cisAMPB waredie cistut*-Bande Dieseliegt
jedochweit au3erhalldesuntersuchte®pektralbereiche@max~ 260nm). In derntt*-Bande
jedochist derAbsorptionsunterschierivischerdemtrans und cislsomersogering,dal3man
anhandder vorhandenematennicht beurteilenkann,ob die beobachtet&inetik durchdie
Bildung descis odertransisomeresverursachist. Im Spektralbereichier nrt*-Bandekann
manlediglich erkennendaRdasAusbleichefi dieserBandewiederzuriickgehtder S;— So-
Ubemgangalsoerfolgtist.

Im Amplitudenspektrunder 470fs-Kinetik erkenntmanbei Aprghe = 450nm ein Minimum.
EineeinfacheAbschatzungsoll veranschaulicherdaRdiese,Delle* im Spektrumdurchdas
Wiedererscheineder nrt*-Absorption(sowohl transwie cis) verursachseinkann.Eine Un-
terscheidungyelchedsomerentstehtjst abernichtmoglich: Die Absorptionvon cisAMPB
im Maximumder ntt*-Bandebetragt(laut Tabelle4.5 A = 0.16. Umgerechneauf die Kon-
zentrationder transAMPB-Probeergibt diesA = %g’ + 0.16 = 0.05. Da die Absorptionder
translsomerebei Apymp = 480nm in der Messungnur A = 0.025 betragt,die dagestellten
Transienteraberauf eineAbsorptionA = 0.05 bei Apymp = 480nm normiertsind, ergibt sich
fur die skalierteAbsorptionvon cisAMPB im Maximumdernrt*-BandeA = 0.1. DieseAb-
sorptionwirde manim Maximum der nit'-Bandemessenwenn man alle Molekdle einer
transAMPB-LOosung(mit AbsorptionA = 0.05 bei Apymp= 480nm) in die cisKonformation
Uberfuhrenwirde.Nimmt manersteinmalan, dal3100%der angergten Molektle isomeri-
sieren,so erhaltmanbei einer Anregungvon 2.5%derim Anregungswlumenvorhandenen
transAMPB-Molekiile eine maximalePhotoproduktabsorptiofphgo = 0.0025.Wirdekei-
nesder angergten Molekiile isomerisierenso wirdendieseim Maximum der nit*-Bande
eineAbsorptionvon A = 0.062- 2.5% = 0.0016aufweisenin demAmplitudenspektrunder
jenigenKinetik, die der Isomerisierungugeordneitst, sind damitdie Werteder Amplituden
im Spektralbereiclder nrt*-Absorptionum 0.0016— 0.0025kleineralsim Bereichauf3erhalb
derGrundzustandabsorptiospfernder Wirkungsquerschnitier excited-stateAbsorptionim
untersuchtenVellenlangenbereickingefahrkonstantist. Will man unterscheidenwelches
Isomermit der beobachteteKinetik gebildetwordenist, so mufd manentscheiderkénnen,
ob der Unterschiedder Amplitudenwerte0.0016 (=Bildung 0% cislsomer),0.0018 (=Bil-
dung 20% cislsomere)oder0.0025 (=100% cis-Isomere)betragt.Im Amplitudenspektrum
der470fs-Kinetik ist ein Amplitudenunterschiedon 0.0015— 0.004zu sehenEinegenauere
BestimmungliesesMNertesist nicht moglich,dadie exakte Form desexcited-stateSpektrums

6VerursachtlurchdenAnreglichtimpuls.
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nicht bekanntist. Somitkanndie 470fs-Kinetik nicht direkt der Photoproduktbildunguge-
ordnetwerden Anhanddertransienterspektrerzu spateriVerzogerungszeitep > 1nsbzw
dem Amplitudenspektrunder co-Zeitkonstantekann allerdingsfestgestelliwerden,dal3 ein
Teil der angergtenMolekule isomerisiertist. In welcherZeit, kann nicht eindeutiggezeigt
werden.Aus dentransienterSpektrerkannjedochentnommerwerden,dal3in AMPB nach
50psjegliche Reaktionabgeschlosseist und somitdie Isomerisierungschnellerabgelaufen
seinmul3.

Ein Vemgleichderfur AMPB (t—c) erhaltenerAmplitudenspektretegt denSchlufinahe daf}
die 470fs-Kinetik hauptsachlicldurchisomerisierend®olekiile verursachist, wahrenddie

beidenandererKinetiken(1.6 psund7.9pg zumgroRRenTeil die ,Verlustreaktion“zurickin

dentransAusgangszustarghrstellenDieseAussagayrindetsichaufdie Formder Spektren
im Spektralbereiclder transtut*-Absorption:in denAmplitudenspektreler beidenlangsa-
men Zeitkonstanter(1.6 ps und 7.9p9 ist die Entstehungvon translsomerenzu sehen,in

demjenigerder470fs-Kinetik nicht. Bewiesenwerdenkanndie Aussageabernur durcheine
Messungn der cis-Tut'-Bande.

Die BerechnungdlesProzentsatzeder angergten Molekiile pro Anregungslichtimpuldie-
fert R=2.5%(vgl. Tah 4.5). Darausberechnesich die Quantenausbeutau W = 22% (vgl.
Abschnitt7.2.2), ein zu APB vergleichbarenVert (vgl. Abschnitt7.2.7). Die Abschéatzung
QuantenausbeuteusdentransienterSpektrenliefert WIS, = 27% und WTS = 17%. Damit
solltederwahreWert der Quantenausbeuttwaskleinerals 20%sein.

Cis— translsomerisierung

Wie ausderFormderAmplitudenspektrefAbb. 6.4) im Spektralbereicdertranstut-Bande
der drei Kinetiken (250fs, 2.9ps und 12ps) ersichtlichist, erfolgt die Photoproduktbildung
(transAMPB) mit allendrei ZeitkonstantenDenndie Form derdrei Amplitudenspektremm
Spektralbereichler transtut-Bandeweist auf die Bildung einesZustandesin, welcherso
wie transAMPB absorbiert.Somit erfolgt der Ubeigangvon cis- nachtransAMPB multi-
exponentiellin einemZeitraumvon wenigenhundertFemtosekundebis zu einigenzehn
PikosekundenDesweiterenst das Maximum der Bandeim langwelligenSpektralbereich
(Aprobe > 500nm) des Amplitudenspektrumsler 2.9 ps-Kinetik wieder gegenliberdemjeni-
gender 250fs-Kinetik blauverschobenEine derartigeVerschieling wurde schonbei IAPB
(c—1) beschrieberfvgl. Abschnitt80). Das Maximum desAmplitudenspektrumsler 12ps-
Zeitkonstante(AMPB) flir Aprophe > 500nm befindetsich an derselberspektralenPosition
wie jenesder 2.9psKinetik. Dies ist ein klarer Unterschiedzu IAPB. Dort war dasMaxi-
mumdesAmplitudenspektrumder33ps-Kinetiknochmalgegenibedemjenigerder3.4ps
ZeitkonstantdlauverschobenEsist bekanntdallim allgemeinerdasvibronischeAbkihlen
umsoschnellerstattfindetje grofRerein Molekdl ist. Somitsollte auchdasAbkihlendesan-
gergtenZustandeson|APB schnelleiodergleichschnelablauferwie bei AMPB. Wenndie
spektraleverschiebngdesMaximumsder Amplitudenspektreder 3.4 ps-und 33ps-Kinetik
von IAPB durch ein weiteresvibronischesAbkihlendesangergten Zustandesenorgeru-
fen ware, dannmifiteman auchbei AMPB eine spektraleVerschiebing der Maxima der
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Amplitudenspektremer 2.9ps und 12psKinetik sehenDenn AMPB sollte, wie obendar
gelegt, nicht schnellerabkihlenalslIAPB. Nunist abereinederartigespektraléverschieling
bei AMPB nicht sichtbar Daraudaf3tsich schlieRendalRder Ausgangszustanfdir die 33ps
Kinetik beilAPB in AMPB nichtexistiertodernichtzuganglichist. Der physikalischd”rozel3,
welcherder 33ps-Kinetik bei IAPB zugrundeliegt, mul3also ein andererseinals jenerder
12psZeitkonstantezon AMPB.

Die groRespektraleAhnlichkeit der Amplitudenspektremler 2.9ps und 12ps-Kinetik fuhrt

vielmehrnoch zu eineranderennterpretationies gibt zwei Speziesm Besetungserhaltnis
2:1 von abgekuhltenMolekilenim angergten Zustand,die unterschiedlicHangefur den
Ubemgangauf die Grundzustandspotentialflachenétigen Da beidePopulationerabgekiihlt
sind,werdensiesichanbenachbarteBtellenaufderS;-Potentialflachaufhalterunddieselbe
Enegie besitzen.Die Folge ist, daR die spektraleLage und die Wirkungsquerschnitteler

excited-statéAbsorptionbeiderSpeziesiahezudentischsind. Nur die Wahrscheinlichkeittir

denS;— Sy-Ubegangist fur beideverschieden.

Mit derin Abschnitt7.2.2vorgestellterMethodeberechnesich (mit einemAnteil von 2.8%
angergter Molekule pro Anregungslichtimpuls)eine sehhohelsomerisierungsquantenaus-
beutevon etwaW = 70%.EineobereSchrankdlr die Quantenausbeute bei transAMPB
laRtsichmit denvorhandene®atennichtermitteln,dadasMaximumder cis-Tut -Bandeweit
auRerhalldesuntersuchtespektralbereichdgegt.

Zusammenfassung AMPB

DerChromophoAMPB stelltsichin denFemtosekundenuntersuchungésausgezeichneter
Photoschaltedar. Die Isomerisierungerfolgt insgesametwaslangsameund zeitlich etwas
dispersveralsin Azobenzol Trotzdemist derlsomerisierungswgangnachwenigenzehnPi-
kosekundembgeschlosserinzu kommt,dal’die Quantenausbeutét—c: 20%,c—t: 70%)
mit denenvon Azobenzolvergleichbarsind. Dies bedeutetdal3die fur die Triggerungder
FaltungsreaktiomelevantenParameteerhaltergebliebersind.Somitist eineAnwendungles
Chromophore$ei den AMPB-Peptiderbzgl. der schnelleninitiierung einer Faltungsbeve-
gungerfolgversprechend.

7.3.2 Das Modellpeptid IAMPB

25N

Die dynamischerkEigenschaftervon IAMPB mussernvor allemim Vergleich zu denenvon
IAPB sawie demChromopholAMPB gesehenverden,um méglicheUnterschiedeufgrund
derzusatzlicheMethylengruppeu erkennen.
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7 Diskussion

trans— cisIsomerisierung

Die initiale Reaktionvon IAMPB nacheiner Anregungbei Apymp = 480nm verlauft— nach
denErgebnissemler Datenanpassung- etwaslangsame(580fs) als die von IAPB (390fs).
Allerdings sind bei dieserMessungdie durch dasLdsungsmittelverursachterSignaleum
denZeitnullpunktnicht vollkommenkorrigierbar weshalbdie Mel3datererstabtp = 150fs
zur Datenanpassungerwendetwerdenkonnten.Der visuelle Vergleich der Transienterder
beidenLinearpeptidezeigt,dalldie Kinetikenin diesenbeidenProbemahezudentischsind.

IAPB and IAMPB, trans—>cis

Aor = 350nm )\pr'= 544nm

__IAPB
__ IAMPB

438nm GOdnm

Absorbance Change [a.u.]

iemecessioa

-1 0 1 10 100 -1 0 1 10 100 1000
Delay Time [ps]

Abbildung 7.7: Vemleichvon TransienterdeslinearenAPB- und AMPB-Peptidedir die Reaktions-
richtungtrans— cis bei vier ausgavéhltenAbtastwellenldngerDie Mel3kunen sind so normiert,dal3
die Unterschiedén denKinetikenbesondergut sichtbamwerden.

In Abbildung 7.7 sindfir vier Abtastwellenlangedie Transientervon IAPB (schwarz)und
IAMPB (rot) dagestellt.Zur bessereWergleichbarkeisinddie Kurvenjeweils beitp = 200fs
aufeinandenormiert.In allen Graphenerkenntman eine nahezwollige Ubereinstimmung
derTransientenDer Unterschiedzu spaterverzogerungszeitenei Aprope = 438nmist in der
spektralerLagedesisosbetischeRunktesierDauerstrichabsorptionsspektiesyriindet.Bei
dieserWellenlangeabsorbierttranslAPB starkerals dascislsomer wahrendoei IAMPB die
Verhéltnissegenauwumgekehrtiegen.

DasAmplitudenspektrunderdominaterKinetik (8.8 p9 zeigtqualitatv denselbespektralen
Verlaufwie dasjenigaler9.5psKinetik von|IAPB. WiedergehteingroRerTeil derangergten
Molekile mit 8.8 ps auf die Grundzustandspotentialflackiéerund relaxiertzuriickin den
transAusgangszustangsomerisierialsonicht. EineausfuhrlicherdiskussiordieserKinetik

erfolgt weiteruntenin Abschnitt7.3.3
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7.3 Die AMPB-Familie

Die Form desAmplitudenspektrumsler sehrschwachbeitragende®3ps-Kinetikist anders
als z.B. bei IAPB. Der spektraleVerlauf desAmplitudenspektrumsm Spektralbereictder
Tt -Bandeweist auf eine Bildung von trans|AMPB mit 93ps hin. Eine Bildung von trans
Isomereraufder Zeitskalavon 100psist beilAPB nicht sichtbar

Die Quantenausbeutaygibt sich,beieinerAnregungvon 1.5%derMolekileim Anregungs-
volumen,zu W = 7%. Die Abschétzungler oberenSchrankdiefert WIS = 5%. Die Feh-
ler beiderWerte sind bei den AMPB-PeptidengroéRerals bei den APB-Peptidendasich die
transtut'-BandezumgrofReremeil auRerhalldesuntersuchteiVellenlangenbereichdsefin-
det.Dadurchist die Bestimmungder maximalenAbsorptionsanderungeXA(tp > 1nSs Amax)
erschwertDer ausdemDauerstrichdiferenzspektrunberechnetenaximaleWert fur die Ab-
sorptionsénderunigh Maximumder tut*-Bandebetragtd ~ 30mOD, wenn100%der Mole-
kile isomerisiererwirden(vgl. Abschnitt7.2.2. Ein Vergleichmit dentransienterSpektren
(Abb. 6.6) zeigt, dal3dieserWert zu klein ist, da die Signalamplitudezu friihen Verzdge-
rungszeitemM\A(tp = 200fs, Amax) = 40mOD betragt.Die Ursachefur dieseDiskrepanzsind
sehrwahrscheinlichSkalierungsfehleder transienterMel3kunen. Die Grindehierfir wur-
denweiterobenschonausfuhrlicherlautert.Der wahreWert fir die Quantenausbeutdiirfte
im Bereichum 5% liegen,ist alsovergleichbamit derQuantenausbeutér IAPB (t—c).

Ebensaowie bei der APB-Familie wird somitdurchdie Massentragheider Aminosaurerdie
t—c-IsomerisierungsquantenausbegagenibedemfreienChromophoerheblichreduziert.
Der EinbaueinesSpacerdat auf die Quantenausbeuteinerlei Auswirkung. Dies ist ver-

standlich,dader Chromophotrotz der Methylengruppealie Aminosaurerfur die Isomerisie-
rungmitbenvegenmuf3.

cis— translsomerisierung

Auch die Ergebnisseler Messungeran IAMPB c—t reihensichgut in die bishergevonne-
nenErkenntnisseéiberdie APB-Peptidesovie denChromophoAMPB ein. In Abbildung6.8
(links) erkenntmanim langwelligenSpektralbereicliAprone > 500nm) wiederdasVerschie-
bendesexcited-stateSpektrumszu blauenWellenlangerhin, wie diesauchfur IAPB (c—t)
beobachtewurde (vgl. Diskussion,Abschnitt80). Auch im UbrigenSpektralbereiclist der
gualitatve VerlaufderspektralelbhangigkeiderAmplitudenbeil AMPB undIAPB ahnlich.
Soist im Bereichder rut*-Bandeeine Photoproduktbildungnit drei Zeitkonstanter{250fs,
1.3psund10ps)sichtbarLediglichdasMinimum in denAmplitudenspektreder1.3ps und
10psKinetik beiAprope= 440nmist beilAMPB deutlicherausgepragDieskdnnteaberauch
dadurchverursachsein,daRvondengemessenetis|AMPB-Kurvenein zugrof3erAnteil der
transKurvenabgezogemwurde(vgl. DiskussiorcAPB c—t, Seitel18). Derschwach@eitrag
der 58ps-Zerfallszeitin der transtut*-Bandekann zwei Ursacherhaben:Ein Bruchteil der
angergtenMolekile konntevon einemtranséhnlichen enegetischhochliggendenZustand
(vgl. Zustandl in Abb. 7.12 in 58ps zum cisAusgangszustandickisomerisierenDamit
verbundenware ein Verschwindereinerder transtutt-Absorptionéhnlichen abersehrweit
rotverschobene(B0nm) Absorption.OderaberdieserZustandLl relaxiertin 58psnachtrans
IAMPB. DamitverbundenwéreeinBlauverschielnngdeszugehoérigem\bsorptionsspektrums
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7 Diskussion

(eineausfuhrlicheDiskussionder Auswirkungvon spektralschiebendedbsorptionsbanden
folgt in Abschnitt7.3.3. Der Zustandl, der mit 250fs und 1.3ps besetztwird, besitztein
ca.10— 15nmrotverschobenesanstut -AbsorptionsspektrunDie spektrald.agedesMa-
ximumsdesAmplitudenspektrumder58psKinetik im Bereichder transtut*-Bandepalitzu
einemvollstandigerRelaxierereinesso absorbierendedustandeswasfir die zweitelnter-
pretationsmdglichkegpricht.

IAPB and IAMPB, cis—>trans

Aor = 358Inm 7\prl= 551nm
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=
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Abbildung 7.8: Vemleichvon TransienterdeslinearenAPB- und AMPB-Peptidedir die Reaktions-
richtung cis— transbei vier ausg&véhltenAbtastwellenldngerDie Mel3kunen sind so normiert,dal3
die Unterschiedén denKinetikenbesondergut sichtbamwerden.

Ein direkter Vergleich der Transienterder cis— transReaktionder Linearpeptidezeigt, dal3
IAMPB direkt nachder Anregung eine etwasschnellereKinetik aufweistals IAPB (vgl.
Abb 7.8, Aprobe= 599nm). Im Bereichder rut*- und nit*-Bandesind die in denTransienten
auftretenderKinetiken zwar ahnlich,die zugehorigelAmplitudenspektreedochsind teil-
weisesehrunterschiedlichDiesist ein Hinweis darauf,dal3die Sy,-Potentialflacherfn > 1)
bei einerAnregungausdem cis-Zustandbei IAPB undIAMPB etwasunterschiedliché&orm
habermissenEinemaoglicheUrsachér die beobachtetebinterschiedeerTransientervon
IAPB undIAMPB bei der cis—transReaktionkdnnteeine,durchdie bei IAMPB zusatzlich
vorhandendethylengruppeserursachtegeénderté&seometriesein.In der cisKonfiguration
konntenaufgrunddes SpacersanderesterischeHinderungen als bei IAPB auftreten.Dies
bedingtfur die cislsomerevon IAMPB verandertdPotentialerlaufesovie dasAuftretender
58ps-Kinetik.In dertransKonfiguratiorhingegenist dasPhetylalaninamN-terminalerEnde

’z.B.von denSeitengruppeder Aminosauren
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7.3 Die AMPB-Familie

desChromophorsron vorne hereinvon denrestlichenAminosédureram C-terminalenEnde
raumlichsepariertSomitsolltenbei dentransisomerervon |IAPB undIAMPB keinegrof3en
Unterschiedauftreten Dieskonntein denFemtosekundenmessundsgstatigtverden.

Die Quantenausbeuftér die cis—translsomerisierungetragt¥ = 70%bei 1.6% angerg-
ten Molekulenim Anregungswlumen.Somit liegt der ermittelte Wert tlberdemvon IAPB
(W = 44%,c~t). Aufgrundder erwéhnteriJnsicherheiterbei der Bestimmungder Quanten-
ausbeutdrelativer Fehleretwa50%) konntendie Quantenausbeuteson IAMPB und|APB
(c—1) allerdingsinnerhalbder Fehlegrenzenauchidentischsein. Die bishergenerelleEi-
genschaftdaldie Quantenausbeuftér die cis—transReaktiongroReralsfir die trans-s cis
Richtungist, ist auchhier eindeutiggegeben.

Zusammenfassung

IAMPB verhaltsichin vielerleiHinsichtahnlichwie IAPB, dasPendanausder APB-Familie.
Das transIAMPB-Peptidist bezuglichder Kinetikenvon IAPB (t—c) nicht unterscheidbar
Das cislsomervon IAMPB hingegenisomerisiertetwasschnellerals cis|APB. Die Quan-
tenausbeutesindebenfallanit demlinearenAPB-Peptidvergleichbamundbetrageretwa5%
(t—c) bzw. 70% (c—t). Die Voraussetzungeitir eine Studieder zyklischenAMPB-Peptide
sindsomitgenausa@utwie bei der APB-Familie.

7.3.3 Die Modellpeptide cAMPB und bcAMPB %
und

Die ErkenntnisseausdenNMR-Strukturen(Abb. 4.6) lassererwarten,dal3die Auswirkun- %
gender Zyklisierungauf denlsomerisierungssrgangbeim bizyklischenAMPB-Peptidgro-
Berseinsolltenals beim monozyklischerAMPB. Dennim transZustandist die Einschran-
kungdesKonformationsraumesir bcAMPB erheblichstarkeralsfir cAMPB. Aul3erdemnist
beidenPeptiderin der cisKonfigurationdesChromophoregin groRereiKonformationsraum
zuganglichDie erwarteterAuswirkungersolltensichsonvohlin denlsomerisierungsquanten-
ausbeuteninddeninitialen Isomerisierungskinetikesul3erralsauchzu einemAuftretenvon
sehrlangsamernProzesseauf der Zeitskalavon wenigenNanosekundefiihren,wie diesbei
der APB-Familie beobachtetvurde.Der visuelle Vergleich der NMR-Strukturenvon cAPB
undcAMPB/bcAMPB legt hierbeinahe,dal¥fur dasbizyklischePeptideineahnlicheBeein-
flussungdesisomerisierungswgangeswie fir cAPB zu erwartenist. Hingegen sollten bei
cAMPB die in den ErgebnissersichtbarerAuswirkungender Zyklisierunggeringerausfal-
len. Ob die vereinfachend®&orstellung,dalizumeinendie Zyklisierungbzw. die Bewegung
der Peptidkettezu einerKraft auf denChromophoifuihrt, welchedie Isomerisierungnemmt
oderbeschleunigundzumandererdie spektraledynamischeéntwort desChromophoreslie
BewegungderPeptidkettaviderspigelt, fur eineErklarungderbeobachtetekrgebnisseaus-
reichendst, soll anhandderdurchgefihrteMessungemiskutiertwerden.
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7 Diskussion
trans— cisIsomerisierung

Beim Vemrgleichderausder DatenanpassurgyhaltenerKinetikenvon cAMPB undbcAMPB

fallt zu allererstauf, daf3 beim monozyklischenPAMPB-Peptid vermeintlichkeine schnelle
Kinetik auftritt, da die schnellsteZerfallszeit1.7ps betragt(vgl. Abb. 6.10. Die kritische
Betrachtungder Ergebnissezeigt, dalRbei dem Datensata’on cCAMPB der Algorithmuszur
Datenanpassurgi der BestimmungeinerschnellerZeitkonstanteversagemimuf3.Dennzum
einensinddie MeRdateraufgrundvon nicht korrigierbarervie3signalerdurchdasL6sungs-
mittel erstabeinerVerzégerungszeitontp = 200fs verwendbarZum anderererschwertlas
vorhandeneRauscherder Dateneine Anpassungnit einer Zeitkonstantenm Bereichvon

400fs, zumalnur eine,verglichenmit dennachfolgendeiinetiken,kleine Amplitude zu er-

wartenist.

Die fur dasbizyklischeAMPB-PeptiderhalteneschnellsteZeitkonstant€300fs) ist 1.5-2mal
kleineralsjenevonAMPB (580fs) undAMPB (470fs). DerdirekteVergleichderschnellsten
Reaktionskinetikewon bcAMPB und cAMPB mittels Zeitkonstanterst ausobengenannten
Griundennicht mdglich. Man kannjedochan dentransienterSpektrervon IAMPB, cAMPB
undbcAMPB (Abb. 6.6, 6.10und 6.14) erkennengdaldie zeitliche Entwicklungder Absorp-
tion vonlAMPB undcAMPB sehrahnlichist. EserfolgtbeibeidenProbenm Zeitschrittvon
tp = 200fs auftp = 500fs im Spektralbereichpone > 360nm eineca.halbsogrof3eAbsorp-
tionsabnahmevie im Zeitschrittvon tp = 500fs auftp = 2ps. Hingegensiehtmanan den
transienterSpektrenvon bcAMPB, daf3hier die GréReder Absorptionsabnahma denersten
500fs etwavermleichbarist mit jenervon tp = 500fs bistp = 2ps, alsoschnellerablauftals
beiIAMPB undauchbeicAMPB.

Der visuelle Vergleich der Transientervon IAMPB, cAMPB und bcAMPB bei vier Abtast-
wellenlanger{vgl. Abb. 7.9 verdeutlichunderweitertdie Aussagendaslineareunddasmo-
nozyklischeAMPB-PeptidbesitzemahezudentischeKinetiken. Der Unterschiedn der zu
langenVerzogerungszeitererbleibendebsorptionsanderunggiAprope= 350nmist vor al-
lem durchdie unterschiedlichefsomerisierungsquantenausbeubedingt(sieheunten).Das
PeptidbcAMPB hingegenzeigteinewesentlichschnelleréAbsorptionsabnahmanerhalbder
ersten500fs. Dahersollte manfir die Kinetikenund auchdie zugehdrigerAmplitudenspek-
trenvon cAMPB undlAMPB ahnlicheWerte erwarten Das FehleneinerZeitkonstantenm
400fs-Zeitbereichist somittatsachlichauf ein, in diesemFall unvermeidlichesVersagerdes
Fitalgorithmuszuriickzufihren.

Die naheligendeErklarung fir den Unterschiedin den schnellstenReaktionszeitervon
AMPB, IAMPB und cAMPB auf dereinenSeiteundbcAMPB auf deranderenst folgende:
Wie schonbeidenAPB-Peptidergeseherhewirkt die ZyklisierungderAminosaureketteine
ZugkraftaufdenChromophoim transZustandDurchden,beiderAMPB-Familie zusatzlich
vorhandenerilexiblen Spacerkanndie mechanisch&pannungm monozyklischerAMPB-
Peptidreduziertwerdenjndemsichdie Methylengruppetwasausihrer Gleichgevichtslagé

8Die Gleichgavichtslagedefiniertsich durchdie Positionder MetyhlengruppehnezusétzlicheexterneKraft
(vgl. IAMPB).
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7.3 Die AMPB-Familie

herausbeegt. Dadurchwird derEinfluR derexternenKraft aufdasAzobenzolselbstvermin-
dert. Da die Methylengruppenicht in daskonjugierter-Elektronensystenmtegriertist (vgl.
Abschnitt4.3.2, mul3 mit der Veranderungler PositiondieserGruppenicht zwangslaufig
eineVeranderunglesAbsorptionsspektrumsinhegehen Die aul3ereKraft auf denlichtab-
sorbierendeifeil desChromophoresvird bei cAMPB somitgeringerseinalsbei cCAPB. Der
Konformationsraumwelcherder Aminosaureketteugéanglichist, ist aufgrunddesSpacers
fir cAMPB groR3eralsfur cAPB, wie auchdie NMR-Strukturenzeigen.Wird jedochdie Di-
sulfidbrickezwischerdenCysteinergeschlosse(bcAMPB),reduziertsichdie geometrische
AusdehnunglesPeptidesind dermechanisch&€ug auf denChromophomwéachstDamitver-
bundenbeschleunigsich auchdie initiale Reaktionvon transbcAMPB bei einer Anregung,
wie diesauchbeidenExperimenteran transcAPB beobachtetvurde.Beim monozyklischen
transAMPB-Peptidhingegenist die externetreibendeKraft auf denChromophordurchden
SpacesostarkreduziertdaRkeineAnderungderReaktionsgeschwindigkdistzustellerst.
Vemglichenmit IAMPB undcAMPB besitztbeibcAMPB die AmplitudederschnellsterKine-
tik flr Aprope > 500nm einengroBeremelatvenAnteil am GesamtsignaDiesist einweiterer
Hinweis auf die treibendeKraft der Peptidketteesreagiererbei bcAMPB prozentuaimehr
Molekilein 300fs alsbeilAMPB in 580fs.

trans—>cis
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Abbildung 7.9: Vemleich von Transienterdeslinearen(schwarz),zyklischen(rot) und bizyklischen
(griin) AMPB-Peptidediir die Reaktionsrichtungrans— cis bei vier ausg&éhltenAbtastwellenlan-

gen.Die dagestellterMeB3kunenwurdenso aufeinandenormiert,dal3die Absorptionsdnderunbei
tp = 200fs ftir alle drei Probergleichgrof3ist.

Die Zeitkonstantenim Bereich weniger Pikosekunden(AMPB: 1.6ps, CAMPB: 1.7ps
bcAMPB: 1.6ps) sind von der Zyklisierungnicht beeinflu3tLediglich der spektraleVerlauf
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7 Diskussion

der Amplitudenspektrenst bei bcAMPB verglichenzu AMPB leicht unterschiedlich(vgl.
Abb. 6.2und6.14). BeiIAMPB konntekeineKinetik in diesenZeitbereichgefundenverden.
DasAmplitudenspektrunder 1.7 psKinetik von cAMPB kannwiederumnur bedingteinbe-
zogenwerden,dadiesesdurchdasFehleneinerschnellererKinetik verfalschtist. Trotzdem
erkenntmanin diesemAmplitudenspektrunbei Aprope > 450nm positve Amplituden, ein
globalesMaximum bei Aprobe = 400nm sowie zu nochkirzerenWellenlangerstarkabneh-
mendeAmplituden.Somitist diesesAmplitudenspektrundemjenigerder 1.6 psKinetik von
bcAMPB qualitativ &hnlich.Der spektraléverlaufder Amplitudenim Bereichder transtut*-
Absorptionbedeutein allenFallen(AMPB, cAMPB, bcAMPB)die BildungeinesZustandes,
der so absorbiertiwie dasjeweilige translsomer Man beobachtetlaherden Riickgangdes
Ausbleichengler transtut-Bande.Im langwelligenSpektralbereictfAprope > 500nm) wei-
sendie positvenAmplitudenaufeinenS— Sy-Uberganghin. Somitbeobachtemanbeidieser
Kinetik hauptsachlicilenUbeilgangvom angergtenZustandin der transAusgangszustand.
Obdesweiteremmuchcislsomeranit einerZeitkonstantemm Zeitbereichvon 1 — 2 psgebildet
werden kannnichtentschiedemverden.

Im 10psZeitbereichsinddie Kinetikender AMPB-Peptidesavie desAMPB-Chromophores
einandersehrahnlich.Der spektralevVerlaufder AmplitudenderzugehdérigerZeitkonstanten
(AMPB: 7.9ps;IAMPB: 8.8ps; cCAMPB: 9.6ps; bcAMPB: 10ps)ist beidenvier Probema-
hezuidentischundbeschreibtviedereinenUbeigangvon der S,-Potentialflachén dentrans
Ausgangszustangind damiteinenVerlustkanalm Hinblick auf die Isomerisierungsquanten-
ausbeutenDie Amplitudenspektremler 8.8 ps-Zeit(IAMPB) und 9.6ps-Zeit(cCAMPB) sind
zusatzlichvom absolutenWert sovie vom relativen Anteil am Gesamtsignalast gleich. In
beidenProbendominiertdieseKinetik (vgl. Abb. 6.6 und6.10. Beim bizyklischenPeptidist
die Kinetik im 10ps-Zeitbereichangsamef10.4p9g als bei IAMPB/cAMPB. Ursachedafir
kénntedie Reoganisatiorder direkt an denChromophormnschlieiendeAminosaurersein:
nachderAnregungbewegt sichderChromophomufder S;-Potentialflach@uf dasMinimum
der $;-Flachezu. Dort angekommenvird die GeometriedesFarbstofes einemZwischenzu-
standzwischerdertrans undder cis KonformationentsprecherBei demAnteil derangere-
ten Molekule, der etwa10psim angergten Zustandverweilt, beginnensich die zum Chro-
mophorbenachbarteAminosaurerder neuenGeometrieanzupasserbDieseAnpassungsbe-
wegungwird umsoschnellergeschehene gréRRerdie Kréafte auf die Aminosaurend.h. die
mechanisch®&ingspannungst. SievollziehtsichalsobeibcAMPB schnelleralsbeicAMPB
und bei cCAMPB schnellerals bei IAMPB. Ein Grol3teilder Molekiile vollendetallerdings
die Isomerisierungshveegungnicht (sieheunten),sonderrkehrtin dentransZustandzurick.
DieseRuckkehrin dentransZustandst aberumsoschwierigeyje weiterdie Reorientierung
dererwahnterAminosaurerfortgeschrittenst undwird deshalbbei bcAMPB langsamege-
scheherals bei CAMPB und bei cAMPB wiederumlangsameials bei IAMPB. Ebensoist
die Abnahmeder relatven Starkeder Amplitude der 10ps-Zeitkonstanteon bcAMPB im
Vemleichzu cAMPB im Bereichder Grundzustandsabsorptian verstehenmit wachsender
Schwierigkeitjn dentransAusgangszustarmurickzukehrersolltesichdie Isomerisierungs-
wahrscheinlichkeierhdhen Dadurchverringertsich der charakteristisch8eitragzum Am-
plitudenspektrunder10ps-Kinetikim Spektralbereichdertranstut*-Absorption BeicAMPB
istdieseAuswirkungderZyklisierungnichtsostark, wesweenbeidiesenMolekil die 9.6 ps
Kinetik starkerenortritt alsbeibcAMPB.
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7.3 Die AMPB-Familie

Eine Kinetik mit einer Zeitkonstantergrof3erals einhundertPikosekundenst nur bei dem

monozyklischenAMPB-Peptid (t—c) erkennbargevesen.Die Amplitude der 120ps-Zeit

(cAMPB) hat au3erdemmur wenigerals 10% Anteil am Gesamtsignalind tritt nur in der

Tt -Bandeauf. Als UrsachaliesesSignalskommendrei Prozesséen Frage Zum einenkdnn-

te die RotationsdepolarisatiofsieheBeginn Kapitel 5) ein derartigesAmplitudenspektrum
henorrufen,wenndas Signalerhaltnisder Messungemnit parallelerund senkrechtePola-

risationsgeometrigestortwar®. Dafiir wiirde sprechendaldie Bandenformexakt mit dem

desSpektrumder o-ZeitkonstantdibereinstimmtDageyen spricht,dalRbei keineranderen
bisherdiskutiertenProbeeine Rotationsdepolarisatiagichtbarwar.

AnderemdglicheUrsacherkdnntenProzessesein,wie siein Abbildung7.10dagestelltsind:
Nachder Anregung kehrendie cAMPB-Molekile schnellauf die Grundzustandsflacheu-
rick.Wie obenausgefuhrtwird einerheblicheAnteil derangergtenMolekulezuriickin den
AusgangszustanekagierenEin gewisserBruchteilder Chromophorewird jedochaufgrund
derschonbegonnenerBewegungder Peptidkettedarangehindertsein,sofortwiederdie fur
den Farbstof optimale transGeometrieeinzuneh-

s men. Dieser,verspannte‘Chromophorist enege-
s ? ? ? ‘% ‘% ‘% ‘%ESA tischetwasangehobenyaszu einemrotverschobe-
A S1

: \_/ nen transAbsorptionsspektrurfiihrt (in Abb. 7.10
o Ubertriebeneingezeichnet)Nun sind zwei Vari-
"\ i/l antendenkbar Zum einen kénnte doch noch ei-
ne, nun thermischaktivierte, Isomerisierungerfol-

120ps (b),/n m

Energy

gen (Variantea). Zum anderenist ein langsames
Entspannerdes Chromophoresnit einer Zeitkon-
trans stantenvon 120ps vorstellbar(Varianteb.) Da im
» langwelligenSpektralbereickeine Absorptionsan-
derungauf der 100ps-Zeitskalebeobachtewurde,
Abbildung 7.10: Erkldrung der Ursacheder kann der verspannteZwischenzustan@nepetisch
Pikosekundenkinetikbei CAMPB, trans-cis- nicht sehr weit iber dem Potentialminimumdes
Reaktion(vgl. Text). transZustande$iegen.Dannsprichtabergegendie
Variantea, daf3einesehrhohePotentialbarrier¢ghermischiiberwunderwerdenmuf3,um die
Isomerisierunglochnochzu vollziehen.Ein Ubeigangvon einemenegetischleicht angeho-
benerzumrelaxiertenZustandsollte mit einemAmplitudenspektrunverknipftsein,welches
in ersteNahrungderAbleitungdesAbsorptionsspektrumentsprichi{sieheDiskussiorunten,

Reaction Coordinate

°In Messungenunterdem ,magischenwinkel* sollte keine Rotationsdepolarisath zu sehensein. In dieser
Arbeit wurdenjedochnur Messungemit zueinandeparallel und senkrechtorientierterPolarisationvon
Anregungs-und AbtastlichtimpulsdurchgefiihrtAus diesenMeRdaterwurde dasSignalfir eine Messung
unter magischemWinkel berechne{(Gl. 2.6). Es kdnntensich jedochzwischender Messungmit paralle-
ler undsenkrechteAnreg/Abtastgeometridie experimentellerParametereranderhabenMdglich ist dies
z.B. dadurch daRzwischendenbeidenMessungerdasExperimentnachjustiertverdenmufte.lst im An-
schluRan die Justagez.B. der Biindelradiusdles Anregungslichtesin wenig gré3erals vor der Justageso
werdenwenigerMolekile pro Volumeneinheiangergt. Dadurchwird daserhalteneMelsignakleinersein
als esohnedie Anderungder Systemparameteyavesenware.In Folge davon verschwinderSignalbeitra-
ge der Rotationsdepolarisatiobei der Berechnungler MeRkunen fir den magischenVinkel nicht mehr
vollstandig.
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7 Diskussion

c—t-Richtung,Abb. 7.11). Die AbleitungdesAbsorptionsspektrumsn transcAMPB ist bei
370nmmaximalundverschwindebei 340nm sawie beia 400nm. DasAmplitudenspektrum
der120psZeit voncAMPB gleichtsomitzwarqualitatv der AbleitungdesAbsorptionsspek-
trumsvon transcAMPB. DasMaximumdesAmplitudenspektrumBbegt jedochbei ~ 360nm
undist somitrelatv zumMaximumderAbleitung(370nm) etwalOnmblauverschoberDies
sprichtgegen Varianteb. Die obendamgelegten Argumentelassendaherdie Rotationsdepo-
larisationals die plausibelstdJrsacheder 120psKinetik bei CAMPB erscheinenEbensast
aucheine Uberlagerungler genannterProzesseenkbar Eine endgliltigeEntscheidundr
ein Modell kannanhanddervorliegenderDatennichtgefalltwerden.

EinenweiterenHinweis, dal3daseinfacheBild einermechanischeSpannungufdenChro-
mophoraufgrundder Zyklisierungzutrefendist, gibt die AuswertungderQuantenausbeuten.
FurderenBerechnungnachderin Abschnitt7.2.2beschriebeneklethodewird die maximale
Produktabsorptiorm Spektralbereickler transtut -Absorptionbendtigt.Die spektraleéPosi-
tion desMaximumsder ProduktabsorptionsbandBauerstrichdiferenzspektrumliegt aber
auRerhalldesuntersuchterMeRbereichesZzudemnimmt dasRauscherder Transienterzu
blauenWellenlangernmmer mehrzu. Daherist der FehlerderanggebenerQuantenausbeu-
tenbeidenAMPB-Peptidergrof3eralsbeider APB-Familie. Die maximalenQuantenausbeu-
ten WIS, sind ebenfallsmit einemgréRererFehlerbehaftetals bei den APB-PeptidenEine
Tendenzbeim Vergleich der Quantenausbeutamn IAMPB, cAMPB und bcAMPB ist aber
trotzdemsichtbar Fiir cAMPB ergibt sich, bei einer Anregungvon 1.5% der Molekule im
Anregungswlumen,eine Quantenausheut¥ = 22% und W} S, = 18% sowie WS ~ 14%.
InnerhalbderFehlegrenzerkannsomitdie Forderung¥ < Wpaxerfillt werden.

Bei bcAMPBIst die BestimmunglerQuantenausbeutemmchetwasschwierigerdanichtein-
deutigist, bei welcherWellenlangeder Wert der Absorptionsanderuntiir die Berechnung
abgelesenverdensoll. Ein sturesAblesender Wertefuhrt auf W = 35% (1.3%derMolekiile
im Anregungswlumenwerdenangergt) und WS, = 25%. Nimmt manin dentransienten
Spektrerdie Absorptionsanderunder kurzwelligstenTransienteetwaskleineranalsgemes-
sen,um einenvermeintlichphysikalischsinnvollerenVerlauf der Spektrenzu erreichen(vgl.
auchdasgestricheleingezeichnetBauerstrichdiferenzspektrunm dentransienterSpektren
Abb. 6.1Q links), dannergibt sichW = 20%und W] 3, = 10%.

Hilfe bietetin diesemFall dasBetrachtender Abbildung 7.9. Bei der Abtastwellenlange
Aprobe = 350nm ist die Produktbildungsehrgut sichtbar Nimmt man an, daf3 die Grund-
zustandsabsorptiosowie die Absorptionausdem angergten Zustandbei dendrei AMPB-
Peptidenjeweils etwagleich groRRist, dannmuf3die Absorptionséanderungu friihenVerzo6-
gerungszeiterbei IAMPB, cAMPB und bcAMPB gleich sein. Unter dieserAnnahmesind
die Transientenin Abbildung 7.13 aufeinandemormiert. Die Produktabsorptiod\A(tp >
1ns Aprobe= 350nm) ist beibeidenzyklischenPeptidergleichgroRundetwadreimalsogrof
wie beilAMPB. Multipliziert mandie fir IAMPB erhaltendmaximale)Quantenausbeuteit
dem Faktor drei, dannergibt sichfir cAMPB undbcAMPB WIS ~ 15%. Diesist mit dem
obenanggebenenMert fir die maximaleQuantenausbeuteertraglich.Ebensoemibt sich
W = 15%, ein Wert, der mit denberechnetelQuantenausbeuteron cAMPB und bcAMPB
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7.3 Die AMPB-Familie

vereinbaist. Somitliegt die Quantenausbeutierisomerisierunggon cAMPB undbcAMPB
bei etwal5— 20%. Sie ist signifikanththerals bei IAMPB. Ein Unterschiedzwischenden
Quantenausbeutater beidenzyklischenPeptidewar allerdingsnicht feststellbarDies be-
deutet,dalRdie Zyklisierungdieselsomerisierungwar unterstitzteinehéheremechanische
Vorspannungbernicht zu einemweiterenAnsteigender Quantenausbeuféhrt. Es erfolgt
dannnur eineBeschleunigungler Reaktion.

Cis— translsomerisierung

Die schnellsteKinetik bei der cis— translsomerisierunglesChromophoreson cAMPB st
tendenzielletwasschneller(190fs) als beireinemAMPB (250fs) undIAMPB (250fs), wah-
rendbeibcAMPB eineVerlangsamundieseiKinetik (300fs) gegenibedenandererAMPB-
Peptidenauftritt. Die initiale cis—transReaktionist bei bcAMPB somit genausdangsam
wie diejenigeder t—c-Richtung.Ebensowie bei AMPB und IAMPB erkenntmanin den
AmplitudenspektrederschnellsterKinetikenvon cAMPB undbcAMPB im Spektralbereich
der transtut*-AbsorptiondenAufbau einerProduktabsorptiofvgl. Abb. 6.12und6.16). Je-
dochabsorbiertder gebildeteProduktzustan@twasrotverschobern(Amax = 350nm) gegen-
UberdemstationarerntransZustand(Amax= 338nm), eine Tatsachedie bei AMPB nichtbe-
obachtetwurde'®. Die Amplitude der 190fs-Zeit von cAMPB hat, verglichenmit jenerder
250fs-Kinetik von IAMPB, einengr63ererrelatven Anteil am GesamtsignaDer Anteil der
Amplitude der300fs-Kinetik bei bcAMPB ist hingegengegentbelcAMPB wiederreduziert.
Ursachefir dengeringerenAnteil der 300fs-Kinetik am Mel3signalkénntedie Anzahl der
in diesemZeitbereichreagierendeiMolekile sein.DieseAnzahlsollte bei bcAMPB verrin-
gertsein.Dennverglichenzu cAMPB startetbei bcAMPB ein grol3erefProzentsataller cis
Isomeredie Isomerisierungsheegung mit Konformationenwelche eine schnelleReaktion
nichtzulassen.

DasAmplitudenspektrunder 1.3ps-Zeitvon CAMPB weistim langwelligenSpektralbereich
Aprobe> 500nmrelati zumSpektrunder190fs-ZeitkonstanteineBlauverschiebingauf, de-
renUrsachevermutlichein AbkihlendesangergtenZustandesst undbeidenAPB-Peptiden
schondiskutiertwurde(vgl. Abschnitt80). Im Spektralbereiclder transtut-Absorptiondes
Amplitudenspektrumsst die Bildung einesintermediarerPhotoproduktemit 1.3pserkenn-
bar DiesesabsorbierebenfallsotverschobemgegeniuberdemstationérertranscAMPB, wie
jenesder190fs-Kinetik. Esmu3dahemochmindestengin weitererReaktionsschrittolgen,
beidemsichdie AbsorptiondesPhotoproduktederjenigervon transcAMPB angleicht.

In bcAMPB konnte eine Zeitkonstantevon etwa 1.3ps auch durch die Hinzunahmeeines
weiterenExponentialzerfallesicht nachgaiesenwerden.Ein Vergleich des Amplituden-
spektrumsder 5.4 ps-Kinetik bei bcAMPB mit jenemder 1.3psZeitkonstantevon IAMPB

undauchcAMPB liefertim Spektralbereicprope > 450nm eineweitgehendd&Jbereinstim-
mungderBandenformund-position.Bei kirzererwWellenlangerfAyrope < 450nm) gleichtdas

10Bei AMPB bildet sichmit 250fs ein Zustanddersowie transAMPB in der Dauerstrichabsorptionsmessung
absorbier{Amax= 340nm, vgl. Abb. 4.3).
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7 Diskussion

Amplitudenspektrunvon bcAMPB (5.4p9 mehrdemder 10psKinetik von IAMPB. Esbe-
schreibtdie Bildung einesgegenibertransbcAMPB ca 15nm rotverschoberabsorbierendes
Photoproduktesvermutlichist die 1.3ps-Kinetik von IAMPB bei bcAMPB auf 5.4ps ver-
langsamtDadurchsind die Prozessedie bei IAMPB der 1.3ps und 10psKinetik zugrunde
liegen,beibcAMPBdurchdenverwendeteffitalgorithmusichtmehrtrennbarSomituberla-
gernsichdie BeitragedieserProzessé@n Amplitudenspektrunder5.4psZeit. Ein Grundfur
die VerlangsamungderKinetik von 1.3psauf 5.4 pskonntedie Peptidkettesein,die im bizy-
klischenPeptidaufgrundderreduziertergeometrischehangedie Isomerisierungshveegung
desChromophorezu einemfriherenZeitpunktbremstals diesim monozyklischerPeptid
derFall ist.

Die nur bei cAMPB, aber nicht bei bcAMPB vorhandeneKinetik im 10psZeitbereich
(cCAMPB: 9.3p9 besitztein sehréhnlichesAmplitudenspektrunwie die 10ps-Kinetik von

IAMPB. Die relatve Amplitudenstarkeder 9.3ps-Zeitkonstanteam Gesamtsignalst bei

CcAMPB hoherals diejenigeder 10ps-Kinetik bei IAMPB. Dies bedeutetdaRbei cCAMPB

ein grol3ererAnteil derangergtenMolekile langsamereagiertalsin IAMPB. Am spektra-
len Verlauf des Amplitudenspektrumsler 9.3 ps-Kinetik im Spektralbereictder transtut -

Absorptionerkenntman,dafRauchmit dieserZeitkonstantéranscAMPB gebildetwird.

Die Amplitudenspektrerder langsamerKinetiken (Zeitkonstantern> 50ps) von IAMPB,
cAMPB undbcAMPB ergeberaufdenersterBlick einsehruneinheitliche®ild. Die 180ps
Zeit von cCAMPB besitztein Spektrum,welchesdem der 9.3psKinetik sehréhnlichsieht.
Nur ist die Amplitudenstarkem langwelligenSpektralbereichelativ zur transtut*-Bandebei
der180ps-Zeitkonstantkleineralsbeider9.3ps-Zeit.Der Amplituderverlaufim Spektralbe-
reichder transtut'-Absorptionweistscheinbaauf die Bildung von transcAMPB mit 180ps
hin. Die 58psbzw 100psKinetik bei AMPB bzw. bcAMPB beschreibhingegeneinenan-
derenProzelRDennim Bereichdertranstut-Absorptionunterscheidesichdie zu dieserKi-
netikengehérendemplitudenspektrestarkvon demjenigerder 180ps-Zeitkonstanteson
CAMPB. Eine moglichelnterpretatiorbzw. LosungdiesesProblemdolgt weiter unten.Der
spektraleVerlauf der Amplitudender 58ps (IAMPB), 180ps (cCAMPB) und 100ps-Kinetik
(bcAMPB) im Wellenlangenbereichprone > 400nm weist auf ein Verschwindereinerlang-
welligen Absorptionhin. DiesbedeutetdalRder Ausgangszustanfdr dieseKinetik entweder
auf derS;-Potentialflachdiegt oderein enegetischstarkangehobene$y-Zustandseinmul3.
Im erstenFall resultiertdie langwelligeBandeim Amplitudenspektrunvon der excited-state
Absorption.Im andererrall ist die Grundzustandabsorptiaturchdie Anhelung der Ener
gie desGrundzustandesotverschobenlm Spektralbereiclier transtut*-Bandewirde man
fir einenlangsamerUbeigangvom angergten Zustandin das transMinimum der Grund-
zustandspotentialflache den Amplitudenspektremegative Amplitudenerwartendie einen
spektraleVerlaufahnlichdertranstut -Absorptionzeigen Dennbeieinemlangsametber
gang(Zeitkonstante> 50ps) ist das Abkiihlen auf der Grundzustandsflachaicht sichtbay
da der Kuihlvorgangerheblichschnellerablauft (vgl. Abschnitt7.1). Somitist in den Am-
plitudenspektremie direkte Bildung desrelaxiertenPhotoproduktegtransisomer)mit die-
ser Zeitkonstantesichtbar Wirdedie Kinetik in diesemZeitbereichdie Reaktionzurtickin
die cisKonformationbeschreibenyirdemanin den Amplitudenspektremur die Abnahme
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7.3 Die AMPB-Familie

derexcited-stateAbsorptionsehendadie cislsomereder AMPB-Familie im Wellenlangen-
bereichum 350nm nur sehrschwachabsorbierenZwar ist Uberdie Form desexcited-state
Spektrumsnicht viel bekanntsodal3keineVorhersageffiir den Amplituderverlaufgemacht
werderkonnen Eskannjedochdie sichereAussagayetrofenwerdendallim Fall derRuckre-
aktionin dencis-Zustandm Wellenlangenbereictler transtut-Bandeim Amplitudenspek-
trum derzugehorigerKinetik nur positve AmplitudendurchdasAbklingender excited-state
Absorptionauftreterkdnnen.

WelcheSignaleim Spektralbereicker Grundzustandbandem erwartensind,wennderAus-
gangszustandin enegetischangehobenezustandauf der Grundzustandspotentialflaclse,
soll anhandvon Abbildung 7.11 erlautertwerden.Die enegetischeAnhehung fuhrt in ein-
fachsteNaherunghurzu einerRotverschiebingdesDauerstrichabsorptionsspektrurdagder
enegetischeAbstandzu denelektronischangergten Zustandenverringertwird. Im oberen
Teil von Abbildung 7.11ist dastransbcAMPB Absorptionsspektrureingezeichnefdurch-
gezogend.inie). Zuséatzlichist dasselbeSpektrumum 5nm (- —) undum 15nm (—---—)
spektralrotverschobeigezeigtilm unterenTeil der Abbildungsindim gleichenMaf3stalDif-
ferenzspektreifrotverschoben- Orginalspektrunmbzw, 15nm verschoben- 5nm verscho-
ben)damgestellt.

Difference Signals of
Shifted Absorbance Spectra

0 — orig. spectrum (a)
c — — 5nm redshifted (b)
3 _ ... _ 15nm redshifted (c)
o

0

0

< ..

P | S T ———
c - - (b)=(a)
3 Ne | = =(c)=(0)
5 — - = (c)=(b)
n

I

< 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Abbildung 7.11: ErwarteteAbsorptionsédndrungendie durch dasspektraleSchiebervon Absorpti-
onsbandenerursachtverden.Im oberenTeil ist dasAbsorptionsspektnn von trans-bcAMPBsowie
dasselbeSpektrumum 5nm bzw 15nm rotverschobergezeigt.Im unterenTeil sind in demselben
Malistabwie in deroberenAbbildungdie méglichenDifferenzabsorptionsspekhdagestellt.

Man erkenntdalRdie Differenzspektrem etwadie negative AbleitungdesAbsorptionsspek-
trumswiedegeben(v.a. — —). Zusatzlichsiehtman,dalRdie ExtremalwertedesDifferenz-
spektrumaimsogeringemwerdenje kleinerdie VerschielnngderSpektrerzueinandeist. Fur
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dentranstut-BereichdesAmplitudenspektrumder100ps-Kinetikvon bcAMPB ergibt sich
die groRteUbereinstimungnit dem Differenzspektrungb)-(c) (—-—). Diesesist mit einem
Prozelverknipft,der von einemZustandmit einemetwa15nm rotverschobenepektrum
startetundbei einemZustandendetwelcherein, relatv zumbcAMPB-transisomerca.5nm
rotverschobenesbsorptionsspektrurbesitzt.Es sprecheralsoeinige Punktedafir, daf3die
100ps-Kinetikin bcAMPB eine Absenkungder Grundzustandsergie beschreibund nicht
einenUbeigangvom angergtenZustand Desweiterewird dieseThesedadurchunterstiitzt,
daR die schnellererKinetiken (300fs und 5.4ps) die BesetzungeinesZustandeseschrei-
ben,desserAbsorptionsmaximuni0— 15nm rotverschobervon demjenigerder transtut -
Absorptionvon bcAMPB liegt.

DasAmplitudenspektrunder 1 ns-KinetikweistkeineAbsorptionsanderunign langwelligen
Spektralbereictauf. DeshalbkanndieseKinetik keinenS;— Sp-Ubeilgangbeschreibenver-
gleichtmandie Form desAmplitudenspektrums der transtut-Bandemit denobenabge-
bildetenDifferenzspektrersoerkenntmaneineguteUbereinstimmungnit demgestrichelten
SpektrumwelchesdurcheineVerschiebing desAbsorptionsspektrumsm 5nmentsteht.

Somit drangtsich folgendelnterpretationauf: direkt nachder Anregung von bcAMPB be-
ginnt der Chromophomit der Isomerisierungsheegung. Es folgt in 300fs und 5.4ps ein
Ubemgangauf die Grundzustandspotentialflachgei demjenigeriTeil der Molekiile,der iso-
merisierterfolgteineRelaxatiorin Richtungdes
Sn transMinimums der Grundzustandspotentialfla-
z% z% z% z% z% z% z% ESA che.DieseRelaxationgeschieh@abernicht, wie
z.B. bei Azobenzol,in wenigerals 10ps Viel-
mehr bildet sich, aufgrund des Einflussesder
Peptidketteauf denChromophoreinenegetisch
hoherliggende$hotoprodukinit einerdemrela-
xiertentransZustandahnlichenGeometrig(Zu-
standl in Abb. 7.12. Der Chromophomochte
den transZustandeinnehmenwird aberdurch
die Peptidkettedarangehindert.Es ist ein ver-
» spannteitransChromophoentstanderDie Ab-
: . i} sorption,insbesonderian Bereichdertranstut -
Abbildung 7.12: Reaktionsmodelftir bcAMPB Bande diesesintermedirerPhotoproduktesst
(c—t). Auf dem Weg zum PhotoproduktP durch- T ) s
laufendie Molekiile die Zwischenzustandeund2. T€latv zum Dauerstrichabsorptionsspektruoa.
Umbekanntst, wie die Relaxationin denAusgangs- 15nm rotverschobenwie den Amplitudenspek-
zustandG erfolgt. tren der beidenKinetiken (300fs und 5.4p9) zu
entnehmernist. Im Laufe der Zeit werdensich erstdie direkt an den Chromophorangren-
zendenAminosaurerrearrangierenspaterauchdasrestlichePeptid.Mit dieserReoganisa-
tion ist die enegetischeRelaxationdesFarbstofes verbunden.Dieseist auf der 100ps und
1ns-Zeitskalasichtbar In 100psrelaxiertdasSystemso weit, daf3dasAbsorptionsspektrum
desChromophoresiur nochum 5nm gegenuberdemDauerstrichspektrummotverschoberist
(Zustand2 in Abb. 7.12. Mit demUbegangvon 12 ist auchdasVerschwinderderlang-
welligen Absorptionverknupft.Die weitereEntspannunglesChromophoreg die stationare
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transKonfiguration(ZustandP) erfolgtin etwalns.Dannhatdie externeKraft derPeptidkette
aufdenChromophosoweit nachgelassenlaleineBeeinflussunglesAbsorptionsspektrums
in denhiervorgestellterExperimentemicht mehrsichtbarist. Die Frage,ob sichdie Peptid-
ketteauf einerlangsamereZ eitskalanochweiter umomganisiert kanndahermit dendurch-
gefuhrterExperimentemichtbeantwortetverden Hierfir sind zeitaufgelostéessungeim
infrarotenSpektralbereicimotwendig.

Akzeptiert man diesesReaktionsmodellso bleibt die Fragezu klaren, warum die Ampli-
tude der 1ns-Kinetik gré3erals die der 100psZeitkonstantast, obwohl man nach Abbil-
dung 7.11 genauden umgekehrterfall erwartenwirde. Eine mogliche Erklarungist, daf3
nur ein Bruchteilaller Molekule,derenChromophoiisomerisiertist, denZwischenzustand
bevblkern. Ein derartigesSzenariaist durchausplausibel,wennman berticksichtigtdal3in
dercisKonfigurationdesChromophoresmehrereverschieden®eptidkonformationsimilien
auftreterkonnen(vgl. NMR-StrukturerAbb. 4.6). WerdendurcheinenLichtimpulsMolekile
ausverschiedeneBtartkonformationeangeregt, soist esdurchausvorstellbar dal3die Mo-
lekuleverschiedeneReaktionspfadeauf derS;-Flachefolgen: Ein Bruchteilderangergten
MolekileweisteineraumlicheStrukurauf, die eineneinfacherundschnellerUbeigangdirekt
in Zustand2 ermoglicht.Fur einenanderenTeil wiederumist ersteinegroéf3ereUmorganisa-
tion der Aminosauremotwendig,bevor der Chromophordie Chancehat, einenrelaxierten
transZustandzu erreichenDie 100ps-Kinetikwird nur vom letztgenanntefieil verursacht,
wahrendder Ubeigangvon Zustand2—P von allen isomerisierterMolekiilen durchlaufen
wird. Zusatzlichzu denbisherdiskutiertenrReaktionspfadetritt sicherauchdie Riickreaktion
vom angergtenZustandn dencisAusgangszustan@ auf(,?“ in Abb. 7.12. Eventuellgibt
essogarnocheine Riickisomerisierungon Zustandl—G. VorgadngedieserArt sindin den
transienterSpektrerund Amplitudenspektremur sehrschwerzu identifizierendaesim un-
tersuchterSpektralbereichei dencis-lsomererkeinecharakteristischébsorptiort! wie fiir
dentransZustandjibt. DaherkannzudieserVorgéngerkeinedetailliertereAussageyetrofen
werden.

Ein Blick aufdasAmplitudenspektrunder58ps-Kinetikvon IAMPB (c—t) in Abbildung6.8
zeigt,daRdiesesSpektrumdemder 100ps-Zeitkonstanteson bcAMPB gleicht. Somitliegt

die Interpretationnahe,dallauchbei IAMPB zumindestein Teil der angergten Molekile
einenZwischenzustand bevolkert. Diesermuf3auf der Grundzustandspotentialflackeer

getischhochliggendsein,dasonstim Amplitudenspektrunkeinelangwelligepositive Bande
auftretenwirde.Im Unterschiedzu bcAMPB relaxiertAMPB mit einerZeitkonstantervon

58psdirektin denPhotoproduktzustard EinemoglicheUrsachdtr dasAuftretender58ps

Kinetik sowie dasFehleneinersolchenbeilAPB wurdebereitsdiskutiert.

Ein grofResRatselbirgt die Diskrepanzder spektralenCharakteristikder Zeitkonstantenm
100psZeitbereichvon IAMPB und bcAMPB auf der einen und cAMPB auf der ande-
ren Seite.Dennwéahrenddie 180psKinetik von cAMPB so interpretiertwerdenkann, daf3
mit dieserZeit ein Ubegangvom angergten Zustandin die transKonformationerfolgt,
scheintbeilAMPB undbcAMPB auf der 100ps-Zeitskaladie Relaxationnnerhalbdertrans

1HierzumuRtederMeRbereictbis auf etwalprone= 250nmausgedehnierden.
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7 Diskussion

Konfigurationund nicht die Bildung von translsomerender dominanteProzessu sein.Ei-
ne moglicheErklarungist eineteilweise BeimischungeinesRotationsdepolarisationssigna-
les bei denMessungeran cAMPB. Fir die beidenandererProben(|IAMPB und bcAMPB)
scheidetein solcherBeitragaus,da der spektraleVerlauf der Amplitudenspektremer lang-
samenKinetiken nicht dem der co-Zeitkonstantegleicht. Bei cCAMPB allerdingskann auf-
grundder Form desAmplitudenspektrumder180ps-Kinetikim Bereichder Grundzustands-
absorptiondie ExistenzeinesRotationsdepolarisationsbeitrageisht ausgeschlossemwer-
den.Auch war bei der trans- cis-Isomerisierungron CAMPB eine 120psKinetik beobach-
tet worden,derenUrsprungnicht eindeutigfestzulgenwar. Dort war ebenfallsein Beitrag
durch die Rotationsdepolarisatiom Erwagunggezogenworden.Fur eine grobe Abschét-
zungkannmanannehmengaldie 120ps-Kinetik bei cCAMPB (t—c) vollstandigdurchRo-
tationsdepolarisatioverursachtst und setztdenselbemelativen Beitrag auchbei der c—t-
Reaktionsrichtungoraus.Dannerhaltmannachder SubtraktiondiesesEffektesein Ampli-
tudenspektruna(A) = a(t = 180ps A) — (—3a(T = o, A)) mit folgenderEigenschatftin der
transtut-Bandeist der spektraleVerlauf desAmplitudenspektrumg£180ps demjenigerder
Amplitudenspektrervon IAMPB (58pg und bcAMPB (100ps sehrahnlich. Damit wirde
sichdie Interpretatiorder 180ps-Kinetikvon cCAMPB bessein dasbestehendReaktionsmo-
dell integrierenlassenDa die t—c unddie c—t-Isomerisierungyon cAMPB direkt hinterein-
andergemessemvurde,ist esdurchausndogich,dal’speziellbei denMessungeran cAMPB
die experimentellerParameterom Optimumabgeavichensind.

Bisherentstandder Eindruck,dalRdie Zyklisierungdaslsomerisierungssrhaltendesmono-
zyklischenAMPB-Peptidesicht sonderlichbeeinflu3tin Abbildung 7.13 erkenntmanbei
Aprobe = 598nm, dalRdie Transientervon IAMPB und cAMPB vollig identischsind. Das
bizyklische Peptidzeigtim Vergleich zu diesendirekt nachder Anregung eine langsamere
Reaktion.Desweiterenst bei bcAMPB die Dynamik im Zeitbereichvon 1 — 10ps erheb-
lich starker— ein Zeichendaftr, daf3ein gro3ererBruchteil der angergten Molekiile die
Si-Potentialflachéangsamewerlaitals diesbei IAMPB und cAMPB der Fall ist. Am Rand
der langwelligenFlankeder nrt*-Bande(Aprobe = 550nm) tritt eine Anderungauf: dasmo-
nozyklischePeptidist hier zwarimmer nochschnellerals bcAMPB, aberlangsameanls das
lineareAMPB-Peptid.Bei nochetwaskirzererWellenlangern{Ayrope= 518nm) gleichensich
nundie Transientervon cAMPB und bcAMPB, wahrendallein IAMPB eineschnellereDy-
namik aufweist.In der transtmut*-Bandeist kein Unterschiedn denprimarenKinetiken bis
tp = 1pssichtbar Ob die in Abbildung 7.13 (Aprope= 342nm) sichtbareKinetik im Bereich
von 100ps— 1000psvon cAMPB echi2 ist, kannhier nichtentschiedemerden(vgl. oben).

Mittels der Transienten(Abb. 7.13 kann manauch Aussageniber die Quantenausbeuten
gewinnen.Man erkenntandernaheam Maximumder transtut*-Absorptionaufgenommenen
Kurve (Aprobe= 342nm), dalR¥Wcampe ~ Wiampe UNdWheavpe ~ 0.75+ Weavpe. DieseAussa-
gekanngetrofenwerdenwenndie Kurvenauf dieselbeAbsorptionsanderunigeitp = 200fs
skaliertwurden,wie in Abbildung 7.13 geschehenDesweiterermul3 beachtewerden,dal?

2Amplitudena(t = 120ps A) ~ —3a(t =, A), A =340---380nm
13Echtim Sinnedavon, daRdie Prozesseyelchedie Kinetik verursacherin derProbeablaufen Ein Rotations-
depolarisationssignalaremit dieserDefinition eine,unechte“Kinetik.
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7.3 Die AMPB-Familie

die Wertefur die Quantenausbeut®n cAMPB gréfRereUnsicherheitermusweiserwie jene
von |IAMPB und bcAMPB, danicht geklartist, ob in denTransientervon cCAMPB auchein
Rotationsdepolarisationsanteiithaltenst (sieheoben).Eine weitereVoraussetzungial3die
ebengenannterBeziehungerder Quantenausbeuteausder Abbildung entnommerwerden
konnen,ist die Gleichheitder Absorptionsanderundirekt nachder Anregung der AMPB-
Peptide Dennwennsich die Absorptionswirkungsquerschnitteer angergten Zustandeder
AMPB-Peptideunterscheidenst die obendurchgefiuhrteSkalierungauf die Gleichheitdes
Signalesnachtp = 200fs nicht mehrsinnvoll. Zusatzlichist fir die Abschatzungler Quan-
tenausbeutenochzuberticksichtigendallbcAMPB eineNanosekundenkinet&ufweist,also
diein Abbildung7.13sichtbareAbsorptionfir tp > 1nssichnochandert.

cis—>trans

oy ﬁ Ror = 050nm
: __ IAMPB

) #{ __ cAMPB

A = 342nm ]‘y

A, = 598nm

Absorbance Change [a.u.]

100 -1 0 1 10 100 1000
Delay Time [ps]

Abbildung 7.13: Vemleich von Transienterdeslinearen(schwarz) zyklischen(rot) und bizyklischen
(griin) AMPB-Peptidediir die Reaktionsrichtungis— transbei vier ausg&éhltenAbtastwellenlan-
gen.Die dagestellterMel3kunenwurdenso aufeinandermormiert,daf3die Absorptionsénderunigei
tp = 200fs fiir alle drei Probergleichgrof3ist.

Ermittelt mannachderin Abschnitt7.2.2beschriebeneMethodedie Quantenausbeutesg
ergebersichbeieinerAnregungvon 1.7%(cAMPB) bzw. 1.3%(bcAMPB) der Molekileim
Anregungswlumendie Quantenausbeutéd = 70% bzw. W = 50%. Diese Ergebnissepas-
senzu derausdemVermleichderTransientergevonnenerAussagegalidie Quantenausbeute
beibcAMPB gegeniibetAMPB undcAMPB reduziertist: die mechanisch&pannungn der
Aminosaurekettést im bizyklischenAMPB-Peptidso grof3,dalRein verglichenzu cAMPB
groRereAnteil angergter ChromophorenderIsomerisierungehindertpzw nachderlso-
merisierungzu einersofortigenRuckisomerisierungn dencisAusgangszustangezwungen
wird. Hingegenist bei CAMPB keineAuswirkungder Zyklisierungauf die Quantenausbeute
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7 Diskussion

sichtbar Die Quantenausbeut®n cAMPB ist innerhalbderFehlegrenzergenausarol3wie
diejenigevon cAPB undIAMPB.

Zusammenfassung

Der EinfluRRderZyklisierungaufdie cis— translsomerisierungst savohl bei denmonozykli-
scheralsauchbeidenbizyklischenAMPB-PeptidersichtbarBei CAMPB ist die Auswirkung
gering,aberdennochdurcheinenVergleich der transienterAbsorptionskuren nachweisbar
Dahinggenzeigtdie Isomerisierungsreaktioron bcAMPB deutlicheVeranderungegegen-
UberdenbeidenandererAMPB-Peptidenfirdie t—c-Reaktionwird die initiale Kinetik auf
300fs beschleunigtwahrendbei der c—t-Richtungsich dieseauf 300fs verlangsamtAuch
die Reaktionsgeschwindigkeiteon bcAMPB im Pikosekundenzeitbereigndfir t—c ho-
herundfir c—t niedrigerals bei IAMPB und cAMPB. Desweiterenst bei bcAMPB (c—t)
derEinfluzderPeptidkonformationsdynaméufdenChromophoerkennbarsichtbarandem
AuftreteneinerNanosekundenkinetiik Verbindungmit einemdamit verkntpftenAmplitu-
denspektrumyelchesauf die vollstandigegeometrisch&kelaxationdesChromophoresin-
weist. DieseKinetik ist von derjenigerbei CAPB (c—t) zu unterscheiderBei CAPB warim
Zeitbereichvon einerNanosekundelie Bildung einesverspannteifChromophorezu sehen,
welchervermutlichauchnochauflangererzZeitskalerrelaxiert. Grundftir diesenUnterschied
ist der Methylenspacebei den AMPB-Peptidendie auf Zeitskalen> 2ns ablaufenderBe-
wegungender Aminosaurekettést bei bcAMPB nicht sichtbar weil der bewvegliche Spacer
dieseBewegungenausgleichund denmechanischetressauf denChromophorstarkredu-
ziert. Bei cAPB hingeggenwird jeder mechanisch&ug in der Peptidkettean den Farbstof
weitelgegebenwodurchauchkleine AbweichungerderPeptidkonformatioron derrelaxier
ten StrukturdenChromophobeeinflusserBeim monozyklischeiAMPB-Peptidhingegenist
derChromophorastvollstandigvon der Peptidb&egungentkoppelt.

In dernachfolgendefabellesind nochmaldie ermitteltenZeitkonstantersavie die berech-
netenQuantenausbeutewon AMPB unddenAMPB-Peptiderzusammengestellt.

Probe trans-cis cis—trans
Zeiten[ps] W [%] | WISJ%] Zeiten[ps] W [%)]
AMPB || 047 16| 7.9 22 27 0.25 29| 12 70
IAMPB || 0.58 8.8| 93 7 5 0.25(1.3| 10 58 70
cAMPB 1.7 9.6|120| 22 15-21 || 0.19|1.3|9.3 180 70
bcAMPB || 0.3 | 1.6 | 10 20-35| 10-25 || 0.3 | 5.4 100;1000| 50

Tabelle 7.2: Zusammenfassunger wichtigstenErgebnisseausden Messungeran AMPB und den
AMPB-Peptiderfiir die t—c- savie die c—t-IsomerisierungNebenden jeweils zur Anpassungler
MeBdatenbendtigtenZeitkonstantersind noch die (maximalen)Quantenausbeuteanggeben.Die

Zeitkonstantein denjeweils ersterdrei SpaltersindsoangeordnetialiKinetikenmit eineméhnlichen
Amplitudenspektrununtereinandestehen.
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8 Zusammenfassun g

DasZiel dieserArbeit war es, Informationendartberzu gevinnen,ob sich Faltungswrgén-
gein kleinenModellpeptiderauchauf der Femto-bis NanosekundenzeitskaddospielenDie
bisherteilweiseherrschend@&leinung,dalRdie Bewegungeiner Aminosaurebeim Faltungs-
vorgangschnellstengm 10nsZeitbereichablauferkann[ GALzITSKAYA etal.,2001], konn-
te, zumindesflr die hier vorgestelltergetriebenersystemeegindeutigals Fehleinschatzung
eingestuftverden.

DasStudiumschnellsteKonformationsdynamikedurfteeinigerVoraussetzungedije in den
letztenJahrergeschaen wurdenundzu Beginn dieserArbeit erfillt waren:Kenntnisseiber
daslsomerisierungserhaltenvon Azobenzolund die Verfligbarkeitvon ausreichendroben-
material. Der Chromopho”Azobenzoisomerisierinnerhalbwenigerhundert~emtosekunden
mit hoherQuantenausbeutandbildeteinlanglebigeshotoprodukt— dasjeweilsanderdso-
mer—, wie femtosekundenspektroskopisddetersuchungeameigten[NAGELE, 1999. Bei
dem Isomerisierungswgangandertsich die geometrisché.angedesAzobenzoleum fast
einenFaktorzwei. SomitschienAzobenzoldasgeeigneteMolekil zu sein,um einephotoin-
duzierteKonformationséanderunguszuldserDie Synthesevon geeigneterkleinenPeptiden,
die als AminosauregetarntesAzobenzolin der Aminoséuresequeranthalten erfolgte am
Max-Planck-Institutir Biochemiein MartinsriedunterProf.L. Moroder Ebensaovurdedort
die ZyklisierungdieserModellpeptidesavie u.a.eine NMR-spektroskopisch&ntersuchung
derProbernvorgenommeriBEHRENDT, 2000 RENNER etal.,2000a RENNER etal., 20004.

Furdie Durchfihrungderfemtosekundenspektroskopischémtersuchungewurdeim ersten
Jahrder Arbeit ein neuesLasersystenaufgebautZusammermit dem KollegenIngo Lutz
wurde ein regeneratrer Verstarkemit einer Wiederholratevon 1kHz konzipiertund reali-
siert.Die wichtigstenRandbedingungewareneinehoheAusgangsimpulsenergie von etwa
1mJpro Lichtimpulsbei gleichzeitigméglichstniedrigemRauschemndhoherStrahlstabili-
tat. AuRerdensolltedasSystemmaoglichstkompaktaufgebautverden,umaufdemoptischen
Tisch Platzfur zwei getrennteexperimentelleAufbautenverfiigbarzu haben.Anschlie3end
erfolgteder Aufbaubzw. UmbaudesPump-Probe-Experimentd3a die Anregungderzuun-
tersuchendeRrobenin derlangwelligenFlankeder ntt*-Absorption(Apump = 480) erfolgen
sollte, war die direkte VerwendungdesfrequenzerdoppelterLaserlichtegA = 400nm) aus
demVerstarkersystemichtmoglich.Die notwendigeNellenlangenkoversionerfolgtedurch
die Verwendungvon nichtkollinearenoptisch-parametrischevierstarkernderenDesignauf
die Generierungron Licht bei A = 480nm optimiertwerdenmuf3te.Dasvorhandendetek-
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8 Zusammenfassung

tionssystemwelchesein gleichzeitigesAufzeichnenvon 42 Mel3kunen bei verschiedenen
Wellenlangerermdoglicht(Vielkanaldetektion)ywurde in dasExperimentintegriert. Im Zu-
gederOptimierungdeszuganglichembtastwellenlangenbereichesirdedabeidasMedium
zur ErzeugunglesAbtastweildlichteson Saphirauf KalziumfluoridumgestelltAufgrundder
fehlenderMdglichkeit,die anfallenderbatenmengesinnvoll undschnellbearbeiterzu kon-
nen,wurdeim Anschluf3andie ersteMel3seriecineAuswertesoftwarenit Benutzeroberflache
entworfenund programmiert.

WelcheErkenntniss&onntenausdenMessungeigevonnenwerdenBekanntwar zu Beginn
dieserArbeit nur, dalRreinesAzobenzolals optischesTriggermolekilsehrgut geeigneter-
schien EinfacheAbsorptionsmessungeeigten daldder ChromophoruchnachdemEinbau
in die Peptideisomerisiert Die NMR-Messungerbelegten,dal3sich auchdie Konformation
desPeptidrickgratestark &ndert] RENNER etal.,2000a RENNER etal.,20004. Zu beant-
wortenwar die Frage,wie schnellund mit welchenQuantenausbeutetie Isomerisierungs-
reaktionen(t—c, c—t) desFarbstofesin denlinearenundzyklisiertenPeptiderablaufen Es
stelltesichherausdalfiin allenuntersuchtefroberein Teil derangergtenChromophorevei-
terhinin einigenhundertFemosekundeisomerisiertAllerdingsist der Anteil der Molekiile
mit langsamePhotochemigd.h.die Isomerisierungrfolgtim Pikosekundenzeitbereich)o-
RBeralsbeireinemAzobenzolDiesgilt vor allemfir die cis— transReaktion. Somitwurdeder
Beweis erbracht,dalRdie durchgefihrterExperimenteso, wie sie geplantwaren,auchsinn-
voll sind: auchbei denZyklopeptidenerfolgt die Anderungder geometrischeusdehnung
desChromophoresehrschnellinnerhalbvon PikosekunderMandarfdeshalbsoneinemklar
definiertenStartzeitpunktlesFaltungswrgangesm PeptidriickgratlieseMolekilesprechen.
Desweiterenst dendurchgefiihrteMessungerzu entnehmengalRder ChromophoAzoben-
zol neberseinerEigenschafals Triggerauchnochals Sonddur die Peptidb&egungfungiert.
Die Aminosaurekettdeeinflultwéahrendhrer Faltungsbe/egungden Chromophorso stark,
daRdie zeitliche Veranderungler optischerEigenschaftenlesAzobenzolegut detektierbar
Ist.

Faltungsreaktionektnnenals Bewegungentlangeines(komplizierten)Reaktionspfadeauf
einermehrdimensionaleRotentialflach&eschriebewerdenDiesePotentialflachesindkei-
neswegsglattsonderrweisenmehrerdokaleMinima auf[ FRAUENFELDER etal.,1991. Mo-
lekile,welchesichfalten,verweilenauf demWeg zur natven StrukturunterUmstandersehr
langein diesenokalenMinima undsinddannalsfehl- odernochnichtvollstandiggefaltetete
Intermediatesichtbar

Wendetman eine dhnlicheBeschreibing auchauf dassehrvereinfachendeindimensionale
Potentialbildan (vgl. DiskussionAbb. 7.1), so erhdltmanein schematischeBild, wie esin
Abbildung 8.1 gezeigtist. Betrachteimandie Enegieflachemur sehrungenauso erscheint
die PotentialflachelesangergtenZustandeslsparabelformigundglatt. Nachder Anregung
erfolgt eine Bewegungzum Minimum der S;-Flacheund von dort ausder Ubeigangauf die
Grundzustandspotentialflackewie die Relaxationin den Ausgangs-oderin denPhotopro-
duktzustandEs emgibt sich aberfolgendesProblem:die Kinetikenim Zeitbereichvon etwa
10psaller ProbenauRRerAzobenzolwurdenals S; —+Sy Ubeganggedeutetinnerhalbdieser
Zeitspannemiisstedie Uberschissig&negie desangergten Zustandesabgeebenworden
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sein,sodal3sichdasMolekll enegetischim Minimum desS;-Zustandaufhaltensollte. Nun
erscheinin der linken Bildhélfte diesesMinimum dasselbezu sein,egal, ob ein trans oder
ein cislsomerangergt wurde. Tatsachdst aber dal3sich die Amplitudenspektremer Ki-
netikenisomerenabhangigtarkunterscheiderDies sprichtgegendie Aussagedafisichdie
angergtentrans bzw. cisMolekilenachderRelaxationm angergtenZustandn demselben
Minimum befinden.

Ssfp ... |

SRR,

Energy

trans

Y

Reaction Coordinate

Abbildung 8.1: Eine,rauhe“S;-PotentialflichalsErkldrungsansatir dasAuftretenvonunterschied-
lichenQuantenausbeutemd excited-state-Spektren.

Ist die Potentialflacheber,rauher”, dannergebensich Reaktionspfadewie sie in der Ver-
groBeruncauf derrechtenBildhalfte von Abbildung 8.1 zu sehensind. Fur einenmehroder
mindergrof3enBruchteil der angergten Molekiile endetdie Bewegung entlangder Reakii-
onskoordinateschonfriihzeitigin einemlokalenPotentialminimumDa ein Entkommenaus
diesemMinimum nichteinfachmaglichist, bleibendie ,eingesperrtenMolekilerelatv lange
Zeit andieserPosition.Dadurchgewinnt derdirekte Ubeigangvon diesemMinimum auf die
Grundzustandsflactes Bedeutungsenkrechté®feilenachunten) auchwenndie Ubeigangs-
wahrscheinlichkeisehrviel kleinerist verglichenmit derjenigerim Bereichdervermiedenen
Kreuzung(bzw. deskonischenSchnittes) Alle diejenigenMolekiile, die von einemsolchen
Nebenminimumauf die Sp-FlachewechselnrelaxierenanschlielRendvieder zurtickin den
Ausgangszustandgsomerisiereralsonicht. Auch lalt sich durchdasVorhandenseisolcher
lokalen Minima zwangloserklaren,dafl3die langsamreagierendemolekile, je nachange-
regtemlsomer unterschiedliclabsorbierenSomit ergibt sich aucheine einfacheErklarung,
warumdie IsomerisierungsquantenausbeutendenlinearenPeptidenAPB undAMPB) re-
duziertist. Nimmt manan, dal3bei diesenPeptidendie Geschwindigkeitler Bewegung auf
der S;-Flacheaufgrundder grol3erenMasseund der damit verbundenenTragheitreduziert
ist, soist zu erwarten dalRmehrMolekule von denerstenauftretenderokalen Minima der
S;-Flacheeingefangenverden.Da alle dieseMolekile nichtisomerisierenist die Quanten-
ausbeutgegeniiberAzobenzolbzw. AMPB reduziert.
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8 Zusammenfassung

Bei denzyklischenPeptidennimmt die Quantenausbeutsieder zu. Dies ist zu verstehen,
wennmandie durchdie ZyklisierunghenorgerufenexterneKraft auf denChromophomit-
bertcksichtigtDie potentielleEnegie von Molekulenist angehobemyvenn eine bestimmte
Konfigurationder Molekilenur mit dieserexternenKraft aufrechterhalterwerdenkann.Be-
reicheder PotentialflachedenenReaktionskoordinateahneexterneKraft zugeordnesind,
werdennicht beeinflu3tDamit ergibt sich, analogzum einemkraftmikroskopischerxperi-
ment,eine Verzerrungder Potentialflacheind als Folge davon ein mdglichesVerschwinden
von lokalenMinima.

Auch mit einemrein mechanischemild 1aft sich dies verstehenAlle Chromophoresind
sowvohl im trans wie im cisZustandedurch die Peptidkettezumindestlieicht vorgespannt.
Diesbedeutetn allenFalleneinetreibendeKraft in Richtungderlsomerisierungskoordinate.
Die lokalenMinima, in denendie linearenPeptideaufgehalterwurden,werdenibersprun-
genunddie Quantenausbeutrhohtsich. st die treibendeKraft besondergrol3wie z.B. bei
dertrans— cisReaktionvon cCAPB undbcAMPB, sowird die mel3bareschnellsteKinetik so-
garbeschleunigtDie MoleklleisomerisiererschnelleralsdasreineAzobenzobzw. AMPB.
Die Quantenausbeugrhdhtsichdadurchabemichtmehr Wirkt die Kraft derPeptidketteler
Isomerisierungshweegungentgeen, so erkenntman sogareine Reduktionder Reaktionsge-
schwindigkeitwie bei bcAMPB (c—t).

Bei der cis— translsomerisierungzon cAPB und bcAMPB beobachtemanzusatzlichnoch
eineKinetik aufderNanosekundenzeitskalaiesewird dadurchverursachtdaider Chromo-
phornachderAnregungisomerisiertyonderPeptidkett@beranderEinnahmedergewiinsch-
ten transKonfigurationgehindertwird — der Farbstof ist nochverspanntim LaufederZeit

gebendie Aminosaurerder durchden Chromophorausgeibteikraft nach— der Farbstof

relaxiert,wodurchsichseinAbsorptionsspektrurspektralverschiebtDiesist derBeweis,dal
die Bewegungvon denweitervom ChromophorentfernterAminosaurerund somitauchder
Beginn derFaltungsreaktiomnm Zeitbereichvon wenigenNanosekundeablauferkann.

WeitereExperimentdam infrarotenSpektralbereicimit Femto-und Nanosekundenzeitauflo-
sungsawvie Messungemer TemperaturabhangigkederKinetikenwerdenweitereEinsichten
in dasspannend&ebietderschnellsterProzesselerProteinfaltunggeben.
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