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Abstract

Die dreidimensionaleStruktur von Proteinenist dasentscheidendeKriterium für derenbiologische
Funktionstüchtigkeit. Der Mechanismus,welcherder Faltungvon Aminosäurekettenzugrundeliegt,
ist aberbis heutenur in Ansätzenbekannt.Da die Nutzungvon gezielterProteinfaltungenormeVor-
teileundVerbesserungenz.B. beimDesignvon neuenMedikamentenbringenwird, ist die Erlangung
einestieferenVerständnissesdesFaltungsmechanismusin vielerlei Hinsicht erstrebenswert.Die im
RahmendieserArbeit durchgeführtenfemtosekundenspektroskopischenUntersuchungenanAzoben-
zol und Azo-Peptidenim sichtbarenSpektralbereichsollen neueErkenntnisseüber die schnellsten
ProzessezuBeginn einerFaltungsreaktionbringen.

Im erstenTeil dieserArbeit wurdeein neuesLasersystem(regenerativer Verstärker)konzipiertund
realisiert.Die wichtigstenRandbedingungenwareneineAusgangsimpulsenergie

�
1mJpro Lichtim-

puls bei gleichzeitigmöglichstniedrigemRauschenund hoherStrahlstabilität.Anschließendan die
erfolgreicheInbetriebnamedes Femtosekundenlaserserfolgte der Aufbau bzw. Umbaudes Pump-
Probe-Experimentes.Die wichtigstenForderungendafür warendie Bereitstellungeineszeitlich sehr
kurzenLichtimpulsesbei einer Wellenlängeλpump � 480nm für dasStartender zu untersuchenden
Reaktionsowie die gleichzeitigeMeßbarkeitvon Transientenbei verschiedenenAbtastwellenlängen
im Spektralbereichvon 320 � 900nm. Zur ErzeugungdesAnreglichtimpulseswurdeein nichtkolli-
neareroptisch-parametrischerVerstärkeraufgebautundoptimiert.FürdieOptimierungdesAbtastwel-
lenlängenbereicheswurdeerstmalsKalziumfluoridalsMediumzur ErzeugungdesAbtastweißlichtes
verwendet.Aufgrund der fehlendenMöglichkeit, die anfallendenDatenmengensinnvoll und schnell
bearbeitenzu können,wurdeeineumfangreicheAuswertesoftwaremit Benutzeroberflächeentworfen
undprogrammiert.

Im Anschlußandie FertigstellungderexperimentellenAufbautenwurdenim zweitenTeil dieserAr-
beit erstmalsfemtosekundenspektroskopischeUntersuchungenanverschiedenenPeptid-Chromophor-
Komplexen durchgeführt,die lichtinduzierteKonformationsänderungenvollziehenkönnen.Als Pho-
toschalterdientedabeiin allen FällenAzobenzol,dessenPhotochemiebekanntist. Im Rahmender
Untersuchungenkonntegezeigtwerden,daßsichderChromophorAzobenzolgleichzeitigalsTrigger
undalsspektroskopischeSondefür Konformationsänderungenverwendenläßt.DasverwendeteMo-
dellpeptidbestandauseinerachtAminosäurenlangenPeptidkettesowie einemchemischmodifizierten
Azobenzol.AusdemVergleichderErgebnissefür einelineareundeinezyklisiertePeptidvariantesoll-
tenneueErkenntnisseüberdie schnellstenProzessebei derFaltungvon Proteinengewonnenwerden.
Als VergleichssystemdienteeineweitereGruppevon Azopeptiden,bei welcherdie Flexibilität einer
derbeidenBindungendesChromophorszur AminosäurekettedurcheinenSpacererhöhtwordenist.
Eskonntegezeigtwerden,daßnachder lichtinduziertenIsomerisierungdesChromophorsin denzy-
klischenPeptidenein RearrangementderAminosäurenteilweiseauf Zeitskalen� 100psbeginnt und
bis in denNanosekundenbereichandauert.AbhängigvomModellsystem(zyklischesoderbizyklisches
Peptid,mit oderohneSpacer)und der IsomerisierungsrichtungwurdenunterschiedlicheIsomerisie-
rungsgeschwindigkeitenund-quantenausbeutensowie sehrlangsameKinetikenbis in denNanosekun-
denbereicherhalten.EineeinfachemechanistischeModellvorstellungkannmodellsystemübergreifend
alleErgebnissezuerklären.DabeispieltdieKraft, welchediePeptidketteaufdenChromophorauszuü-
benvermag,eineentscheidendeRolle.Femtosekunden-Pump-Probe-Experimenteim sichtbarenSpek-
tralbereichsindalsodurchausin derLage,neueErkenntissezur LösungdesProteinfaltungsproblems
beizutragen.
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1 Einleitung

DenBegriff „Eiweiß“ bzw. Proteinkenntjederz.B.vondenNährwertangabenaufLebensmit-
telverpackungen.Kaum jemandemist aberbewußt,wo überall in OrganismenProteinevon
Bedeutungsind:OhneProteinewärediePhotosynthesenichtmöglich,welchedurchdieFrei-
setzungvon riesigenMengenan Sauerstoff die Voraussetzungallen höherenLebensschuf.
Wir könntennicht sehenund nicht atmen.UnsereHaut und Sehnenwürdenuntergeringer
Belastungreißen.Ganzallgemeinwärein einemOrganismuskeineKontrolle und Katalyse
von biochemischenReaktionenmöglich.Diesbedeutetauch,daßVerletzungennicht verhei-
len könntenundkein Immunsystemexistentwäre,welchesin denOrganismuseindringende
Krankheitserregerbekämpft.

AufgrunddervielfältigenAufgabenundder immensenBedeutungvon Proteinenfür dasLe-
benversuchtmanseit langem,Proteinezu verstehen.Wasbestimmtnunihre Eigenschaften?
Ein Proteinist zuersteinmaleinelineareKettevon kleinenUntereinheiten,densogenannten
Aminosäuren1, die in einer für dasProteincharakteristischenReihenfolgeangeordnetsind,
diePrimärstrukturdesProteinsgenanntwird.

Die funktionellenEigenschaftenerhältdieseAminosäureketteerst,wennsie eineeindeutig
bestimmteräumlicheStruktur(Sekundär-, Tertiär- und evtl. Quartärstruktur)einnimmt.Die
Frageist nun,woherdie Aminosäurekettedie Informationerhält,wie undauf welchemWeg
sie sich falten muß.Dennim genetischenCodevon Organismenist nur die Primärstruktur
von Proteinen,nicht aberderendreidimensionaleräumlicheGestaltgespeichert.Anfangder
1960erJahrezeigtenAnfinsenet al., daßProteine,derendreidimensionaleStrukturzerstört2

wurde,wiederin dieursprünglicheräumlicheStrukturzurückfaltenkönnen,sobalddieUmge-
bungsbedingungendieszulassen[ANFINSEN etal.,1961, ANFINSEN, 1973]. DasFaltenund
EntfaltensindalsoreversibleVorgänge,diesichwiederholenlassen,solangediePrimärstruk-
tur nicht zerstörtwird. Deshalbmuß durch die Aminosäuresequenz,d.h. die Primärstruk-
tur, die dreidimensionaleGestaltabhängigvondenUmgebungsbedingungenschonfestgelegt
sein.DieseFrageist unterdemStichwort„Das Proteinfaltungsproblem“bekannt(siehez.B.
[CREIGHTON, 1990, CHAN undDILL, 1993]).

Präziserformuliert stellensich unter anderemdie Fragen,auf welchemReaktionsweg das

1In derNaturkommen20verschiedeneAminosäurenvor.
2DasAuflösungder nativendreidimensionalenräumlichenStrukturunterErhaltungder Aminosäuresequenz

nenntman„Entfalten“.
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1 Einleitung

Proteinseinenatürliche,biologischaktive Konformation3 einnimmt,warumgefalteteProtei-
nestabilsindundwarumdieAminosäuresequenzdasErgebnisdesFaltungsprozessesfestlegt.
WelchenNutzenbringt es,dieseFragenzu beantworten?NebenderakademischenGenugtu-
ung, einender wichtigstenBausteinedesLebensverstandenzu haben,versprichtdasVer-
ständisderProteinfaltungaucheinentatsächlichenVorteil. Wäreesmöglich,ausderPrimär-
strukturdie Sekundär- bis Quartärstrukturzu berechnen,so könntez.B. ein gezielteresund
ausgefeilteresDesignvon Medikamentenerfolgen,da auchdie Wirksamkeitund Spezifität
von Arzneimittelnsehrengmit derräumlichenStrukturdesWirkstoffesverknüpftist.

Schonim Jahr1968erkannteC. Levinthal, daßderFaltungsvorgangvon Proteinennicht ein
rein zufallsbestimmtesAbtastenaller möglichenKonformationenauf der Sucheder richti-
gen Struktur sein kann4 [LEVINTHAL, 1968]. Denn selbstein relativ kleinesProtein,be-
stehendaus nur 100 Aminosäuren,bräuchtezum Ausprobierenaller möglichenKonfor-
mationenetwa 1027Jahre,selbstwenn sich jede Aminosäurerelativ zum nächstenNach-
barnnur in drei verschiedenenPositionenanordnenkannund dasAusprobiereneinerKon-
formation nur 100fs (1fs � 10� 15s) dauert.Tatsacheist aber, daßsich selbstviel größe-
re Proteinein Sekundenbis Minuten komplett falten. Der Ausweg ausdiesem,als Levin-
thal ParadoxonbezeichnetenDilemma war die Forderungvon bestimmtenReaktionswe-
gen bzw. einer treibendenKraft, die demProteindenWeg zum gefaltetenZustandweisen
[LEVINTHAL, 1968, ZWANZIG et al.,1991].

Auch heutenoch ist der molekulareMechanismusder Proteinfaltungeinesder großenun-
gelöstenRätselderMolekularbiologie.LangeZeit wurdezur BeschreibungderFaltungvon
ProteineneineinfachessequentiellesModell verwendet:Der Faltungsprozeßführt durcheine
Reihevon wohldefiniertenZwischenzuständen(Intermediaten)[K IM undBALDWIN, 1982].
Diesimpliziert,daßdieFaltungsreaktionentlangeinesgenaudefiniertenReaktionspfadesver-
läuft. Auch wennviele experimentelleUntersuchungendie Existenzvon solchenIntermedia-
tenaufzeigten,somußtemanEndeder80erJahredennocherkennen,daßdiesessequentielle
Modell nichtdieoptimaleBeschreibungfür dieVorgängewährendderProteinfaltungdarstellt
[K IM undBALDWIN, 1990].

In einemneuerenKonzeptzur Untersuchungder Faltungsvorgängewird das sequentielle
DurchlaufenvonIntermediatenaufdefiniertenReaktionspfadendurchdieBewegungaufeiner
Energielandschaftmit vielen,parallelnebeneinanderexistierendenFaltungswegenersetzt.Der
Faltungsvorgangwird nunalsdiffusionsähnlicherProzeßgesehen,beidemdieBewegungder
einzelnenAminosäurekettenim Ensembleasynchronabläuft.Diesbedeutet,daßjedeKette,
getriebenvon der BrownschenMolekularbewegung,von ihrer Startkonformationausunter-
schiedlicheKonformationendurchläuft,aberschließlichin derselbennativenStrukturlandet.
Dies ist vergleichbarmit Wasser, welchesauf verschiedenstenWegendie Berghängeeines
Taleshinunterläuft,schließlichaberdochin demselbenSeeaufgefangenwird.

InnerhalbdesneuenKonzeptesist derAusdruck„Energielandschaft“vonentscheidenderBe-

3EineKonformationbeschreibteinbestimmtesräumlichesAussehen.
4Vergleichbarmit derSucheeinerNadelim Heuhaufen.
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deutung.Unter Energielandschaftist die freie Energie jeder möglichenKonformationder
AminosäurekettealsFunktionaller Freiheitsgrade,z.B. derDihedralwinkelentlangdesPro-
teinrückgrates,zuverstehen.Trägtmandie freieEnergie in Abhängigkeitvonz.B.zweigene-
ralisiertenKoordinatenauf,soergibt sichfür ein Protein,idealisiertdargestellt,einetrichter-

Abbildung 1.1: Eine „rauhe“ trichter-
förmige Energielandschaft zur Beschrei-
bung der Proteinfaltung.Die Abbildung ist
[DILL undCHAN, 1997] entnommen.

förmige Energielandschaft(vgl. Abb. 1.1). Ein Punkt
aufdieserOberflächerepräsentiertein Proteinin einer
bestimmtenKonformation.Ein Ensemblevon N nicht
gefaltetenProteinenwird in dieserEnergielandschaft
durcheinenSatzvonN PunktenirgendwoaufderFlä-
che außerhalbdes globalenMinimums beschrieben.
GehteineAminosäureketteim LaufedesFaltungsvor-
gangesmehr intramolekulareVerbindungen(z.B. H-
Brücken,etc.)ein, soerniedrigtsich ihre internefreie
Energie und der verfügbareBereich im Konformati-
onsraum:derPunktauf derPotentialflächenähertsich
demHals desTrichters.JedesProteindesEnsembles
wird für sich selbstdemGradientender Potentialflä-
chefolgenundsozumtiefstenPunktderEnergieland-
schaft,dem gefaltetenZustand,gelangen.Dabei be-
schreibtjederPunktaufderEnergieflächeeinefür sei-

nen AusgangszustandcharakteristischeTrajektorie. In Abbildung 1.1 ist dieseidealisierte
Energielandschaft„aufgerauht“.Sieenthältz.B. kinetischeFallen,Energiebarrierenundnur
einige schmaleDurchgängezum nativen Zustand.In einemderartigenModell ist es auch
möglich,daßdie TrajekorienderProteine(zumTeil) erstdurchlokaleNebenminimaführen,
die Proteinealsomöglicherweiseerstfehlgefaltetvorliegen,um dannthermischaktiviert den
Weg in dennativen Zustandzu finden[DILL undCHAN, 1997]. Der Aufenthaltvon vielen
Proteinenin einemNebenminimumkannunterUmständenals strukturellgenaudefiniertes
Intermediatdetektiertwerden.

Die bisher durchgeführtenexperimentellen Untersuchungenzeigten, daß die Faltung
von Proteinen meist in einem Zeitbereich von Mikrosekunden bis Minuten abläuft
[MUÑOZ et al.,1997, BURTON et al.,1998, ZHOU undKARPLUS, 1999]. Hierbei konnten
abernur die großräumigenStrukturänderungenuntersuchtwerden.Die schnellenVorgänge
amBeginn derFaltungsreaktionbliebenjedochverborgen.Eineallgemeinverwendeteunte-
re Schrankefür denZeitbereich,auf demeineFaltungsreaktionablaufenkann,ist 10ns ( �
10 � 10� 9s) für die Bildung von α-Helices[WILLIAMS et al.,1996, THOMPSON et al.,1997].
Der GroßteilderauftretendenReaktionenist aberwesentlichlangsamer. EineschnellereRe-
aktionderAminosäurenals10nskonntebishernichtbeobachtetwerdenundgaltalsunwahr-
scheinlich.

Spezielldie erstenBewegungenderAminosäurenwärenfür die BeantwortungderFragein-
teressant,ob sich bei derFaltungeinesProteinstatsächlicherstrelativ schnellkleinräumige
Sekundärstrukturelementeausbilden,die sich anschließendin einemweiterenlangsameren
Schrittzur endgültigen3D-Strukturzusammenfügen[WRIGHT etal.,1988]. Die Alternative
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1 Einleitung

hierzuwäre,daßdie Faltungdurchdie gleichzeitigeBildungvon Sekundär- undTertiärstruk-
tur beschriebenwird. DaeseinigeSchwierigkeitenbereitet,dieFaltungsreaktionandengröß-
ten(=kompliziertesten)Systemenim Detail zu verstehen,erscheintessinnvoll, insbesondere
die schnellstenVorgängeansehrkleinenProteinen(=Peptiden)zu studieren.Allerdingssind
die experimentellenErkenntnisseüberdenBeginn von Faltungsreaktionenbei denPeptiden
gering,insbesondereweil die Experimentier- und Präparierkunsterstseit einigenJahrenso
weit fortgeschrittenist, daßExperimenteim Zeitbereichvon Pikosekunden(1ps � 10� 12s)
bis zehnNanosekundenmöglichsind.DasProblemist dabeinichtdie Durchführungvon Ex-
perimentenmit einerhohenZeitauflösungvon hundertFemtosekunden.Vielmehrhapertees
langeZeit anSystemenbzw. Experimentiertechniken,um Faltungsreaktionenauf derFemto-
sekundenzeitskalaauszulösen.Dennesbringt keinerleiErkenntnisse,ein Systemmit extrem
hoherZeitauflösungzu beobachten,denStartzeitpunktder interessierendenReaktionjedoch
nur sehrungenaufestzulegen.In denletztenJahrenjedochsindein paarAnsätzevorgestellt
worden,dieeineSynchronisationdesBeginnsderFaltungsreaktionderPeptideim untersuch-
tenEnsembleaufuntereinerPikosekundeermöglichen(vgl. Kapitel3).

Der AnsatzdieserArbeit, um die schnellstenVorgängebei derFaltungvon Peptidenzu un-
tersuchen,ist die Verwendungeineskleinen zyklischen5 Peptides,welchesdurch einenin
dasPeptidrückgratintergriertenPhotoschalterzu einerKonformationsänderunggezwungen
werdenkann.Als ChromophorwurdeAzobenzolverwendet,welchesals Reaktionauf die
AbsorptioneinesPhotonsgeeigneterWellenlängeseinegeometrischeLängenausdehnungin-
nerhalbwenigerPikosekundenum einenFaktor 2 ändernkann.Die geändertengeometri-
schenRandbedingungennach der Längenänderunginduzierenim restlichenPeptid einen
Konformationsübergang.Mit einemderatigenSystemist es im RahmendieserArbeit das
ersteMal gelungen,die schnellstenEreignissebei der Peptidfaltungauf der Zeitskalavon
einerNanosekundezu beobachten.Der experimentellerhalteneBefundeinerinitialen Reak-
tion der Aminosäurekettein etwa1ns decktsich mit theoretischenRechnungen,die eben-
falls Zeitskalenvon einigenhundertPikosekundenbis wenigeNanosekundenvorhersagen
[TOBIAS et al.,1991, DAURA et al.,1998]. DetailliertereInformationenüberdie Bewegung
der Aminosäurenwerdenin Kürze weitereExperimenteim infrarotenSpektralbereichbrin-
gen.Damitwird manderLösungdesRätselderProteinfaltungeinenSchrittnäherkommen.

5d.h.zueinemRinggeschlossenen
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2 Das Experiment

DasInteresseunddie Neugierde,unterschiedlichsterealablaufendeProzessein derNaturzu
verstehen,ist der Menschheitschonseit langemzu eigen.Allerdings sind Untersuchungen
immeraufsolcheVorgängebeschränkt,diederZeitauflösungderverfügbarenMeßinstrumen-
te zugänglichsind.WareneinstSekundendasschnellsteMaß,soermöglichtenmechanische
SchalterUntersuchungenim Millisekundenbereich.StroboskopischeBeleuchtungstechniken
erschlossendaraufhindie Mikrosekundendomäne.Die schnellste,heuteerhältlicheElektro-
nik hingegenläßtExperimentemit einerAuflösungbis in densub-NanosekundenBereichzu.
Aberdann?

Geradedie in derBio- undMolekülphysikinteressierendenReaktionensind teilweisenoch-
malsumvier bisfünf Größenordnungenschneller, laufenalsoaufderFemtosekundenzeitskala
(1fs � 10� 15s) ab. Diesist derZeitbereich,auf derSchwingungeneinzelnerAtomein Mole-
külenablaufen,Ladungstransferprozesse(z.B. in derPhotosynthese)stattfinden,sowie auch
Geometrieänderungenvon kleinerenMolekülenvonstattengehen.Da einedirekteBeobach-
tungderartschnellerVorgängeprinzipiell nicht möglich ist, mußmansichdiverser„Tricks“
bedienenundzu indirektenMeßmethodengreifen.

EineMöglichkeiteröffnetdiesogenanntePump-Probe-Spektroskopie.Hier regt ein intensiver
kurzerAnregungsimpuls(Pump-Puls)dieProbeelektronisch(und/odervibronisch)an.Ein zu
diesemzeitlichverzögerterschwacherundebenfallskurzerAbtastimpuls(Probe-Puls)„mißt“
dieTransmissionderProbezuderaktuelleingestelltenVerzögerungszeitzwischendenbeiden
Lichtimpulsen.WiederholtmandieseMessungfür viele verschiedeneVerzögerungszeiten,
soerhältmaneinenVerlaufderTransmissionin AbhängigkeitderZeit undkanndarausdie
DynamikderuntersuchtenProbeim fs-Regimebestimmen.

So einfachdiesesPrinzip klingt, so langehat esgedauert,bis esim Femtosekundenbereich
einsatzfähigwar. Dennesgibt einewichtigeVoraussetzung:manmußLichtimpulsezur Ver-
fügunghaben,derenzeitlicheDauerkürzerodermaximalgleichderzu untersuchendenRe-
aktionsdynamikist, denndie PulsbreitenbestimmendaszeitlicheAuflösungsvermögen.Dies
bedeutet,daßLichtimpulsevon wenigenFemtosekundenDauerzur Verfügungstehenmüs-
sen.DocherstAnfangderachzigerJahregelangeserstmals,Lichtblitze mit Pulslängenvon
wenigerals 100 fs reproduzierbarzu erzeugen[FORK etal., 1981]. Und esbedurftenoch-
mals einiger Jahre,bis Pulsdauernunter 30 fs „routinemäßig“eingesetztwerdenkonnten
[VALDMANIS etal., 1985]. Damit warendie Grundvoraussetzungenvorhanden,um Molekü-
le bei ihrer Bewegung„direkt“ verfolgenzu können.AnfangderneunzigerJahrewarendann
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2 DasExperiment

stabile,intensiveLichtquellenverfügbar[SQUIER et al.,1991], diedieEntwicklungvonkolli-
nearen(OPA1) undnichtkollinearenparametrischenVerstärkern(NOPA) ermöglichten.Diese
eröffnendieMöglichkeit,kurzeundin derWellenlängekontinuierlichdurchstimmbareLicht-
impulsezuerzeugenundsomitfür dieAnwendungzuoptimieren.IntensiveForschunglieferte
dieGrundlagedafür, daßheuteLasersystemezurVerfügungstehen,welcheLichtimpulsevon
unter10fs Daueremittieren.GuteZusammenfassungendesmomentanenStandesderTech-
nik sind z.B. in [STEINMEYER et al.,1999] oderausführlicherin [BACKUS etal., 1998] zu
finden.

DasvorliegendeKapitel soll einenÜberblicküberdie Pulserzeugung,die mit denerzeugten
LichtimpulsendurchgeführtenMessungen,sowie die anschließendnotwendigeDatenaufbe-
reitungund-auswertunggeben.

2.1 Der experimentelle Aufbau

Ein Teil derAufgabenstellungbestanddarin,dasfür die nachfolgendbeschriebenenUntersu-
chungenverwendeteLasersystemzu planenundanschließendaufzubauen.Dahersoll dieses
im folgendenAbschnittkurzdargestelltundcharakterisiertwerden.Die Beschreibunggliedert
sich in einekurzeEinführungin die Erzeugungintensiver ultrakurzerLichtimpulse,die aus-
führliche Behandlungvon parametrischenVerstärkernsowie die detaillierteErläuterungdes
eigentlichenExperimentes.

2.1.1 Die Femtosekunden-Lic htquelle

Da sich dasMitte der achzigerJahrevorgestellteKonzeptdes„regenerative chirpedpulse
amplifiers“ als sehrzuverlässigerwies,erfolgt heutedie Erzeugungvon fs-Pulsenoft nach
diesemPrinzip,undwurdeauchin dieserArbeit umgesetzt.

argon ion laser
multiline, 3.5W, cw

Ti:sapphire regenerative
chirped−pulse amplifier
800nm, 1 kHz, 1 mJ, 100 fs

Nd:YLF laser, Q−switched
527 nm, 1kHz, 10mJ

Ti:sapphire laser

2.1 nJ, 25 fs
800 nm, 90 MHz, to experiment

electronic synchronization

I II

Abbildung 2.1: PrinzipskizzeFemtosekunden-Lasersystem:
In einemspeziellkonzipiertenLaserresonatorwerdenschwachefs-Lichtimpulseerzeugt(I). Diesewer-
denanschließendin einemoptischenVerstärkerin derIntensitätnachverstärkt(II).

1OpticalParametricAmplifier
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2.1 DerexperimentelleAufbau

Die GenerierungderLichtimpulseerfolgthier in zwei Schritten(sieheauchAbb. 2.1):

I) In einemTi:Saphir(Ti:Al 2O3) Oszillatorwerdenmit Hilfe nichtlineareroptischerMe-
thodenschwachefs-Lichtimpulseerzeugt.

II) Diesewerdenin denoptischenResonatordesregenerativenVerstärkersalsseed2-Licht
eingekoppeltundumetwasechsGrößenordnungenin derIntensitätverstärkt.Die elek-
tronischeSynchronisationstimmtdie RepetitionsratedesOszillators(80 MHz) auf die
desVerstärkers(1 kHz) ab.

(I) Der Oszillator: Die Quelle der ultrakurzen Lichtimpulse
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Ar −laser, cw, 3.5 W, multiline+

P1

OCM3 C

M2

L2

M1

L1 BS

Del. synchronization

P2

Abbildung 2.2: SkizzeFemtosekunden-Laserin X-Faltung:
BS: Strahlteiler, C: temperaturstabilisierterTi:Saphir-Kristall, D: Photodiode,M: Spiegel, MM: Be-
weglicherSpiegel,L: Linsen,OC:Auskoppelspiegel,P:Prismen

Die TheoriederFouriertransformationzeigt:je kürzereinLichtimpulswerdensoll,destobrei-
ter ist dasbenötigteFrequenzspektrum,ausdemdieserzusammengesetztist. Für sehrkurze
Pulse(wenigezehnFemtosekundenlang) im nahenInfrarot bedeutetdiesspektraleBreiten
von einigenzehnNanometern.Allerdingsgenügtesnicht,einfachLicht in diesemSpektral-
bereichzur Verfügungzu stellen:die verschiedenenlongitudinalenModendesResonators
müssenin festerPhasenbeziehungzueinanderstehen.

Somitergebensichzwei Anforderungenaneinenfs-Oszillator:� Das verwendeteLasermediummuß eine sehrgroßeFluoreszenz-und somit Verstär-
kungsbandbreiteaufweisen.� Eswird ein Mechanismusbenötigt,derdie einzelnenResonatormoden(Wellenlängen)
phasenrichtigfestmiteinanderkoppelt.

2engl.seed:säen
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2 DasExperiment

Mit Ti:Saphir (mit TitanionendotierterSaphirkristall,Al2O3) stehtein Material zur Verfü-
gung,welcheszweiwichtigeKriterienaneinLasermediumin idealerWeiseerfüllt: diebreit-
bandigeFluoreszenzreichtvonetwa700nmbis1100nm, dieAbsorptionliegt im Bereichvon
400nm bis 600nm. Zusätzlichweist dasMaterial nochweiterefür einenLaserbetriebgün-
stigephysikalischeEigenschaftenauf [MOULTON, 1986]. Es bedurfteaberdennocheiniger
Zeit [SPENCE etal.,1991], bis einbrauchbarerModenkopplungsmechanismusgefundenwar,
da die bis dahingängigeMethodeder passiven3 Modenkopplungmittels der Kombination
von langsamerSättigungvon Absorberund Verstärkerfür Ti:Saphir-Lasernicht anwendbar
ist. DasVerfahrenderWahl heißtKerr-Linsen-Moden-Kopplung,ein nichtlineareroptischer
Prozeß,welcherebenfallseinepassive Modenkopplungbewirkt.

Propagiertein elektrischesFeld sehrhoherFeldstärkedurch ein Medium, so ist die Ant-
wort4 desMediumsnicht mehr linear, d.h. nicht mehr proportionalzum anliegendenelek-
trischenFeld. Darausfolgt, daß der Brechungsindex n des Mediums zeitabhängigwird:
n 
 λ � I 
 t ���x����� n0 
 λ ��� n2I 
 t ���x� , wobei n2 als nichtlinearerBrechungsindex bezeichnetwird
undfür Festkörpertypischerweisein derGrößenordnungvoneinigen10� 16cm2 � W liegt (sie-
hez.B. [REED et al.,1995]). EsresultierendarausunteranderemfolgendeEffekte:� longitudinalerKerr-Effekt (Selbst-Phasen-Modulation):Man betrachteeinenOrt �x im

Medium.Propagiertein intensiver LichtimpulsdurchdasMedium,so ändertsich der
Brechungsindex aneinerStelle �x mit derZeit. Dies läßtsichauchin einenichtlineare
Phasenverschiebung umformulieren,wasgleichbedeutendzu einerFrequenzverschie-
bungdesLaserlichtesist: In deransteigendenFlankedesImpulsesverschiebtsichdas
Spektrumzu roten Wellenlängenund in der abfallendenentsprechendzu blauen.Es
werdenalsoneueFrequenzenerzeugt,diegleichzeitigin festerPhasenbeziehungzuein-
anderstehen.� transversalerKerr-Effekt (Selbst-Fokussierung):Betrachtetman ein Laserbündelmit
gaußförmigerIntensitätsverteilungüberdenQuerschnitt,sohatesin derMitte diehöch-
ste Intensitätund „spürt“ dort somit den größtenBrechungsindex. Somit erfährt der
zentraleTeil desLichtbündelseinegrößerezeitlicheVerzögerungwie Licht im Rand-
bereichdesBündels.Diesist identischzueinemDurchgangdurcheinekonvexe5 Linse,
nurdaßin diesemFall die Kerr-LinsevomPulsselbsterzeugtist unddie fokussierende
WirkungnurwährenddesDurchgangesdesintensivstenTeilesdesLaserimpulsesdurch
dasMediumauftritt.

DerTi:Saphir-Oszillatorwird deshalbsoaufgebaut,daßderResonatornurin Kombinationmit
derKerr-LinseeinehoheGütebesitzt,währendohneKerr-Linse(alsoz.B. im Dauerstrichbe-
trieb)dieVerlusteerheblichgrößersind.Damitwirkt dieseals„künstlicher, schnellsättigbarer

3„Passiv“ heißtin diesemZusammenhang,daßderImpulsim ResonatorselbstdieModenkopplungsynchroni-
siert.AktiveModenkopplunghingegenbenötigteineexterneModulationbzw. SynchronisationdesResona-
tors.

4d.h.die induziertePolarisation
5= fokussierend
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2.1 DerexperimentelleAufbau

Absorber“.Die durchdie Kerr-LinsephasenstarrgekoppeltenResonatormodenwerdenauf-
grunddergroßenVerstärkungsbandbreitedesLasermediumsebenfallsverstärkt.Somitkann
sichinnerhalbeinessolchenResonatorsein stabilerBetriebsmodusaufbauen,in demnur ein
sehrkurzerLichtimpulsim Resonatorumläuft,von demein Teil mittelseinesteildurchlässi-
genSpiegelsausgekoppeltwird (OC, sieheAbb. 2.2). Da in derPraxisdie Modenkopplung
nichtselbststartendist, wurdein denResonatorein beweglicherEndspiegel eingebaut(MM),
derzuFluktuationenderLaserintensitätführt, diedenModenkopplungsprozeßstarten.

Ein im ResonatorumlaufenderImpuls würde durch die Gruppengeschwindigkeitsdispersi-
on (GVD6) im Ti:SaphirKristall (C) zeitlich immer längerwerden.Um dieszu kompensie-
ren,führt manübereineQuarzprismenanordnung(P)denselbenBetragannegativerGVD ein
[FORK et al.,1984].

Der hier vorgestellteOszillatorliefert 25fs langeLichtimpulsemit einerWiederholratevon
90MHz undeinerPulsenergievon2 � 1nJ(vgl. Abschnitt2.1.5).

DurchVerwendungvon sehrbreitbandigen„gechirpten7“ SpiegelnundanderenoptischenFi-
nessenist esderzeitmöglich,Lichtimpulsemit einerLängevon nur 5 � 8fs direkt auseinem
Oszillatorzuerzeugen[JUNG etal., 1997, SUTTER et al.,1999].

(II) Der regenerative Verstärker

PC
/λ
4

FR

/λ
2

C

from expander

to compressor

M3

T M1

Pol2 Pol1

vacuum

el. synchronization
M2 M4

Nd:YLF, 10 mJ, 527 nm

Abbildung 2.3: Skizzeregenerativer chirped-pulseVerstärker:
C: temperaturstabilierterTi:Saphir-Kristall, FR:Faradayrotator, M: Spiegel,PC:Pockelszelle,Pol:Po-
larisatoren,T: Teleskop

Für die in denfolgendenKapiteln vorgestelltenMessungenreicht die Pulsenergie ausdem
Oszillatorbei weitemnicht aus,da für die im ExperimentbenötigtenFrequenzkonversions-
prozessePulsenergienvon mehrerenzehnMikrojoule erforderlichsind.Deshalbmüssendie
Laserimpulsenachverstärktwerden(Abb. 2.3).

6engl.groupvelocity dispersion:aufgrunddeswellenlängenabhängigenBrechungsindex ist die Ausbreitungs-
geschwindigkeitdesLichtimpulsesin MaterieebenfallsvonderWellenlängeabhängig

7engl.chirp: zwitschern
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2 DasExperiment

Ein Nanosekundenlaserimpulsaus einem frequenzverdoppeltenNd:YLF-Laser „pumpt8“
1000mal pro SekundeeinenTi:Saphir-Kristall (C) innerhalbeineszweitenResonators.Ist
der Pumpvorgangabgeschlossenund somit die Besetzungsinversionmaximal,wird ein Im-
puls ausdem fs-Oszillatorüber einenoptischenSchalter9 in den Verstärkereingekoppelt.
Nach etwa15 Umläufenhat der Impuls einengroßenTeil der im Lasermaterialdeponier-
te Energie aufgenommenund wird mit eineretwasechsGrößenordnungenhöherenEnergie
wiederausgekoppelt.DamitdieserintensiveLichtblitz nichtzurückin denOszillatorgelangt,
ist zwischendiesemund demVerstärkereineoptischeDiode10 eingebaut,welchedie zum
VerstärkerlaufendenundvondiesemzurückkommendenImpulseräumlichtrennt.

Um eineZerstörungder Optik aufgrundder auftretendenhohenSpitzenintensitätenzu ver-
meiden,werdendie PulseausdemOszillatorzeitlich gedehnt(„gechirped“)und nachdem
Verstärkungsvorgangwiederrekomprimiert.Dies geschiehtdurchEinführungvon positiver
bzw. negativer Gruppengeschwindigkeitsdispersion,was z.B. durch geeigneteGitteranord-
nungenrealisiertwerdenkann[TREECY, 1969], [MARTINEZ et al.,1984]. Zusätzlichist hier
der Bereichum denKristall und denEndspiegel (M1) evakuiert,um denEinfluß von Staub
zu minimierensowie denKristall zur Effizienzsteigerungauf � 8� C temperierenzu können.
Dashier realisierteSystemstellt Lichtimpulsevon etwa100fs Pulsdauerbei einerWieder-
holratevon 1kHz und einerPulsenergie von 1mJ zur Verfügung(sieheauchTabelle2.1 in
Abschnitt2.1.5).

Die kürzestenzurZeit auseinemregenerativenVerstärkererhaltenenImpulsehabeneineDau-
er von etwa16fs [BACKUS et al.,1998, VERLUISE et al.,2000]. DerartkurzeLichtimpulse
sind für die in dieserArbeit durchgeführtenExperimenteeherhinderlich,so daßkein Wert
daraufgelegt wurde,möglichstkurzePulsdauernmittels einesregenerativen Verstärkerszu
erzeugen(sieheauchfolgendenAbschnitt).Ziel war vielmehr, ein stabil laufendesLasersy-
stemmit relativ hoherAusgangsleistungaufzubauen.Die ultrakurzenLichtimpulseunter20fs
Dauerbei denbenötigtenWellenlängenwerdendannmit dennachfolgendbeschriebenenpa-
rametrischenVerstärkernerzeugt.

2.1.2 Der optisc h parametrisc he Verstärker

Soeinfachwie dieobenbeschriebeneLichtquellemittlerweilezuhandhabenist, sounflexibel
ist diesebezüglichihrerWellenlängenabstimmbarkeit.DadiemeisteninteressantenMoleküle
nicht im Wellenlängenbereichum 800nm absorbieren,ist es für die spektroskopischenUn-
tersuchungenvon grundlegenderBedeutung,ultrakurzeLichtimpulseso zu generieren,daß
derenWellenlängenim Absorptionsbereichderzu untersuchendenProbenliegen.

Die EntwicklungdesoptischparametrischenVerstärkers(OPA) hatderUltrakurzzeitspektro-
skopiein denletztenJahreneinengroßenFortschrittgebracht.DadieseTechnikauchin dieser
Arbeit Anwendungfand,sollennachfolgenddie GrundlagenderparametrischenVerstärkung

8AufbaueinerInversion:einelektronischangeregtesNiveauist stärkerbesetztalsderzugehörigeGrundzustand
9EineKombinationauseinerPockelszelle(PC),einerWellenplatte(λ � 4) undeinemPolarisator(Pol2).

10EineKombinationauseinemFaradayrotator(FR)undeinemPolarisator(Pol1).

10



2.1 DerexperimentelleAufbau

etwasnäherbeschriebenwerden.Hierzuwird derBegriff dernichtlinearenOptik kurz vorge-
stellt. Anschließendfolgt die genauereDarstellungderoptischparametrischenVerstärkung.
DerAbschnittendetmit einerZusammenfassung,welchedenStandderTechnikundmögliche
Anknüpfstellenfür weitereVerbesserungenbeinhaltet.

Nichtlineare Optik

Die ausdemtäglich Lebenbekannte„lineare Optik“ ist eineNährung,die nur für kleine11

elektrischeFeldstärkengültig ist. Für diesenFall läßtsichdiepotentielleEnergieV 
 x � für die
Valenzelektonenharmonischnähern.In einervereinfachendeneindimensionalenDarstellung
ergibt sich V 
 x ��� m

2 ω2
0 x2 , wobeim die Elektronenmasse,x die AuslenkungderElektronen

ausihrer Ruhelageundω0 dieEigenfrequenzdesSystemsist.
Die Elektronenauslenkungx 
 t � undin Folgeauchdie induziertemikroskopischePolarisation
p 
 x� sinddannproportionalzueinemvonaußenanliegendenelektrischenFeldE 
 t � . Gleiches
gilt auchfür die linearemakroskopischePolarisationPL 
 t � .

x 
 t ����� e

mω2
0

E 
 t � ; p 
 t ����� Nex 
 t � ; PL 
 t ��� ε0χ � 1 E 
 t � (2.1)

e: Elementarladung m: Elektronenmasse N: Elektronendichte

ε0: elektrischeFeldkonstante ω0: Eigenfrequenz χ ! 1" : elektrischeSuszeptibilität

Als wichtigeKonsequenzdeslinearenZusammenhangeszwischenangelegtemexternenelek-
trischenFeld und induziertermakroskopischerPolarisationfolgt dasSuperpositionsprinzip:
WennmehrereelektromagnetischeWellengleichzeitigdurcheinMediumpropagieren,sobe-
einflussensich diesenicht gegenseitig.Dies bedeutet,daßdurchWechselwirkungvon Licht
undMaterieim Gültigkeitsbereichder linearenOptik kein Licht mit eineranderenFrequenz
alsdereingestrahltenentsteht.

BeihohenFeldstärken,wie siebeisehrkurzenintensivenLaserimpulsenauftreten,reichtdiese
lineareNäherungnichtmehraus.EsmüssenTermehöhererOrdnungbeiderEntwicklungdes
ElektronenpotentialsV 
 x� berücksichtigtwerden.Der Übersichtlichkeitwegensei hier eine
eindimensionaleEntwicklungvonV 
 x � angegeben:

V 
 x��� m
2

ω2
0x2 � Dx3 � Bx4 �#�$�$�%� (2.2)

Die PolarisationP 
 t � kannnunwie folgt geschriebenwerden:

Pi 
 t �&� ε0

'
∑

j
χ � 1 i j E j 
 t �(� ∑

jk

χ � 2 i jkE j 
 t � Ek 
 t �(� ∑
jkl

χ � 3 i jkl E j 
 t � Ek 
 t � El 
 t �(�#�$�$� )� PL
i 
 t �(� PNL

i 
 t �*� (2.3)

11Kleine Feldstärkeheißtin diesemZusammenhangklein gegenüberdeninnerhalbvon Atomenherrschenden
Feldern.
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2 DasExperiment

wobeidie IndizesjeweilsüberdiedreiRaumrichtungenlaufen.

DerersteTerm(∑ j χ � 1 i j E j 
 t � , lineareSuszeptibiltät)beschreibtdenlinearenAnteil dermakro-

skopischenPolarisation( �PL 
 t � ), dieweiterenTermelassensichzurnichtlinearenPolarisation�PNL 
 t � zusammenfassen,wobeiχ � 2 diequadratischeundχ � 3 entsprechenddiekubischeOrd-
nungbeschreibt.In FestkörpernliegendieGrößenordnungenderSuszeptibilitätenfür χ � 1 bei
1, für χ � 2 bei 10� 10 cm

V undfür χ � 3 bei10� 17 cm2

V2 [BERGMANN undSCHÄFER, 1993].

DiesenichtlinearenBeiträgeführendazu,daßsichelektromagnetischeFelderin Materieun-
tereinanderbeeinflussen.Festzuhaltenist, daßdurchdieWechselwirkungmehrererLichtbün-
del im FestkörperneueFrequenzenentstehenkönnen.

Die Frequenzverdopplung(SHG)12 und die optischeparametrischeVerstärkung(OPA) sind
Beispielefür nichtlineareEffekte zweiter Ordnung(χ � 2 ,+� 0, vgl. Gl. 2.3), die ausSym-
metriegründennur in Kristallen ohneInversionszentrumwie zum BeispielBBO13 zu beob-
achtensind. Als Effekte dritter Ordnung(χ � 2 � 0 � χ � 3 -+� 0, vgl. Gl. 2.3) seiendie direkte
Frequenzverdreifachung(THG)14, die Zweiphotonenabsorption,die Selbstphasenmodulation
sowie die Selbstfokussierunggenannt.Die beidenletztgenanntenEffekte wurdenschonim
Zusammenhangmit derKerr-Linsen-Modenkopplungim Ti:SaphirOszillatorerwähnt(siehe
Abschnitt2.1.1).

Die optisch parametrische Verstärkung

Wie obenbeschrieben,verknüpftdieNichtlinearitätzweiterOrdnungzweielektromagnetische
Feldermit einemweiteren.EineMöglichkeit derWechselwirkungstellt die optischparame-
trischeVerstärkungdar:Ein hochenergetischesPhoton(P) wird in zwei energieärmere(S,I)
unterBerücksichtigungder Energieerhaltungaufgespalten.Hierbei ist anzumerken,daßdie
zwei entstehendenPhotonennicht notwendigerweisedieselbeEnergie habenmüssen.Viel-
mehr ist esdasfrei wählbareTeilungsverhältnis,welchesdie faszinierendeAbstimmbarkeit
der OPAs gewährleistet.In derLiteraturwird dasaufzuteilendePhotonals Pumpphotonbe-
zeichnet.Die entstehendenPhotonenwerdenSignal-(höherenergetisch)undIdlerphoton(nie-
derenergetisch)genannt.Für die in dieserArbeit aufgebautenOPAs gilt: Die Pumpphotonen
habeneineZentralwellenlängevon400 nm, dieSignalphotonenhabenWellenlängenim sicht-
barenSpektralbereich(460-750nm). Entsprechendwerdendie Idlerphotonenim Infraroten
generiert.

DieserProzeßkannin passendenKristallen spontan(induziertdurchVakuumfluktuationen)
ablaufen.ZusätzlichkanndieKonversionseffizienzin einembestimmtenWellenlängenbereich
konzentriertwerden,wennnebendemPumpimpulsauchnochPhotonenmit einer, denerwar-
tetenSignalphotonenentsprechenden,Zentralwellenlängebereitgestelltwerden15. Anschau-

12engl:SecondHarmonicGeneration
13β-Barium-Borat
14engl:Third HarmonicGeneration
15Mankanndiesmit derstimuliertenEmissionbeieinerLaseraktiviät vergleichen.
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2.1 DerexperimentelleAufbau

lich bedeutetdies,daßdie Energievon PhotonenausdemPumpimpulsaufSignal-undIdler-
photonenaufgeteiltwird undamEndedesnichtlinearenMediumsmehrSignal-Photonenzur
Verfügungstehenalsvorher( � Verstärkung).Zusätzlichwird einneueselektromagnetisches
Felderzeugt(Idler). Als FolgedieserUmwandlungnimmtdie IntensitätdesPumplichtesab.

NebenderEnergieerhaltungmußauchdie Impulserhaltunggewährleistetsein.Diesbedeutet,
daßsichdie dreibeteiligtenWellenvektorenzu Null addierenlassenmüssen(= Phasenanpas-
sung),bzw. daßdie PhasengeschwindigkeitdesPumpfeldesgleich der Summeder Phasen-
geschwindigkeitenvon Signal-undIdlerfeld seinmuß.Als Gleichunggeschriebenlautetdie
Bedingungfür die Phasenanpassung:�kpump � �ksignal � �kidler

Hier sindzwei Fällezuunterscheiden:� Die beidenWellenvektoren�ksignal und �kidler sind parallel.Danngilt die skalareGlei-
chungkpump � ksignal � kidler. Diesist derFall derkollinearenPhasenanpassung.� Die beidenWellenvektorensindnicht parallel.Dies führt zu derflexiblerennichtkolli-
nearenPhasenanpassung.

Zu beachtenist, daßdie Erfüllung derPhasenanpassungsbedingungnur in doppelbrechenden
Materialienmöglichist16 (vgl. z.B.auch[YARIV, 1991, Kap.8]).

Wassindnundie Unterschiede?SetztmaneinekollineareGeometrievorausundist dasMe-
diumsoausgerichtet,daßdie skalarePhasenanpassungsbedingungerfüllt ist, soläßtsichein-
fachzeigen,daßdie Gruppengeschwindigkeitenvg derdrei beteiligtenelektromagnetischen
Feldernicht gleich sind. Dies bedeutetanschaulich,daßdie SchwerpunktedesPump-,des
Signal-unddesIdlerimpulsesmit unterschiedlicherGeschwindigkeitdurchdasMediumpro-
pagieren(vg

P . vg
S . vg

I ). Wird nun an einerStelle im nichtlinearenKristall ein Pumppho-
ton aufgespalten,so wird dasgenerierteIdlerphotonschnellerdurchdasMedium progagie-
ren wie daszugehörigeSignalphoton.EbenjeneschnellenIdlerphotonenkönnenaberauch
als Seed-Photonenfungieren.Dies heißtaber, daßräumlichvor den(verstärkten)„Orginal-
Signalphotonen“nochmalsdurchparametrischeVerstärkungSignalphotonenerzeugtwerden.
Entsprechenderzeugtder propagierendeSignalimpulsfortlaufend Idlerphotonenräumlich
hinter denschonvorhandenen.Es resultiertdarausein nicht komprimierbarerImpuls, des-
senminimaleImpulsdauerdurchdie LängedesKristallesunddie DauerdesPumpimpulses
bestimmtist.

In dernichtkollinearenGeometriestehteinweitererFreiheitsgradzurVerfügung.Sokanndie
Phasenanpassungfür vieleverschiedeneWinkel Ω zwischen�ksignal und �kidler erreichtwerden.

16Im Bereichder normalenDispersion,d.h. außerhalbjeglicher Absorptionsbanden,steigtder Brechungsin-
dex (und sinkt damit die Phasengeschwindigkeit)für Licht bei abnehmenderWellenlänge.Somit läßt sich
in einem„normalen“MediumniemalsdiePhasenanpassungsbedingungerfüllen.Verwendetmanjedochein
doppelbrechendesMaterial,sokanndiesessoorientiertwerden,daßdiePhasengeschwindigkeitfür daskurz-
wellige Pumplichtgrößeralsdie derbeidenanderenpropagierendenFelderist. EskannalsoerstunterVer-
wendungderDoppelbrechungundverschiedenerPolarisationeneinePhasenanpassungerfolgen.
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2 DasExperiment

StelltmandieRichtungderschnellenIdlerwelle �kidler soein,daßdieProjektionderGruppen-
geschwindigkeit�vg

I in RichtungderSignalwelle�vg
S gleichderGruppengeschwindigkeit�vg

S ist
( �vg

I � cos
 Ω �/���vg
S), soverschwindetderobenbeschriebeneEffekt derPulsverbreiterung.Der

Signalpulsverbreitertsich nur nochleicht seitlich,wasdie räumlicheModenqualitätbeein-
trächtigenkann,nicht aberdie zeitlicheKomprimierbarkeit.Hier seinochauf ein nützliches
Hilfmittel zur BerechnungdesNichtkollinearitätswinkelsΩ hingewiesen:dasProgrammpa-
ket SNLO kannvielerlei Berechnungenfür diversenichtlineareKristalle ausführenund ist
kostenloserhältlich[SMITH, 2000].

In [RIEDLE etal., 2000] ist sehrübersichtlichgezeigt,daßdie ebengenannteProjektionsbe-
dingungäquivalentdazuist, daßdie Phasenfehlanpassung∆�k � �kpump � �ksignal � �kidler in er-
sterNäherungnichtmehrvonderSignalwellenlängeabhängt.Diesist gleichbedeutendzuder
Aussage,daßeinebreitbandigePhasenanpassungundsomitVerstärkungmöglichist.Somitist
die idealeVoraussetzunggeschaffen, intensive undsehrkurzeundentsprechendbreitbandige
Laserimpulsezugenerieren.DernichtkollineareoptischparametrischeVerstärkerverstärktal-
sodie angebotenenSeedphotonenderart,daßdie sonstigenPulseigenschaftendesSeedfeldes
unbeeinflußtbleiben.

VerwendetmanalsSeed-LichtquelleWeißlicht(vgl. Abschnitt2.1.3), welchesz.B. in Saphir
generiertwerdenkann,soist manmittelsdesNOPAs in derLage,einenfrei wählbarenBruch-
teil desWeißlichtspektrumsum mehrereGrößenordnungenin der Intensitätzu verstärken.
WelcherWellenlängenausschnittdies ist, kannder Experimentatordurchdie Wahl desPha-
senanpassungswinkelsunddeszeitlichenÜberlappsvon Pumpimpulsunddemgewünschten
Teil desSeedimpulsesbestimmen.

Abbildung 2.4: links: Autokorrelationsmessung von Femtosekundenlichtimpulsen,die durch einen
nichtkollinearenparametrischenVerstärkererzeugtwurden.Grauist eineAnpassungmit einersech2-
Funktion eingezeichnet.Dieseergibt eine Pulsbreitevon 18fs (FWHM). rechts:Das Spektrumder
Lichtimpulse.EineDatenanpassungmit derzueinemsech2-förmigenPulsgehörendenspektralenVer-
teilung liefert einespektraleBreite von etwa13nm. DasZeit-Bandbreite-Produktliegt mit 0.32sehr
naheamtheoretischenWertvon0.315.DieseImpulsewurdenbeidenFemtosekundenmessungen(vgl.
Kapitel 5f.) zur AnregungderProbenverwendet(vgl. auchAbschnitt2.1.3).
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2.1 DerexperimentelleAufbau

Die zeitlicheKompressiondesverstärktenLichteserfolgt im sichtbarenSpektralbereichim
einfachstenFalls übereinenPrismenkompressor[FORK etal.,1984].

Somit es möglich, routinemäßigim Labor wellenlängenabstimmbarePulsemit Pulsdau-
ern unter 20 fs zu erzeugen,welche Pulsenergien im Bereichvon einigen µJ erzeugen
[CERULLO etal.,1997, WILHELM etal.,1997, RIEDLE etal.,2000]. Ein BeispieleinerAu-
tokorrelationund deszugehörigenSpektrumsvon Lichtimpulsenauseinemselbstgebauten
NOPA ist in Abb. 2.4 gezeigt.Mit diesenPulsenwurdeein Teil der späterbeschriebenen
Messungendurchgeführt.Eine vollständigeAngabeder Pulsparameterfindet sich in Ab-
schnitt2.1.5, Tabelle2.2.

Stand der Technik

Die Entwicklung neuerMaterialienmit sehr großenNichtlinearitätenund hohenZerstör-
schwellenwie z.B. BBO und nicht zuletztdie Verfügbarkeitvon immer stabilerenund zu-
verlässigerenFemtosekundenlichtquellenführtein denletztenzehnJahrenzueinerintensiven
WeiterentwicklungundOptimierungderparametrischenVerstärkerspeziellauchfür Femto-
sekundenanwendungen.DesweiterenwurdeeingroßerFortschrittdurchdieVerwendungvon
Weißlicht(sieheAbschnitt2.1.3) alsSeedlichterzielt [REED etal., 1995]. Die durchdie kol-
lineareGeometriebedingtenGrenzenfür die erreichbarenPulsdauern(sieheoben)konnten
durcheinennichtkollinearenAufbau für optischparametrischeOszillatoren(OPO)umgan-
genund somit Pulsdauernunter20 fs erreichenwerden[GALE et al.,1995]. Seit Endeder
90erJahrestehennunmit NOPAs sehrstabile,abstimmbareLaserlichtquellenim sichtbaren
undnaheninfrarotenSpektralbereichzurVerfügung.Im MomentzeichnensichzweiRichtun-
genab, in welchedie Entwicklungenführen:Einige Gruppenversuchen,durchdiverseOp-
timierungsstrategienmöglichstimmerkürzereLichtimpulsezu erzeugen.Anderenutzendie
vorhandeneTechnik,umchemischeReaktionenzu untersuchenundin einemzweitenSchritt
auchzu beeinflussen.

Im Folgendensollen noch technischeBesonderheitenverschiedenerEntwicklungenange-
sprochenwerden,mit derenHilfe kürzestmöglicheImpulse erzeugtwerdenkönnen.Ein
Ansatzist, die Prismenkompressortechnikzu verbessernund z.B. stattder normalenBrew-
sterprismenjeweils Paarevon sehrdünnen,schmalenPrismenzu verwenden,um die Ma-
terialdispersionzu verringern[CERULLO et al.,1998]. Eine andereMöglichkeit wurdevon
[SHIRAKAWA et al.,1999] vorgestellt:diesekomprimiertendas Weißlicht vor der Verstär-
kung,umeinemöglichstgroßeBandbreitezuerhalten.ZusätzlichverkipptensiediePulsfront
desPumpimpulsesfür einenbesserenÜberlapp.DasErgebnissinddiezurZeit kürzestenPul-
sevon4.7 fs Dauer.

EineandereStrategie bestehtdarin,auf denPrismenkompressorzu verzichtenundstattdes-
seneineaktiv geregelteDispersionskontrolleeinzubauen.Beispielehierfürsinddeformierbare
Spiegel([ZEEK et al.,1999]) sowie 4-f Gitteranordnungen,beidenenin derFourierebenez.B.
einLCD-Displayangebrachtist. DurchAnlegenvonSpannungenandieeinzelnenPixel kann
der Brechungsindex und damit die Lichtlaufzeit separatfür einzelneWellenlängenbereiche
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2 DasExperiment

eingestelltwerden([YELIN etal.,1997]). [VERLUISE et al.,2000] konntenzeigen,daßFem-
tosekundenlichtimpulseauchallein mit Hilfe einesakusto-optischenKristalleskomprimiert
werdenkönnen.

DergroßeVorteil deraktivenDispersionskontrolleist, daßmandieseauchzurErzeugungvon
nahezubeliebig einstellbarenImpulsformenverwendenkann.So sind Experimentedurch-
führbar, bei denenein bestimmterPhasen-undAmplitudenverlaufvorgegebenunddie Aus-
wirkung auf die induziertenReaktionenstudiertwird. Koppeltman eineMeßgrößein den
kontrollierendenComputerzurück, so bestehtdie Möglichkeit die bestePulsform durch
AnwendendiverserAlgorithmen zu ermitteln. Die Technik, chemischeReaktionendurch
speziell geformteLaserimpulsezu steuern,ist eng mit den Begriffen „pulse shaping17“
und „coherentcontrol18“ verknüpft(siehez.B. [TANNOR undRICE, 1988, YAN etal., 1993,
ASSION etal., 1998, GORDON etal., 1999]).

Zum AbschlußdiesesAbschnittesseinochdaraufhingewiesen,daßdie Methodenzur Cha-
rakterisierungvon ultrakurzenbzw. in der Pulsformaktiv modifiziertenLichtimpulsenal-
les andereals trivial sind. Zwei moderneMethodendazu sind „frequency-resolved opti-
cal gating (FROG)“ und „spectralphaseinterferometryfor direct electricfield reconstruc-
tion (SPIDER)“, welche z.B. in [GALLMANN etal., 1999] und [GALLMANN etal., 2000,
GALLMANN etal., 2001] beschriebensind.

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

Viele physikalische,chemischeund biochemischeProzesselaufenauf einerbis in denZeit-
bereichvon wenigenFemtosekundenreichendenZeitskalaab. EineguteMöglichkeit, solch
schnelleVorgängezu untersuchen,bietetdie Pump-Probe-Spektroskopie19. Hierbeiwird die
zu untersuchendeProbevon einemersten,intensiven Laserimpulsangeregt (Anregimpuls).
Die WeiterentwicklungdesZustandesderProbe(z.B. die Absorptiondeselektronischange-
regtenZustandes)wird mittels eineszweiten,schwachenLaserimpulses(Abtastimpuls)be-
obachtet.Die ’Weiterentwicklungbeobachten’bedeutethier, daßdie TransmissionderProbe
in Abhängigkeitder VerzögerungszeittD zwischendemAnreg- und demAbtastimpulsauf-
gezeichnetwird. In einemderartigenExperimentist die zeitlicheAuflösungauchdurchdie
Pulsdauernder beidenLichtimpulsebeschränkt.Deswegenwurdenfür die in dieserArbeit
durchgeführtenExperimentedie obenvorgestelltenPulserzeugungsverfahreneingesetzt(sie-
heAbschnitt2.1.2).

Bei derArt derDetektiondesAbtastimpulsessindzwei prinzipielleVariantenzu unterschei-
den:0

Die spektralintegraleMessungverwendetim PrinzipeineneinzigenDetektor(z.B. Si-
Diode),derdasgesamtedurchdie zu messendeProbetransmittierteLicht unabhängig

17engl.pulseshaping:Lichtimpulsformung
18engl.coherentcontrol:kohärenteKontrolle
19engl.pumpprobespectroscopy:Anreg-Abtast-Spektroskopie
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2.1 DerexperimentelleAufbau

vonderWellenlängeaufsammelt.0
Bei einerspektralauflösendenMessung20 wird dasAbtastlichtnachderProbedurchein
SpektrometerspektralaufgespaltenunddannmittelsmehrererDetektoren(z.B.CCD21,
Si-Diodenarray)registriert.HatmaneinespektralsehrbreitbandigeLichtquellezurVer-
fügung,sobietetdieseArt derDetektiondieMöglichkeit,MessungenbeivielenAbtast-
wellenlängengleichzeitigdurchzuführen.

Die hiervorgestelltenExperimentewurdenmit derletztgenanntenDetektionsmethodeausge-
führt.

Die Weißlichterzeu gun g

Um Lichtimpulse mit hoher spektralerBreite (sogenanntes„Weißlicht“22) zu erhalten,
bieten sich diverse Alternativen an. So ist es möglich, in edelgasgefülltenHohlfasern
[NIBBERING etal., 1997, NISOLI etal.,1997] oder auch in sehr dünnen Quarzfasern23

[KNOX et al.,1985] großeBandbreitenzuerzielen.NeuerdingssindauchQuarzfasernim Ein-
satz,derenKern von sehrvielen Hohlräumenumgebenist. Die wabenförmigeMikrostruk-
tur führt dazu, daß dieseFasereine negative Gruppengeschwindigkeitsdispersionbesitzt
[RANKA et al.,2000a], wasdieErzeugungderbisherbreitestenSpektren(Breite550THz) er-
möglichte[RANKA et al.,2000b]. Eineandere,sehrhäufigverwendeteMethodeist dieWeiß-
lichterzeugungin transparentenFestkörpern[FORK etal.,1983]. Dasammeistenverbreitete
Medium hierfür ist Saphir, in welchemsich sehrstabilePulseerzeugenlassen,sowohl hin-
sichtlichderAmplitudenschwankungenvon Impulszu Impulsals auchbezüglichderLang-
zeitstabilitätübervieleTagehinweg.

Eine exakte Beschreibung des der Weißlichterzeugungin transparentenMedien zugrun-
de liegendenMechanismusist derzeitnoch nicht verfügbar, es gibt jedochErklärungsan-
sätze:Nebender Selbstphasenmodulationund der Selbstfokussierung[REED etal., 1995]
und vielen anderen nichtlinearen Effekten wie dem parametischenVier-Photonen-
Mischen, der stimulierten Raman- und Brillouinstreuung und der Ausbildung von
Schockwellen[BELLINI undHÄNSCH, 2000] bestimmtauchdie Bandlückedesverwende-
ten Materials die spektralenEigenschaftendes Kontinuums[BRODUER undCHIN, 1998,
BRODUER undCHIN, 1999].

FokussiertmanLicht mit etwa1µJ Pulsenergie und800nm Wellenlängein Saphir, soerhält
man einenImpuls, dessenSpektrumvon etwa 450nm bis ins naheInfrarot (ca. 1600nm)
reicht(vgl. Abb. 2.5(links)undVersion1 desVersuchsaufbaues).Innerhalbvonjeweils10nm
Bandbreiteist dabeieineEnergie von ca. 0 1 1nJ enthalten[REED etal.,1995]. Tauschtman
SaphirgegenCaF2, welcheseinegrößereBandlückebesitztundsomiteinegrößereBandbreite

20auch:dispersiveMessung
21ChargeCoupledDevice
22In derFachliteraturals„white light continuum“oderauch„supercontinuum“bezeichnet.
23sogenannteMonomode-Fasern
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2 DasExperiment

erzeugensollte,soerhältmandasin Abbildung2.5 rechtsgezeigtSpektrum,welchesbis in
denultraviolettenSpektralbereichreicht(vgl. Versuchaufbau2).

Abbildung 2.5: Weißlichterzeugungin dentransparentenMedienSaphir(links) undCaF2 (rechts).Die
IntensitätenderbeidenSpektrensindnicht aufeinandernormiertundnicht auf diespektraleEmpfind-
lichkeit desSpektrometerskorrigiert.

Doch obwohl der Entstehungsprozeßsehrkompliziert und von vielen Parameternabhängig
ist, konntegezeigtwerden,daßdiesergut kontrollierbarist. Erzeugtmanmit annäherndden-
selbenPulsparameternzwei unabhängigeWeißlichtkontinua,so kann man diese,trotz der
Vielzahl an der EntstehungbeteiligtennichtlinearenProzesse,zur stabilenInterferenzbrin-
gen,undzwarüberdenkomplettenSpektralbereich[BELLINI undHÄNSCH, 2000]. Dies ist
auchfür diePump-Probe-ExperimentevonBedeutung,denndieseTechnikwäremit Weißlicht
alsAbtastlichtnicht anwendbar, wenndie Erzeugungjedesmalandere,z.B. im Zeitnullpunkt
verschobene,Weißlichtimpulsegenerierenwürde.

Die Technik,Weißlicht als Abtastlichtzu verwenden,bringt leider nicht nur Vorteile: Auf-
grundderGruppengeschwindigkeitsdispersionerreichendie verschiedenenspektralenKom-
ponentendesWeißlichtesdiezuuntersuchendeProbezuunterschiedlichenZeitpunkten(Bei-
spielesieheunten),wasbeiderAuswertungderMeßdatenberücksichtigtwerdenmuß.Durch
eineMinimierungderLichtweglängekannderEinflußderDispersionauf die Zeitauflösung
geringgehaltenwerden.NebendemwellenlängenabhängigenZeitnullpunkt24 erhältmanso-
wohl durchdie dispersive Detektionalsauchdurchden„gechirpten“Abtastimpulswährend
deszeitlichenÜberlappsvon Anreg- und AbtastimpulsnichtresonantekohärenteArtefakte
im Meßsignal[KOVALENKO et al.,1999]. DieseErschwerendie InterpretierbarkeitderMeß-
dateninnerhalbderKreuzkorrelationsbreitedesExperimenteserheblich,bietenzumanderen
aberauchdie Möglichkeit, denAbtastimpulsgenauercharakterisierenzu können,wasaber
im RahmendieserArbeit nichtweiterverfolgt wurde.

24Zeitpunkt,an demder Anreglichtimpulsund die KomponentedesAbtastlichtimpulsesmit der Wellenlänge
λprobezeitgleichdieProbeerreichen.
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2.1 DerexperimentelleAufbau

Der Femtosekunden-A ufbau

Die erstenMessungenwurdenim Sommer1999durchgeführt.Zur Kontrollewurdenim Som-
mer 2000Teile der Messungenwiederholt.Desweiterenkonnteder Datenbestandwährend
dieserzweitenMeßphaseerheblicherweitertwerden,zumeinen,daweitereProbenzur Ver-
fügungstanden,zumanderen,weil ein größererWellenlängenbereichzugänglichwar. Da die
experimentellenAufbautenzwarvomPrinziphergleich,aberin denDetailsdochrechtunter-
schiedlichwaren,werdenhier beidemit ihrenjeweiligenBesonderheitenvorgestellt.Hierbei
orientiertsichdie Beschreibungim GrobenanderReihenfolgein derdie optischenKompo-
nentenim Experimentdurchlaufenwerden.

Version 1 EtwadieHälfte dergesamtenAusgangsleistungdesobenbeschriebenenVerstär-
kersystemsstandenfür die Experimentebereit,der Restwurdefür ein anderesExperiment
verwendet.Von den verfügbaren400µJ wurdenetwa 2% zur ErzeugungdesAbtastlichtes
verwendet(obererAst in Abb. 2.6). Der übrigeTeil war für die ErzeugungdesAnreglichtes
mittelseinesNOPAs reserviert(untererAst).
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Abbildung 2.6: PrinzipskizzePump-Probe-Aufbau:BBO: β-Bariumborat,BS: Strahlteiler, D: De-
tektor, delay:variableVerzögerung,chopper:Chopperradfür KorrekturderAnlagendrift(sieheText),
F: Filter, LBO: Lithiumtriborat,pol: Polarisator, PC: Prismenkompressor, shut: mechanischerStrahl-
blocker(sieheText), spec:SpektrometerundVielkanaldetektor,SHG: Frequenzverdoppler, SM: sphä-
rischeHohlspiegel,WL: Weißlichterzeugungin Saphir

Die ErzeugungdesAbtastweißlichteserfolgtein diesemAufbauin einer2mm dicken,in Z-
Richtungorientierten25 Saphirscheibe.ErzeugtmandasKontinuummit Laserimpulsen,deren
Zentralwellenlänge800nm ist, so ist derspektralzugänglicheBereichauf Abtastwellenlän-
genλprobe 2 450nmbeschränkt(sieheAbb. 2.5). DergewünschteMeßbereichfür λprobereicht

25Saphirist doppelbrechend.Dahermußauf dieAusrichtungderoptischenAchsegeachtetwerden.
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2 DasExperiment

abervon etwa300nm bis 700nm, weswegenauchmit frequenzverdoppeltenLaserimpulsen
(400nm) Weißlichterzeugtwurde.Dafür konnteeineVerdopplereinheitvor derKontinuum-
serzeugungeingebautwerden.Diesebestandauseinerachromatatischenλ 3 2-Wellenplattezur
AnpassungderPolarisation,einemVerdopplerkristallundeinemFilter, welcherfür dieLaser-
fundamentalenahezukeineTransmissionzeigt.Die Polarisationenwurdenhierbeiimmerso
eingestellt,daßdasgenerierteWeißlichtparallelzurOberflächedesoptischenTischespolari-
siertwar26. Mittels einesvariabeleinstellbarenStrahlteilers(nichteingezeichnet)waresmög-
lich, die Pulsenergie soeinzustellen,daßdiesein beidenFällenetwa1µJ in derSaphirplatte
betrug.

Damit dasverglichenzumWeißlichtextremintensive erzeugendeLaserlichtnicht in die Pro-
be gelangt,mußesherausgefiltertwerden.Diesgeschahmit geeignetenhochreflektierenden
Spiegeln. WurdedasKontinuummit der Laserfundamentalenerzeugt(800nm), dannwur-
de ein HR800-Spiegel (Hersteller:LaserComponents)als Filter eingesetzt.Im Falle derEr-
zeugungmit derzweitenHarmonischen(400nm) kamein HR400-Spiegel (Hersteller:Laser
Components)zumEinsatz.JenachReflexionswinkeldesSpiegelskonntedernutzbareSpek-
tralbereichdannentwederauf λprobe 4 350 5$5$5 410nm oderauf λprobe 4 410 5$5$5 520nm ein-
gestelltwerden.Dasso gefilterteAbtastlichtwurdedurcheinenStrahlteilerin zwei Bündel
aufgespalten,wovon eines,ohnedie Probezu passieren,auf ein Spektrometergelenktwur-
de. Das zweite Bündelwurdemittels einessphärischenHohlspiegels (SM1) auf die Probe
fokussiert(Bündelradiusje nachWellenlängeetwa40 - 120µm) undanschließendmit einer
Linse auf denSpaltdeszweitenSpektrometersabgebildet.Eine genauereBeschreibung der
DetektionundderMeßdatenaufnahmeerfolgt in Abschnitt2.2.1.

Aufgrund der Saphirscheibe,die als Weißlicht erzeugendesMedium diente,und denrelativ
dickenFiltern (Spiegelsubstrate)betrugdie DispersiondesZeitnullpunktes(sieheauchAb-
schnitt 28, S. 18) im Wellenlängenbereichvon 352 6 400nm 0 1 55ps27, von 408 6 520nm
1 1 22psundvon 490 6 700nm0 1 21ps.

Um AnreglichtimpulsebeieinerWellenlängevon470nmzuerhalten,wurdeeinnichtkollinea-
reroptischparametrischerVerstärker(NOPA) eingesetzt,wie er in Abschnitt2.1.2vorgestellt
wurde.DasbenötigteSeedlichtwurdein einer2mm dickenSaphirplatteerzeugt.Als Pump-
licht für denNOPA wurdedasfrequenzverdoppelteLicht desVerstärkersverwendet,dessen
Erzeugungin [NÄGELE, 1998] detailliertbeschriebenist. DadiegewünschteWellenlängeam
RandedeszugänglichenSpektralbereicheseinessobetriebenenNOPAs liegt, ist die erhalte-
neKonversionseffizienzgeringeralsdie in derLiteraturangegebenenWerte,welchesichauf
Wellenlängen2 500nmbeziehen.Zu erreichenwarenetwa2µJPulsenergieamAusgangdes
NOPA bei einerPumppulsenergie von mehrerenzehnMikrojoule. Die so erhaltenenImpul-
sewurdenmittels einesPrismenkompressorsauf Pulsdauernunter20fs komprimiert(siehe
Abb. 2.4).

26Im Nachhineinhat sich herausgestellt,daßdieseBedingungnicht immer erfüllt war. Messungen,bei denen
diesderFall war, wurdenfür dieweitereAuswertungnicht verwendet.

27ZeitdifferenzzwischendenNullpunktenderKanälemit der längstenundderkürzestengemessenenWellen-
länge.
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2.1 DerexperimentelleAufbau

Im Anschlußan denPrismenkompressorfolgte ein Strahlblocker, der durcheinenElektro-
magnetenin denStrahlengangdesAnreglichtesgedrehtwerdenkann.Angesteuertwurdeder
Magnetvon derKontrolleinheitderSpritzenpumpe,welchedie Probedurchdie Meßküvette
pumpt(sieheunten,36). Die nachfolgendeDiodedientezumeinenzurKontrollevonEnergie
undRauschendesAnreglichtes,zumanderenzurSynchronisationderMessungmit derSprit-
zenpumpe:blockiertedie SteuereinheitderPumpemittelsdesStrahlblockersdasAnreglicht,
sowurdeüberdieDiodedasMeßprogrammangehalten,bisderStrahlblockerwiederentfernt
war. Mittels desPolarisatorsundderachromatischenλ 3 2-Wellenplattekonntedie Polarisati-
ondesAnreglichtesrelativ zumAbtastlichtdefinierteingestelltwerden.Die Messungenwur-
denmit paralleler, senkrechterund magischerAusrichtungder Polarisationendurchgeführt.
Da die Anlagenparameternicht überdie gesamteMeßzeitvon mehrerenStundenpro Probe
stabilgehaltenwerdenkönnen,korrigiertdieMeßroutinelangsameVeränderungenderNulli-
nien.Hierfür ist einweitererStrahlblockernotwendig,dervomMeßprogrammgesteuertwird.
Nun wurdedasAnreglichtbündelnochübereinein derLängevariableVerzögerungsstrecke
geleitet,um die verschiedenenVerzögerungszeitentD zwischenAnreg- und Abtastlichtim-
pulseinstellenzu können.Positioniertwird die Verzögerungsstreckemittelseinesauf einen
Mikrometergenaupositionierbaren28 Schrittmotors,dervon derMeßroutinegesteuertwird.
Hiermit sindVerzögerungszeitentD bis 1 1 4nseinstellbar. DasAnreglicht wurdedannmittels
einessphärischenHohlspiegels(SM2) auf die Probefokussiert(Bündelradiusetwa100µm),
wobeidie Impulsenergienzwischen0.5und1 1 1µJbetrugen.

Die ProbewurdedurcheineMeßküvetteausQuarzglas,eineSpezialanfertigungder Firma
Hellma,gepumpt,welcheeinenDurchflußkanalmit einerBreitevon1mmundeinerSchicht-
dickevon 0 1 5mm besitzt.Die Anschlußstutzenbefindensichdirekt überdenEndendesKa-
nales.Als Frontglasist einenur 0 1 3mmdickeQuarzglasscheibeaufgesetzt,um Dispersions-
effektezu minimieren.

EineZusammenfassungderexperimentellenParameterdesobenbeschriebenenexperimentel-
lenAufbausfindetsichin Abschnitt2.1.5, Tabelle2.2.

Version 2 Da die erreichtenAnlagenparameterund die Handhabbarkeitdesexperimentel-
len Aufbauesnochnicht dengewünschtenAnforderungenentsprachen,wurdederMeßplatz
nochmalsvollständigüberarbeitet.WesentlicheNeuerungengegenüberderVersion1 waren:0

Die ErzeugungdesfrequenzverdoppeltenLaserlichteswird nunin BBO vorgenommen.0
DerparametrischeVerstärkerbestehtauszweiUntereinheiten:einemVorverstärker, der
dieAufgabehat,genügendSeedphotonenfür diezweiteStufezurVerfügungzustellen,
damitdiesein Sättigungbetriebenwerdenkann.EskonntenhiermitLichtimpulsebeiet-
waλpump 4 480nmerzeugtwerden,dieein reduziertesSchuß-zu-Schuß-Rauschenvon
untereinemProzent(rms)aufwiesen.Allerdings litt dabeidie Komprimierbarkeitder
Impulse.DadasZiel dieserArbeitdieUntersuchungvonReaktionenwar, dielangsamer
alsetwa200fs ablaufen,konntedieserVerlustanZeitauflösungtoleriertwerden.

28DiesentsprichteinerzeitlichenSchrittweitevon6 7 67fswegendereinfachenFaltung.
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2 DasExperiment0
Eineweitereλ 3 2-Wellenplattevor demPolarisatorermöglichteeinegenaueEinstellung
derAnregungsenergie.
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Abbildung 2.7: PrinzipskizzePump-Probe-AufbauVersion2: BBO: β-Bariumborat,BS: Strahlteiler,
D: Detektor, delay:variableVerzögerung,driftkorr chopper:Chopperradfür KorrekturderAnlagen-
drift (sieheText), F: Filter, HM: HalbierterSpiegel,OAPM: off-axisParabolspiegel,pol: Polarisator,
PC: Prismenkompressor, shut: mechanischerStrahlblocker(sieheText), spec:SpektrometerundViel-
kanaldetektor, T: Teleskop,WL: Weißlichterzeugung0

Saphirals Medium zur AbtastlichterzeugungwurdedurchKalziumfluorid (CaF2) er-
setzt.Da dasSpektrumvon mit der Laserfundamentalenin CaF2 erzeugtenLichtim-
pulsenbis etwa300nm reicht (vgl. Abbildung2.5), sindnicht mehrwie bei Aufbau1
dreisondernnurnocheineMessungnotwendig,umdeninteressierendenWellenlängen-
bereichvon etwa320nm bis 650nm abzudecken.AnfänglicheProblememit derHalt-
barkeit29 konntendurchkontinuierlichesVerschiebender CaF2-Plattegelöstwerden.
Die Reduktiondesim StrahlengangvorhandenenMaterialsumeinenFaktor5 (vonca.1
cmauf2mm) brachteeineerheblicheMinderungderNullpunktsdispersionaufnurnoch
0 1 7psüberdengesamtenverwendetenSpektralbereich,womit weitereMeßzeiteinge-
spartwerdenkonnte.Ebensokonnteerstmalsfür dengesamtenSpektralbereichbei der
Mittelungvon 30000LaserpulsenAbsorptionsänderungen: 10; 4 aufgelöstwerden.0
Der hochreflektierendeSpiegel als Filter nachder Weißlichterzeugungwurde durch
einen96%reflektierendenAuskoppelspiegelersetzt,dessenSubstratdickenur1mmbe-
trug (Hersteller:LaserComponents).0
DesweiterenwurdeeinParaboloidspiegelzurFokussierungderLichtbündelaufdiePro-
be eingesetzt,um die Abbildungseigenschaftenzu verbessern.Der Fokusdurchmesser

29NachwenigenMinutenkamderProzeßderWeißlichterzeugungzumErliegen.Grundhierfür wardie Zerstö-
rungderKristalloberfläche,vermutlichaufgrundvonlokalerthermischerÜberlastung.
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2.1 DerexperimentelleAufbau

desAnregungslichtbündelsbetrugetwa100µm, wohingegender desAbtastlichtesje
nachWellenlängezwischen30µm und70µm lag.0
Ein Teleskopvor dervariablenVerzögerungsstreckegewährleistetegrößtmöglichePar-
allelitätdesStrahlenbündelsim BereichdieserStrecke.0
Die variableVerzögerungsstreckewar für einenTeil der Messungenvierfachgefaltet,
umMessungenbis zuVerzögerungszeitenvon tD 4 3 1 4nsdurchführenzukönnen.

DerMeßplatzselbst,andemsichdieProbebefand,wurdegegenüberdererstenVersionnicht
verändert.In Abschnitt2.1.5Tabelle2.2 sinddie wichtigstenexperimentellenParameterta-
bellarischzusammengefaßt.

DurchweiterekonsequenteReduktiondesMaterialsim Abtaststrahlengang,die Verwendung
vondünnerenKüvettenunddieErzeugungvonkomprimierbarenAnregpulsenunterVerwen-
dungvon CaF2 alsSeedlichtquellefür denNOPA sindin jüngsterVergangenheit(November
2000)mit diesemAufbau Kreuzkorrelationsbreitenvon 20fs im sichtbarenSpektralbereich
erreichtworden[HUBER et al.,2001].

2.1.4 Zusätzlic he Infrastruktur

Zusätzlichzu denoptischenAufbautenam Lasertischwarennoch weitereGerätenotwen-
dig, um die abKapitel 5 vorgestelltenExperimentedurchführenzu können.Diesesollenhier
beschriebenwerden.

UV-Belichtungsmodul

Die untersuchtenProbenkönnenin zwei Konformationenvorliegen(sieheKapitel 4ff.), wo-
bei der trans-Zustandthermischlangzeitstabilist (sieheAbschnitt4.1.1). Um währendder
cis-Messungenein stationäresKonzentrationsverhältnisaufrechtzu erhalten,mußdie Probe
dauerndbelichtetwerden.Der hierzu für alle ProbenverwendbareSpektralbereichumfaßt
Wellenlängenvon 330 6 380nm. Da die Anzahl der pro ZeiteinheitisomerisierbarenMole-
küle linear mit der Lichtintensitätskaliert, ist einemöglichsthoheLichtleistungin diesem
Wellenlängenbereichnotwendig.

SolcheAnforderungenerfüllenz.B. Hg(Xe) Bogenlampen.Die hier verwendeteAusführung
hat eine elektrischeLeistungsaufnahmevon 1000W. Diese Lampenemittierenvon etwa
220nm bis ins Infrarote,wobeidemkontinuierlichemSpektrumeinigeintensive Spektralli-
nien überlagertsind.DasSpektrumwird durcheinenwassergekühltenFilter (UG11,2mm,
[SCHOTT, 1990]) auf denWellenlängenbereichunter380nm eingeschränkt,in welchemsich
nochdrei SpektrallinienhoherIntensitätbei etwa313nm, 335nm und 365nm befinden.Da
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diekurzwelligsteKomponentefür dieMessungenandenAzopeptidennichtverwendbarist30,
wurdemittels eineszweitenFilters (WG320,2mm, [SCHOTT, 1990]) die Transmissionder
Filteranordnungauf denSpektralbereich320 6 380nm eingeschränkt.In Abbildung 2.8 ist
dasSpektrumderHg(Xe)-BogenlampenachderFilterungzu sehen.

Abbildung 2.8: SpektrumHg(Xe)-BogenlampenachTransmissiondurchdie FiltergläserUG11 und
WG320,je 2mm.

Da derBetriebderLampemit einererheblichenWärmeentwicklungundnichtzu vernachläs-
sigendenelektromagnetischenStörfeldern31 verknüpftist, wurdediesein einemNebenraum
betriebenunddasLicht mittelseinesgeeignetenLichtleiterszumProbenreservoir (sieheun-
ten)geführt.Am EndedesLichtleitersstanden100mW Lichtleistungzur Verfügung,welche
hauptsächlichaufdieSpektralliniebei 365nmkonzentriertwar.

Pumpenstand und Meßküvette

Die Bildung von langlebigenPhotoproduktenaufgrundder Isomerisierungerforderteinen
AustauschdesProbenvolumensvor jedemLaserschuß.Eine möglicheLösungist die Ver-
wendungeinerDurchflußküvette.Gleichzeitigmüssendie Experimentemit sehrbegrenzten
Probenmengen(3ml) durchgeführtwerden.DasämtlicheuntersuchteProbenin demLösungs-
mittel DMSO32 gelöstwaren,ist eineweitereVoraussetzungdieLösungsmittelverträglichkeit
allerdamitin BerührungstehendenKomponenten.

Eine Möglichkeit, dies zu realisieren,ist eine Spritzenpumpe(sieheAbb. 2.9). Die Probe
wird in einegasdichteSpritze(Firma Hamilton) gefüllt und auf einenmotorisiertenSchlit-
ten gespannt.Dieserzieht und schiebtdenKolben der Spritzemit definierter, einstellbarer
Geschwindigkeithin undher. DurchdenTeflonschlauchwird dieProbedurchdieMeßküvette
in dasAusgleichsgefäß(eineGlaspipette)gedrücktbzw. zurückin dieSpritzegesogen.

30Die Probenwürdendannim Maximum der cis-ππ < -Bandebeleuchtetund dasKonzentrationsverhältniszu
Ungunstendercis-Isomerenkonzentrationverschoben(vgl. Kapitel 4ff).

31DasDunkelrauschenderDetektorennimmtmeßbarzu.
32DMSO:Dimetylsulfoxid
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2.1 DerexperimentelleAufbau

Um in denUmkehrpunktenderBewegungeinePhotoakkumulationzu vermeiden,wurdezu-
sätzlichwährendderUmkehrphasedie Messungautomatischangehalten,indemein elektri-
schesSignalan einenim StrahlengangeingebautenStrahlblockergesendetwurde,solange
sichderKolbenderSpritzeim Umkehrbereichbefand(vgl. Abschnitt2.1.3).

Bei einigenMessungenergab sich zusätzlichdie Notwendigkeit,die
Meßdatennur dann aufzuzeichnen,wenn sich der Kolben in eine
bestimmteRichtungbewegt (z.B. in die Spritze hinein), da teilwei-
se im ultravioletten Spektralbereichstarke Signalschwankungenje
nach Pumprichtungzu registrierenwaren. Das Licht aus dem UV-
Belichtungsmodulkonntebei BedarfamBeginn der Glaspipette(sehr
nahebei derKüvette)sowie amvorderenEndederSpritzeeingestrahlt
werden.

hνpr

puhν

νh
Hg(Xe)

νh
H

g(
Xe

)

K

T

S

P

Abbildung 2.9: PrinzipskizzeSpritzenpumpe:S: GasdichteHamiltonspritze5ml, T: Teflonschlauch,
K: MeßküvetteausQuarzglas,P: GlaspipettealsAuffangbehälter, hνpu: Anregungsimpuls,hνpr: Ab-
tastimpuls,hνHg = Xe> : Belichtungmit UV-Belichtungsmodul

2.1.5 Technisc he Daten im Überb lic k

Zum schnellenNachschlagenfolgenauf dernächstenSeitetabellarischzusammengefaßtdie
wichtigstenParameterdesFemtosekunden-Oszillators,desregenerativenVerstärkersundder
beidenaufgebautenExperimente.
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Oszillator Verstärker

Pumplaser Ar ? -Laser, 3 1 5W cw, multiline Nd:YLF, 10mJ,527 nm

in der2. Meßserie YVO4-Festkörperlaser,

2 1 7W cw, 527nm

Zentralwellenlängeλ 800nm 800nm

Bandbreite 44nm 15nm

Pulsbreite33TFWHM 25fs mit ext. Kompression 100fs

Repetitionsrate 90MHz 1kHz

Pulsenergie 2.1nJ 1 mJ(nachKompressor)

TransmissionExpander @ 72%

TransmissionKompressor @ 66%

Puls-zu-PulsSchwankung nichtbestimmt : 1%

Tabelle 2.1: TechnischeDatendesTi:Saphir-OszillatorsunddesregenerativenVerstärkers

Version1 Version2

desexperimentellenAufbaus

Anregung: Erzeugungmit NOPA einstufig NOPA zweistufig

Zentralwellenlänge 470nm 480nm

PulsbreiteTFWHM 20fs 40 6 80fs

PulsenergieamProbenort 0 1 5 6 1 1 1µJ 0 1 3 6 0 1 4µJ

Bündeldurchmesser 100µm 100µm

Abtastlicht: Erzeugungmit Saphir CaF2

gleichzeitig 350 6 410nm 300 6 1100nm

verwendbare 410 6 520nm

Wellenlängenbereiche 490 6 700nm

Bündeldurchmesser 40 6 120µm 30 6 70µm

verwendeteFokussierspiegel 2 sphärischefür 1 off-axisParaboloid

Anreg/Abtastlicht für beideBündel

max.VerzögerungszeittD 1 1 4ns 1 1 7nsbzw. 3 1 4ns

Kreuzkorrelationsbreite ca.80fs ca.50 6 80fs

Tabelle 2.2: ExperimentelleParameterim Überblick

33FWHM: Volle Breiteauf halberHöhe(full width athalf maximum)
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2.2 Meßdatenerfassung

DerWeg von Photonenim Detektorbis zu fertig aufbereitetenMeßdatenist ähnlichweit wie
der von der Erzeugungvon Femtosekundenpulsenbis zum Anregender zu untersuchenden
Probemit Licht dergewünschtenWellenlänge.Daherwerdenin denfolgendenAbschnitten
die Meßdatenaufnahme,die DurchführungderMeßreihenunddie nachfolgendeDatenaufbe-
reitunggenauervorgestellt.

2.2.1 Datenaufnahme

Die zu untersuchendenProbenzeigenTransmissionsänderungenim Promillebereich.Da das
Rauschendes Lasersund auch des Weißlichteserheblichgrößerist, ist die Verwendung
einer Referenzdetektion34 erforderlich. Hierzu wird das Abtastlicht mittels des Strahltei-
lers BS2 (sieheAbbildung 2.6) in zwei Bündel aufgespalten.Ein Teil passiertdas vom
Anregungslichtimpulsbeleuchteteund somit angeregte Probenvolumen,ehe die Intensität
IsignalA λprobeB tD C von demDetektorhinter demSpektrometer1 (spec1)gemessenwird. Die
IntensitätIref A λprobeB tD C deszweitenTeilesdientalsReferenzundwird direktvomeinemwei-
terenDetektoramSpektrometer2 (spec2)bestimmt.Als DetektorenwerdenSiliziumdioden-
arraysmit 46Elementen(Hersteller:Hamamatsu,Serie4114)eingesetzt,wovon42Elemente
verwendetwerden.Die FrontfensterdieserDiodenzeilenbestehenausQuarzglas,umauchim
ultraviolettenSpektralbereicheinehoheSensitivität zu erhalten.Aus der Diodengröße,den
AbbildungseigenschaftenderSpektrometerundderStrichzahldereingesetztenGitter ergibt
sich für die verwendeteKonfigurationeineWellenlängenauflösungvon 8nm pro Diodenele-
ment.

Das Signal der Detektorenwird mit speziellenVorverstärker-Impendanzwandlernverstärkt
[SEEL et al.,1997], bevor es von einem96-KanalAnalog-Digital-Wandler(Hersteller:Le
Croy, 1885F)digitalisiertwird. 84 Eingängesinddurchdie zwei Diodenzeilendetektorenbe-
legt, die restlichenKanälekönnenfrei beschaltetwerden,so z.B. mit Kontrolldioden,wel-
chedie Schuß-zu-Schuß-SchwankungendesLasersystemsunddesNOPA überwachen.Hier-
bei ist zu bemerken,daßdie Datenaufnahmefür die AD-Wandlungnur in einemsehrkur-
zen,einstellbarenZeitfenstervon etwa800ns durchgeführtwird. Außerhalbdieses„Gate-
Fensters“ist es egal, welche Signaleam Eingangdes Wandlersanliegen. Dadurchkann
ein signifikanterAnteil an Streulicht,z.B. durchLicht im Raum,unterdrücktwerden.De-
tails zur speziellen,nicht PC-kompatiblenHardwareschnittstelledesAD-Wandlerssind in
[ZUREK, 1992, HOCHE, 1996] zu finden.

Ein PC liest nach jedemLaserschußdie Werte IsignalA λprobeB tD C und Iref A λprobeB tD C zu ei-
ner bestimmtenVerzögerungszeit35 tD aus. Da bei einer bestimmtenVerzögerungspositi-

34Die MeßwertevonSignal-undReferenzspektrometerwerdendurcheinanderdividiert. Dadurchwird derEin-
flußdesAmplitudenrauschensminimiert.

35Dieseist durcheinebestimmeSchrittmotorposition festgelegt.
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on tD mehrereLaserschüssegemittelt werden36, wird eine im Meßprogrammfrei wählba-
re Anzahl N an Meßwertenaddiert und durch Subtraktiondes Dunkelstromeskorrigiert:
Ī A λprobeB tD C�4 ∑N

i D 1 E Ii A λprobeB tD C 6 IdunkelA λprobeCGF , wobei Ii A λprobeB tD C die beim Laserschuß
i gemesseneIntensitätam der Wellenlängeλprobe entsprechendenDetektorelement(Signal
bzw. Referenz)bezeichnet.Durch Division dannwird ein normiertesSignalN̄ A λprobeB tD C/4
ĪsignalA λprobeB tD C 3 Īref A λprobeB tD C berechnet.

Vor jederMessungwird nochdie „Grundlinie“ N̄o A λprobeC ohneAnregungsimpuls37 aufge-
nommen.Währendder Messungwird diesedurcheinegleitendeMittelwertbildung immer
wiederaktualisiert,damiteinelangsameVeränderungderGrundlinie,die aufgrundvon ther-
mischenInstabilitätendesLasersystemsunausweichlichist,keinenEinflußaufdieMeßergeb-
nissenimmt.

Letztendlichaufgezeichnetwird derTerm

S̄A λprobeB tD C�4 N̄ A λprobeB tD C
N̄o A λprobeC 1 (2.4)

Nochmalshervorzuhebenist, daßwirklich jedereinzelneLaserschußvondenDetektorenaus-
gelesen.EineUnterdrückungvon statistischen„Ausreißern“bei derMittelung derMeßwerte
erfolgtenicht.

In einerDatei werdendie MeßwerteS̄A λprobeB tD C für jede eingestellteVerzögerungszeittD
aufgezeichnet.Ist ein Durchlauf(auch„Scan“ genannt)beendet,beginnt die Meßroutineau-
tomatischmit demnächsten:eineneueDatei wird angelegt und die Messungbei der ersten
Schrittmotorposition(VerzögerungszeittD) wiederaufgenommen.Diesgeschiehtsolange,bis
die Meßreiheabgebrochenwird.

2.2.2 Versuc hsdur chführung

War dasLasersystemmeßbereitunddie Probenin dengewünschtenKonzentrationenvorbe-
reitet, so gabesfür die durchzuführendenTätigkeiteneinengenauausgearbeitetenund auf
Zeitersparnisoptimierten„Meßkatalog“.

Mit leichtenAbänderungensahdiesermeistwie folgt aus:

1. KontrollederJustagedesTeleskops,dervariablenVerzögerungsstrecke(vgl. Abb. 2.7)
unddesBündelüberlappsund-radiusvonAnreg- undAbtastlichtimpuls,sowie Einstel-
len derAnregungsenergieundEichenderKontrolldioden.

2. AufzeichnendesDauerstrichspektrumsderProbe

36Die Größenordnungliegt beietwa6000gemitteltenMeßwertenproSchrittmotorpositionundScan
37Der Anregungslichtimpulswird automatischgeblockt(vgl. Femtosekundenaufbau,Chopperradfür Driftkor-

rektur, Abb. 2.6).
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3. MessungdesLösungsmittelsDMSO(10Scans):par. Polarisationsgeometrie( H )
4. MessungdesLösungsmittels(10Scans):senkrechtePolarisationsgeometrie( I )

5. MessungderProbe(z.B. Azobenzol,sieheKapitel 4) transJ cis (10 Scans):I Polari-
sationsgeometrie

6. KontrolledesDauerstrichspektrumsaufPhotoproduktanreicherung

7. MessungderProbetransJ cis (10Scans):H Polarisationsgeometrie

8. KontrolledesDauerstrichspektrumsaufPhotoproduktanreicherung

9. Belichten der Probe mit dem UV-Belichtungsmodul,um ein möglichst hohe cis-
Konzentrationzu erhalten

10. AufzeichnendesDauerstrichspektrumsderProbe

11. EinrichtendesUV-BelichtungsmoduleszumBeleuchtenderProbe

12. KontrollmessungdesLösungsmittels(5 Scans):H Polarisationsgeometrie

13. MessungderProbecisJ trans(10Scans):H Polarisationsgeometrie

14. KontrolledesDauerstrichspektrumsaufPhotoproduktanreicherung

15. MessungderProbecisJ trans(10Scans):I Polarisationsgeometrie

16. KontrolledesDauerstrichspektrumsaufPhotoproduktanreicherung

17. MessungdesLösungsmittels(5-10Scans):I Polarisationsgeometrie

18. MessungdesLösungsmittels(5-10Scans):H Polarisationsgeometrie

Für einen„Scan“ wurdenetwa38 160 VerzögerungszeitpunktetD durch die variableWeg-
streckeeingestellt.Die ersten100ZeitpunkteumdenZeitnullpunktwurdenmit äquidistantem
Abstandaufgenommen(Schrittweite131 3fs, diesentspricht2µm Fahrweg desSchrittmotors).
Die verbleibendenPositionenwurdenmit exponentiellzunehmendemAbstandgewählt,damit
bisin denZeitbereichvonNanosekundenMeßdatenaufgezeichnetwerdenkonnten.An jedem
ZeitpunkttD wurdentypischerweiseN 4 6000Meßwertegemittelt.

Für die IsomerisierungsrichtungtransJ ciswurdendie Probenin geringererKonzentrationen
untersuchtalsfür dieRichtungcisJ trans, daeinemöglichstguteAusnutzungderDetektordy-
namikangestrebtwurde.

38Der Meßpunktabstandwurdeje nachZielsetzungderMeßserie(neueMessung,Kontrollmessung)etwasvari-
iert.
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2 DasExperiment

DasgenaueMessendesLösungsmittelsist erforderlich,umdieauftretendenMeßartefakteum
denZeitnullpunktkorrigierenzu können.Da diesesehrkritisch von denAnlagenparametern
abhängen,sinddieseDatenauchein guterIndikatorfür die StabilitätdesLasersystems.

Die DurchführungeinersolchenMeßseriebeanspruchtetwa18-20Stunden.Hierbeibestand
dasgrößteProblemdarin, dasLasersystemüberdieselangeZeit stabil zu halten.War dies
nicht möglich,so mußtedie Reiheunterbrochen,dasProblembeseitigtunddie Messungan
geeigneterStellewiederaufgenommenwerden.Diessolltemöglichstso geschehen,daßdie
erhaltenenDatenvergleichbar, d.h. mit gleichenundbekanntenexperimentellenParametern
wie Anregungsenergie,Bündenradien,etc.aufgenommensind.

2.2.3 Datenaufbereitung

Zu BeginndieserArbeit standfür dieweitereAuswertungderMeßdatennureinsehrrudimen-
täresAuswerteprogrammzur Verfügung.Da die bis dahineingesetzteSoftwaredenDaten-
mengenundAuswerteansprüchennichtgewachsenundzudemsehrinstabilwar, bestandeine
weitereAufgabedarin,zusammenmit meinemKollegenIngo Lutz eineAnwendungzu ent-
wickeln,welchedieAnsprücheundAnforderungensogutwie möglicherfüllt. Als Grundlage
hierzuwurdedasSoftwarepaketIDL39 verwendet,welchessowohl für dasBetriebssystem
Linux wie auchfür Windowserhältlichist.

Es entstandenvier Programmpaketezur Bearbeitungdefinierter, aufeinanderaufbauender
Aufgaben:0

Kontrolle,einfacheKorrekturmöglichkeitundMittelungdereinzelnenaufgenommenen
Scans.0
KorrekturderMeßartefakte(AbziehendesLösungsmittelsignales),KorrekturderDis-
persiondesZeitnullpunktes,Skalierungsmöglichkeit.0
Vergleich mehrererMeßungenan gleichenoderverschiedenenProben,Berechnungen
(z.B.Anisotropie),Erstellenvon transientenSpektren,Datendarstellung(3D-Graphen),
Datenanpassungsowohl von einzelnenWellenlängenalsauchglobalfür dengesamten
Datensatz.0
Übersichtliche Verwaltung und Auswertung der aufgezeichnetenDauerstrich-,
Fluoreszenz-,und Anregungslichtspektren,Importmöglichkeitfür transienteSpektren
undmittelsDatenanpassunggewonneneAmplitudenspektren.

Mittelung der Einzelscans

39InteractiveDataLanguage
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Die Mittelung ausgewählterScansim erstenProgrammpaketerfolgt nochauf derBasisdes
normiertenSignalsS̄A λprobeB tD C (Gl. 2.4). NebenderKontrollederMessungenist dieNormie-
rungaufeinebestimmteAnregungsenergiemöglich.

Korrekturen der Meßdaten

FürdieweitereDatenauswertungist dieAbsorptionsänderung∆A A λprobeB tD C derProbein Ab-
hängigkeitderAbtastwellenlängeλprobe undderVerzögerungszeittD die gewünschteGröße.
SetztmandieAbsorptionsänderung∆A gleichderDif ferenzausderAbsorptionbeiAnregung
(A) und ohneAnregung(Ao), ∆A A λprobeB tD CK4 A A λprobeB tD C 6 Ao A λprobeC , und verwendetdie
BeziehungA 4 6 logT, wobeiT die Transmissionder Probebezeichnet,so erhältmandie
gewünschteVerknüpfungderAbsorptionsänderungmit demgespeichertenWert S̄:

∆A A λprobeB tD C�4 6 log
T A λprobeB tD C
To A λprobeC 4 6 logS̄A λprobeB tD C (2.5)

Die Identität desTransmissionsverhältnissesund demnormiertenIntensitätsverhältnisS̄ in
Gl. 2.5ergibt sichunterVerwendungvon T 4 Isignal

IsignalL 0 und IsignalM 0 4 const 5 Iref durchdie Um-

formung T
T0 4 Isignal

IsignalL 0 IsignalL 0
I0
signal

4 Isignal
Iref

I0
ref

I0
signal

const
const .

Wie schonobenin Abschnitt28 überdie Weißlichterzeugungerwähnt,bedingtdie Verwen-
dungeinesgechirptenAbtastlichtimpulsesin Verbindungmit derdispersivenDetektionnicht-
resonanteMeßartefakteum den Zeitnullpunkt40, welcheauchin reinemLösungsmittelzu
beobachtensind. Durch SubtraktiondesLösungsmittelsignales∆Asolv von den Meßkurven
∆Asamp, diemit denzuuntersuchendenProbengewonnenwurden,versuchtmaneinmöglichst
reinesSignalderProbezuerhalten(vgl. [KOVALENKO etal.,1998]). Daesnichtimmermög-
lich ist, ohnekleine KorrekturendieseSubtraktionvorzunehmen41, mußteeineMöglichkeit
geschaffenwerden,dieseKorrekturgetrenntfür jedeeinzelneWellenlängevorzunehmen.Die
korrigierteAbsorptionsänderung∆A ergibt sichalsowie folgt:

∆A A λprobeB tD C�4 C 5ON ∆Asamp A λprobeB tD 6 t0 A λprobeCPC 6Q1$1$1
∆Asolv A λprobeB tD 6 t0 A λprobeCSR tkorr A λprobeC�C 5 c A λprobeC T

Die globaleNormierungskonstanteC kannzur SkalierungderMeßdatenverwendetwerden,
z.B. auf die AbsorptionderProbe.Die Wertet0 A λprobeC bezeichnendie Dispersionsverschie-
bung desNullpunktesund werdenso gewählt, daßbeim Zeitpunkt tD 4 0fs auchder tat-
sächlicheZeitnullpunktder Meßkurve liegt. DasAuffindendieserWerteist eineschwierige

40Zeitpunkt,an demder Anreglichtimpulsund die KomponentedesAbtastlichtimpulsesmit der Wellenlänge
λprobezeitgleichdieProbeerreichen.

41Esist unvermeidlich,daßz.B.die StrahllagedesLasersystemsmit derZeit leicht variiert undsomitdieexpe-
rimentellenParameterbeeinflußt.
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Aufgabe.Es gibt jedochdie Möglichkeit, sich z.B an den Lösungsmittelartefaktenzu ori-
entieren.Desweiterenkönnendie erhaltenenWertet0 A λprobeC mit einerDispersionsfunktion
angepaßtwerden,welchedie Dispersionfür gegebeneMaterialienund Materialstärkenan-
handderSellmeierkoeffizientenbestimmt.UnterderVoraussetzung,daßnicht irgendwelche
Effekteverzögertauftreten,ist davon auszugehen,daßdie Wahl derWertet0 in Ordnungist,
wennfolgendezweiBedingungenzutreffen:0

Die Wertepaare(λprobeB t0 A λprobeC ) könnendurcheineDispersionskurve angepaßtwer-
den.0
Die ausderAnpassungerhaltenenParameter(Materialstärken)stimmenmit denexpe-
rimentellenGegebenheitenüberein.

Stimmtdie Nullpunktsdispersiont0 A λprobeC derProben-Meßkurvenicht mit derdesLösungs-
mittels überein,was schondurcheinegeringeÄnderungder Anlagenparameterverursacht
seinkann,so mußmittels der Wertetkorr A λprobeC einekleine Verschiebung für jedeeinzelne
Wellenlängevorgenommenwerden.

Zusätzlichkanndas„Gewicht“ der Lösungsmittelkurve global und/oderwellenlängenspezi-
fisch durchgeeigneteWahl der Faktorenc A λprobeC verändertwerden.DerartigeKorrekturen
sind notwendig,da z.B. aufgrundder Absorptionder Probendie Signalamplitudender Lö-
sungsmittelartefaktein derProbenlösunggeringeralsim reinenLösungsmittelseinkönnen.

Weitere Auswer tungsmögli chkeiten

DasdritteProgrammpaketermöglichtdieWeiterbearbeitungvonbeliebigenkorrigiertenMeß-
daten.Sowurdenalle Messungenverglichen,die anderselbenProbe,aberanverschiedenen
Tagen,durchgeführtwurden.DadieseMessungenteilweiseunterschiedlicheSpektralbereiche
umfassen,wurdeausdieseneinneuer„kompletter“Datensatzgeneriert,mit demanschließend
weitergearbeitetwurde.

Berechnungen Da für Moleküle in der Größevon Azobenzoldie Rotationskonstantenin
Lösungim ZeitbereichvonmehrerenzehnPikosekundenliegen,erhältmanbeiparallelerund
auchsenkrechterPolarisationsgeometrieeinezusätzlicheKinetik aufgrundder Rotationsde-
polarisation[FLEMING, 1986]. Möchtemandiesenicht im Meßsignalenthaltenhaben,muß
entwederdie Messungin derGeometriedes„magischenWinkels(54.7U )“ durchgeführtoder
dasSignal,dasderMessungunterdemmagischenWinkel entspricht,ausMessungenunter
paralleler(∆A V ) undsenkrechter(∆AW ) Geometrieberechnetwerden[FLEMING et al.,1976],
[LESSING undVON JENA, 1979, Seite794].Die in dieserArbeit vorgestelltenErgebnissesind
nachderzweitenMethodeberechnet:

∆Amag 4 ∆A V R 2 5 ∆AW
3

(2.6)
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Nur derVollständigkeithalberseiangeführt,daßauchdasAnisotropiesignalr A λprobeB tD C für
alleProbenberechnetwurde:

r 4 ∆A V 6 ∆AW
3 5 ∆Amag

EbensowaresnotwendigMeßkurvenvonverschiedenenProbenvoneinanderzusubtrahieren.

Datenanpassung EineDatenanpassungerfordertimmerzwei Schritte:zuallererstmußein
Modell existieren,von welchemmanannimmt,daßesdie in derProbeablaufendenReaktio-
nenbeschreibt.AnschließendkonstruiertmanausdemModell eineModellfunktion,welche
dieAbsorptionseigenschaftenderProbein AbhängigkeitderVerzögerungszeittD undderAb-
tastwellenlängeλprobemit denmodellinhärentenParameternbeschreibt.

Ein einfacherAnsatzsieht mehrereZuständei 4 0 1$1$1 n mit individuellenAbsorptionswir-
kungsquerschnittenσi A λprobeC vor, welchemit zeitabhängigenBesetzungszahlenNi A t C bevöl-
kert sind.Der Zustandi 4 0 bezeichnethierbeidenGrundzustand.Danngilt für die Absorp-
tionsänderung:

∆A A λprobeB tD C�4 n

∑
i D 1

E σi A λprobeC 6 σ0 A λprobeC F 5 Ni A tD C (2.7)

Zur allgemeingültigenBeschreibung der BesetzungsdichtenNi mußmandenDichtematrix-
FormalismuszurBerechnungeinsetzen.Kannmanjedochdavon ausgehen,daßin einemZu-
standdie übergangsrelevantenModenthermischrelaxiertsind,bevor derÜbergangin einen
weiterenerfolgt, so könnendie ÜbergängezwischendenverschiedenenZuständenmit Ra-
tenbeschriebenwerden[ZINTH undKAISER, 1992]. DasReaktionsschemawird danndurch
folgendeDif ferentialgleichungbeschrieben:

dNi A t C
dt 4 6 n

∑
j D 1

ki jNj A t C(R δi1Ipump A t C N0σpump (2.8)

ki j bezeichnetdie Reaktionsratevom Zustandj in denZustandi, Ipump A t C die Anregungsin-
tensität,σpump derGrundzustandswirkungsquerschnittbei derAnregungswellenlänge,N0 die
BesetzungsdichtedesGrundzustandessowie δi j dasKroneckersymbol.Die LösungvonGlei-
chung(2.8) ist eineSummevon Exponentialfunktionenexp A 6 tD 3 τi C , wobei die reziproken
Zeitkonstanten1 3 τi dieEigenwertederRatenmatrixki j sind,welchemittelsderPump-Probe-
Spektroskopiebestimmtwerden.Zu beachtenist,daßdieAnzahlderEigenwerte,d.h.dieZahl
derausdemExperimentermitteltenZeitkonstanten,gleichderAnzahlderZuständeist.

Unter Berücksichtigungder normiertenKreuzkorrelationsfunktionK A tD C zwischenAnreg-
und Abtastlichtimpuls kann aus den Gleichungen (2.7) und (2.8) die Beziehung

∆A A λprobeB tD CK4 ∑n
i D 1 X ∞

0 ai A λprobeB τi C 5 exp YZ6 t
τi [ 5 K A tD 6 t C dt für die Absorptionsänderung

hergeleitetwerden.FürgaußförmigeLichtimpulsemit einer(1/e)-KreuzkorrelationsbreitetCC
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vereinfachtsichdiesezu

∆A A λprobeB tD C�4 ∑
i

ai A λprobeB τi C exp \ t2
CC

4τ2
i

6 t
τi ] 1 R erf Y t

tCC
6 tCC

2τi [
2 B (2.9)

wobei erf A xC^4 2_
π X x

0 e; t2
dt die sogenannte„Fehlerfunktion“42 darstellt.Die Gewichtungs-

faktorenai A λprobeB τi C in Abhängigkeitder Abtastwellenlängenλprobe bilden dassogenannte
„Amplitudenspektrum“derZerfallszeitτi .

Für eineaussagekräftigeDatenanalyseversuchtmannun eineAnpassungaller Meßkurven
einerProbeundIsomerisierungsrichtungmittelssinnvoller WahlderAnzahlN vonZuständen
sowie geeigneterWahlderZerfallszeitenτi undAmplitudenai A λprobeB τi C .
HierzuwurdedasamLehrstuhlentwickelteProgrammURMEL43 verwendet[HARTL, 1993]
und in die IDL-Applikationen integriert. DiesesProgrammermittelt mit der Methodeder
kleinstenQuadratedenbestenSatzvor Parameternτi und ai A λprobeB τi C für einevorgegebe-
neZahlN von Zerfallszeiten.

Wie zu Beginn desAbschnittesbeschrieben,geltendie Formeln(2.8) und(2.9) zur Beschrei-
bung der transientenAbsorptionsänderungnur für den Fall von Übergängenzwischende-
finierten, thermischrelaxiertenZuständen.Wie in späterenKapiteln ausgeführt,sind diese
Annahmennicht immergerechtfertigt.So liegendie ReaktionszeitenteilweiseunterdenRe-
laxationszeiten.Ebensokann z.B. bei Kühlvorgängennicht von einemZustandmit einem
definiertenWirkungsquerschnittσ A λprobeC gesprochenwerden.Vielmehr ist dannder Wir-
kungsquerschnittzusätzlichzeitabhängig.

Deshalbist die vorgestellteArt der Datenanpassungnur als eineersteNäherungzu sehen,
welchedie Zeitbereiche,in welchenReaktionenauftreten,ermittelt und Gewichtungender
Exponentialanteileberechnet.

42Im Englischen„error function“genannt.
43„UnglaublichrasanterMarquartalgorithmusmit externemLinearfit“.
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3 Die Kontr olle der Konf ormation – Ein
Überb lic k

DiesesKapitelsoll einekurzeZusammenfassungdesThemenkomplexes„Konformationskon-
trolle“ bieten.NacheinerBesprechungder Gebiete,in welchedie Konformationskontrolle
mittlerweile Einzuggehaltenhat, folgt ein AbschnittüberverschiedeneRealisierungsmög-
lichkeitenvon Konformationskontrolle.Abschließendwird dasfür dieseArbeit verwendete
Konzeptvorgestellt.

Die Konformation1 einesProteinsist sehrengmit seinerFunktionundFunktionstüchtigkeit
verknüpft.So laufenungezähltebiochemischeVorgängenur dannab,wennauchdie Struk-
turender beteiligtenReaktandenaufeinanderabgestimmtsind. OhnedieseKonformations-
sensitivität würdenwir nicht überleben.Daherbestehtein fundamentalesInteressedaran,die
StruktureinesPeptidesoderauchProteinsvorhersagenzukönnen.Hierfür ist dasVerständnis
desProteinfaltungsprozesses,alsoder dynamischenVorgängebeim Aufbau der dreidimen-
sionalenGestalt,unabdingbar. Die aktuelleForschungzielt daraufab,ein tieferesVerständis
dieserKonformationsdynamikzu erreichenund daraufaufbauenddasWissenzur gezielten
Kontrollevon Konformationeneinzusetzen.Von Bedeutungist die gerichteteSteuerungvon
Konformationennichtnurin derBiologie.Auchin denMaterialwissenschaftenfindetsiebeim
Aufbau von makromolekularenStrukturenimmer mehr Anwendungen(vgl. Einleitung in
[CLAVIER etal., 2000] unddortgenannteReferenzen).SowerdenSensorenfür verschieden-
steAufgabenkonstruiert(z.B.Chemosensorenfür TNT [YANG undSWAGER, 1998]). Ebenso
wird anStrukturengeforscht,welcheauf die Umgebungreagieren,z.B. durcheinenPhasen-
übergang[MCM ILLAN et al.,1999]. Desweiterengibt esim gesamtenmedizinischpharma-
zeutischenBereichviele Anwendungsgebiete:z.B. ist die Leistungsfähigkeitvon Polymer-
netzwerkenstarkandiedreidimensionaleArchitekturgekoppelt,dadieStrukturdieWechsel-
wirkung zwischenPolymerundLösungsmittelbestimmtundsomitbiomedizinischwichtige
Eigenschaftenwie Lösungsmittelpermeabilitätdefiniert.EbenfallserforschtwerdenSysteme,
die Reagenzientransportierenund durchäußereEinflüsse(z.B. Lichteinwirkung)gesteuert
wieder freigebenkönnen.DerartigeKonstruktewärenz.B. für denTransportvon Medika-
mentendenkbar2 [BISBY etal.,1999].

Die ebenaufgezähltenAnwendungen,welchesichhauptsächlichauf dasDesignvon Makro-

1Man könnteauchsagen,dasdreidimensionaleErscheinungsbild.
2Stichwortein derLiteratursind„drug delivery“ und„photodynamictherapy“.
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3 Konformationskontrolle- Ein Überblick

molekülen(Polymeren)beschränken,basierenauf dembishervorhandenenWissenundsind
nochsehrdurchdasExperimentierenbestimmt.EineKonstruktionamComputermit vorher-
sagbarenEigenschaftenfür dieerzeugtenMolekülegibt esnochnicht.

Um demGeheimnisderFaltungvon Proteinenauf die Spurzu kommen,ist ein andererAn-
satznotwendig.Dazuwerdenschonseit relativ langerZeit Experimentean diversenProtei-
nendurchgeführt.SokönnenKonformationsübergängedurcheineÄnderungdespH-Wertes
ausgelöstwerden.Durch Mischenvon Reagenzienist dabeieine Zeitauflösungvon Milli-
sekundenerreichbar, unterVerwendungvon „cagedprotons“läßt sich die Dynamik bis hin
zur Nanosekundenzeitskalauntersuchen[GUTMAN undNACHLIEL, 1985]. Ebensokanndie
(Ent-)Faltungsreaktion3 gestartetwerden,indemmittels einesLasersein Temperatursprung
in einerProteinlösunginduziertwird. EineweitereAlternative ist, dieFaltungsreaktiondurch
einenElektronentransferzu starten.Sowar esmöglich,ungefaltetes,oxidiertesCytochromc
durchdenoptischinduziertenTransfereinesElektronszu reduzierenunddamit die Faltung
innerhalbwenigerNanosekundenzu initiieren [PASCHER etal., 1996]. DiesesVorgehenist
allerdingsnur bei wenigeSystemenwie z.B. Cytochromc anwendbar. Allen genanntenMe-
thodengemeinsamist,daßsiesichnurzurUntersuchungvonrelativ langsamen,großräumigen
StrukturänderungenaufZeitskalenvonNanosekundenbis Sekundeneignen.

Neuerdingsgibt es Ansätze,den Faltungsprozeß„optisch zu triggern“. Andersals bei den
vorgenanntenMethoden,welcheim ZeitbereichvonNanosekundenbisSekundendenAufbau
der sekundären(z.B. α-Helix und β-Faltblatt) und tertiärenStrukturelementenuntersuchen,
stehenbei denoptischgetriggertenExperimentendie Abläufeganzzu Beginn desFaltungs-
vorgangesim VordergrunddesInteresses.Deshalbwerdenfür dieseUntersuchungenauch
nur relativ kleine Peptideeingesetzt,derennative Strukturmankennt.Aufgrund der Über-
schaubarkeitderSystemesollteeineInterpretationderMeßergebnisse,wie siez.B.ausPump-
Probe-Experimentenzu erhaltensind,dahingehendmöglichsein,daßeineZuordnungzu den
Umordnungsvorgängenim PeptidohneSpekulationenstattfindenkann.Hatmandanndiezu-
grundeliegendenPrinzipiendieserkleinenSystemeeinmalverstanden,so kannmandaran
gehen,auchdie Faltungvon größerenProteinenundanderenMakromolekülendetailliertzu
beschreiben.

EinemöglicheStrategiezurUntersuchungkleinerModellpeptideist dasStartendesFaltungs-
prozessesmittels lichtinduziertenAufbrechenseinerBindung4. Als Beispielsei der Einbau
von Aminothiotyrosinenin eine Aminosäurekettegenannt[LU etal.,1997]. Zwischenden
Schwefelatomenvon zwei somodifiziertenAminosäurenkanneineDisulfidbrückeausgebil-
det werden,welchedasdazwischenliegendePeptidstückin einenicht-native Konformation
zwingt.Wird dieBindungmittelseinesLaserimpulsesgespalten5, sokanndasPeptidin seine
nativeFormzurückkehren,wasz.B.durchUV-Pump/IR-Probe-Spektroskopieverfolgtwerden
kann[VOLK etal.,1997].

Eine andereMöglichkeit ist dasAusnützenvon geometrischenÄnderungenvon Molekülen

3Bei Temperaturerhöhungfaltensichnurkalt denaturierendeProteine.
4In derLiteraturals„photocleavage“bezeichnet.
5DasBrechenderBindunggeschiehtinnerhalbvon200fs [VOLK etal., 1997].
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beiLichtanregung.DieseralsPhotoisomerisierungbezeichneteVorgangwird auchin derNa-
tur angewandt,um Konformationsänderungenauszulösen:Sowird derSehprozeßdurcheine
IsomerisierungdesFarbstoffs Retinal (11-cis J all-trans) ausgelöst,wasschließlichStruk-
turänderungenim Opsin-Proteinbewirkt undletztendlichdie FreisetzungdesChromophores
bewirkt [KOCHENDOERFER undMATHIES, 1995]. In ähnlicherWeisewird dietransmembra-
neIonenpumpeBakteriorhodopsindurchdie Photoisomerisierungdesall-transRetinalszum
13-cis-Isomerangetrieben[LANYI, 1999].

Zur Untersuchungvon schnellenFaltungsvorgängenkönnenphotoschaltbareMoleküle fol-
gendermaßeneingesetztwerden:BesitztmaneinMolekül,welchesreversibelundsehrschnell
photoisomerisiertund dabeiseineGeometrieändert,so kann mandiesesdazuverwenden,
Peptidstückein native odernicht-native Konformationenzu zwingen.Sokannmanz.B. mit
einemderartigenChromophorzwei Cysteinein einerAminosäuresequenzmiteinanderver-
bindenunddurchdie Hin- undRückisomerisierungzwei Abstandsbereichefür diesebeiden
Aminosäurenvorgeben.In Folgebildetsichin dereinenKonformationeineα-Helix aus,wäh-
renddiesesStrukturelementnachderIsomerisierungverschwindet[KUMITA etal.,2000]. Al-
ternativ kannein solcherPhotoschalterauch,als Aminosäuregetarnt,in dasRückgrateines
Peptidseingebautwerden.HatdasPeptidstückeinegeeigneteLängeundwird zyklisiert,also
zueinemRinggeschlossen,sokanndurchdieLängenänderungdesSchalterseineKonforma-
tionsänderungim Peptidinduziertwerden[RENNER etal.,2000a] (vgl. Abb. 3.1).

`ba
Abbildung 3.1: Prinzip der photoinduziertenKonformationsänderung.Ein photoschaltbarerBaustein
ist in eineAminosäuresequenzeingebettet.DasPeptidist zu einemRing geschlossen,wobeidasPep-
tidrückgratschematischalsschwarzeLinie dargestelltist . In einemZustanddesSchaltershatdasPep-
tid keinengroßenKonformationsraumzur Verfügung– esist nahezugestreckt(links). Verringertder
PhotoschalterdurchIsomerisierungseineLänge,sokanndasPeptidseinebevorzugtenative Struktur
einnehmen(rechts,vgl. auchAbb. 4.4).

Diese zuletzt beschriebeneArt der photoinduziertenKonformationsänderungist auch die
Grundlageder in dieserArbeit untersuchtenProben.Der RestdiesesKapitelswidmet sich
nunderBeschreibungdesPeptidstückes,welchesfür dieKonstruktiondesZyklopeptidesver-
wendetwurde.DerPhotoschalter, in diesemFall dasAzobenzol,wird in Kapitel5 ausführlich
vorgestellt.

Als HauptbestandteildesModellpeptidswurdedaskatalytischaktive Zentrum-Cys-Ala-Thr-
Cys- der ThioredoxinReduktase6 ausEscheridiacoli (E.coli) gewählt. Die Aufgabedieses
Proteinsist es,ThioredoxinzureduzierenundsomiteinenreversiblenOxidations-Reduktions-

6Die E.coli ThioredoxinReduktaseist ein globuläresProteinaus321Aminosäuren.In Säugetierenhingegen
kommteineetwasandereFormderThioredoxinReduktasevor.
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3 Konformationskontrolle- Ein Überblick

Zyklus desThioredoxinszu ermöglichen.Das Thioredoxinwird durch Abgabevon Elek-
tronenu.a. an Enzymewie die RibonukleotidReduktaseund ThioredoxinPeroxidaseox-
diert undführt u.a.zuZellwachstumundinhibiertApoptose[MUSTACICH undPOWIS, 2000,
BEHRENDT, 2000].

Abbildung 3.2: Röntgenstrukturder ThioredoxinReduktaseausE.coli . In violett sindBereichemit
α-helikaler, in türkis mit 310-helikaler Konformationeingezeichnet.In grün sind Regionen mit β-
Faltblattstrukturgekennzeichnet.Die Farbegraustehtfür γ-turn,ockerfür coil-Bereiche.Der bioche-
mischaktiveundfür dieExperimenteverwendeteTeil desProteinsist in dunkel-undhellroteingefärbt.
Hierbei kennzeichnetdie dunkelroteFarbeBereichemit α-helikaler, die hellroteFärbung Abschnitte
mit 310-helikalerKonformation.Zusätzlichist gelbdieDisulfidbrückezwischendenCysteinengekenn-
zeichnet(PDB-Code:1TDE).

Abbildung 3.2 zeigt rötlich schattiertdenBereichder ThioredoxinReduktase,dessenAmi-
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nosäuresequenzim Modellpeptidverwendetwurde(Aminosäuren134-1417). DiesesSystem
wurdeausgewählt, daesdurchdie Rückgratzyklisierungviel Freiheitläßt,konformationelle
EinschränkungenoderFreiheitsgradeeinzuführen.DurchSchließenderDisulfidbrücke(vgl.
Abb. 3.2) bieteteszusätzlichdieMöglichkeit,denKonformationsraumweitereinzuschränken.

Die VerwendungdieserrückgratzyklisiertenAzo-Peptid-Verbindungvereint deshalbviele
Vorteilein sich.EinigederuntenaufgeführtenPunktewurdennochnichtdiskutiert,sindaber
derVollständigkeitderAuflistungwegenschonhierangeführt:c DasAzobenzolalsTrigger isomerisiertsehrschnellundliefert somiteinendefinierten

StartpunktderKonformationsänderung.c Die Photoreaktionist reversibel.c DasSystemist langzeitstabil.c DasSystemist klein genug,um erhalteneMeßsignaleinterpretierenzu können,aber
dennochgroßgenug,umStrukturelementeauszubilden.c Esist für spektroskopischeMethodenwie FemtosekundenPump-Probe-Spektroskopie
zugänglich.c Die PeptidkonformationkannzusätzlichdurchSchließeneinerDisulfidbrückezwischen
denCysteinenexternbeeinflußtwerden.c Die Cysteinebietendie Möglichkeit, externeFarbstoffe als Sondenzur Untersuchung
andasPeptidrückgratzukoppeln.

7entspricht:Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe
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4 Azobenzol und Azo-Peptide: vom
Photosc halter zur
Konf ormationsd ynamik

In diesemKapitel werdendie grundlegendenEigenschaftenvon Azobenzolund dendavon
abgeleitetenAzopeptidenvorgestellt.Anschließendfolgenin Bezugauf die Femtosekunden-
messungenwichtigeÜberlegungenzur Probenpräparationsowie einetabellarischeÜbersicht
überwichtigephysikalischeEigenschaftenderuntersuchtenProben.

4.1 Azobenzol

Die Azogruppe–N=N–bildetdiezentraleEinheitfür einegroßeKlassevonorganischenVer-
bindungen,denDiazenen.Siebestehtauszwei sp2-hybridisiertenStickstoffatomen,die über
eineDoppelbindungverbundensind.BeiAzobenzol1 sindzweiPhenylringeandieAzogruppe
gekoppelt(vgl Abb. 4.1).

Azobenzolwird schonseitvielenJahrzehnten2 für dieHerstellungvon FarbstoffenundPhar-
mazeutikaverwendet.Da dasMolekül auchin derWissenschaftseit langemerforschtwird,
sinddieStruktursowie die wesentlichenoptischenunddynamischenEigenschaftenbekannt.

4.1.1 Struktur und Photoreaktion

Einer der Gründe,warum geradediesesMolekül in letzterZeit immer häufigerverwendet
wird, ist seineFähigkeit,lichtinduziert seineGeometriezu verändern:es existiert in zwei
stereoisomerenFormen,demtrans- unddemcis-Azobenzol3. DurchEinstrahlungvon Licht
geeigneterWellenlängenkann ein sehrschneller, reversiblerÜbergangzwischenden bei-
denIsomerenvollzogenwerden.Die Zeitskalafür die Hin- undRückisomerisierungliegt in

1chem.Summenformel:(C6H5)2N2; in derneuenchemischenNomenklaturDiphenyldiazengenannt.
2Die erstmaligeHerstellungvonAzobenzolerfolgteim Jahre1832[FALBE undREGNITZ, 1995].
3In derchemischenLiteraturwerdendastrans- bzw. dascis-Isomerauchoft als„E“ bzw. „Z“-Form bezeichnet.
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4.1 Azobenzol

derGrößenordnungvon wenigenhundertFemtosekunden(vgl. auchKapitel 5ff). Dastrans-
Isomer(Abb. 4.1, rechts)ist energetischstabiler. Die cis-FormisomerisiertbeiRaumtempera-
tur thermischaktiviert in dietrans-Konformationmit einerZeitkonstantenvonvielenStunden.
Die Potentialbarrierebeträgtdabeietwa90kJ d mol e 1 [RAU, 1973]. Die Photoisomerisierung
ist die Hauptreaktionbei Azobenzolund denmodifiziertenAzobenzolen.Nebenreaktionen
wie Photoreduktion,PhotooxidationoderPhotozyklisierungtreten,wennüberhaupt,nur mit
Quantenausbeutenunter10e 3 auf [RAU, 1990].

Esist nochnicht vollständiggeklärt,ob die geometrischeStrukturdestrans-Azobenzolspla-
nar4 oderleicht verdrillt5 ist. KristallstrukturenlegeneineplanareGeometrienahe,während
Elektronen-Streuexperimentein derGasphaseeineNichtplanaritätaufzeigen,in welchendie
Phenylringe um 30f ausderN=N–C Ebeneherausgedrehtsind [TRAETTEBERG et al.,1977].
Das Fehlenvon unpolarisiertenRamanbandenin Azobenzolund Isotopenanalogahat zu
dem Schluß geführt, daß die molekulare Symmetrie durch Ci beschriebenwird (vgl.
[BISWAS undUMAPATHY, 1997] undReferenzendarin).

Aufgrund der sterischenHinderungder beidenPhenylringe in der cis-Konfigurationmuß
diesesIsomerverdrillt sein. Röntgenstreuexperimenteergabenfür cis-Azobenzoleine Ro-
tation einesPhenylringesum 53.3f ausder N=N–C-Ebeneheraus.Auch für dieseKonfigu-
ration gibt es Angabenzur Symmetrie:in [RAU, 1973] wird die C2v-Symmetrieangege-
ben.Die StreuexperimenteundneuereRechnungensprechenfür eineeinfacheC2-Symmetrie
[BISWAS undUMAPATHY, 1997]. Abbildung4.1gibt einequalitativeVorstellungderräumli-
chenStrukturvonAzobenzol.DerAbstandderbeiden„Enden“desAzobenzolsbeträgtin der
trans-Konfiguration9.0Å, in dercis-Form5.5Å.

Abbildung 4.1: RäumlicheStrukturvontrans-(links) undcis-Azobenzol(rechts).Zwischendenbeiden
IsomerenkanndurchEinstrahlenvon Licht geeigneterWellenlängereversibelhin- undhergeschaltet
werden.HierdurchändertsichderAbstandderbeiden„Enden“ desAzobenzolesvon 9.0Å(trans)auf
5.5Å(cis)fastumeinenFaktor2.

4C2h-Symmetrie[RAU, 1973]
5Ci-Symmetrie
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4 AzobenzolundAzo-Peptide:vomPhotoschalterzurKonformationsdynamik

Der prinzipielleVorgangbei der Isomerisierungist folgender:Ein Molekül wird durchAb-
sorptioneinesPhotonsin einenelektronischangeregtenZustandversetzt,von demesnach
einergewissenZeit strahlungslosauf die Grundzustandspotentialflächezurückkehrtunddort
energetischrelaxiert.Da die Grundzustandsflächevereinfachtdargestelltzwei Minima6 auf-
weist[MONTI etal.,1982], kanndieReaktionin einemanderenZustandendenalssiebegann:
dasMolekül ist isomerisiert.DasVerhältnisvonisomerisiertenzuangeregtenMolekülenwird
Quantenausbeute(Ψ) genannt.

Der detaillierteIsomerisierungsmechanismusist bis heutenicht eindeutiggeklärt. Im Mo-
mentakzeptiertist, daßnacheinerAnregungvon Azobenzolin derhöherenergetischenππ g -
Bande(sieheAbb. 4.2) die Isomerisierungdurcheine RotationeinesPhenylringesum die
N–N Bindungsachseerfolgt. Dies bedeuteteinegroßeBewegungdesPhenylrings durchdas
Lösungsmittel.Hingegen isomerisiertAzobenzolbei Anregung in der niederenergetischen
nπ g -Bandemittels einer Inversionsbewegung[MONTI etal., 1982, RAU, 1984, RAU, 1990].
SemiempirischeBerechnungenderPotentialhyperflächenvon Grundzustandund ersteman-
geregten Zustandin Abhängigkeitvon zwei Reaktionskoordinaten(Rotation und Inversi-
on) zeigenjedoch,daßdie Isomerisierungnicht ausschließlichüber eine Inversionabläuft
[WACHTVEITL etal.,1998, MÜLLER etal., 1998]. Daherwird nochein andererReaktions-
pfaddiskutiert:dersogenannte„hula twist“-Mechanismus.NachderAnregungvon Azoben-
zol in der nπ g -Bandebewegt sich jenesStickstoffatom der Azogruppe,bei dem einesder
nichtbindendenElektronenangeregt wurde,ausder molekularenEbene,welchedurchden
direkt benachbartenPhenylring definiertist, heraus.Dadurchwird eineInversionsbewegung
diesesPhenylringesermöglicht.

4.1.2 Dauerstric hcharakterisierung

SämtlichevorgestellteDauerstrichabsorptionsmessungenwurdenmit einem2-KanalAbsorp-
tionsspektrometerLambda19 (FirmaPerkinElmer)bei etwa18f Raumtemperaturdurchge-
führt.NacheinerNullinien-Eichungmit einerlösungsmittelgefülltenKüvetteim Strahlengang
wurdendieAbsorptionsspektrenfür dasreinetrans-Isomer7 aufgenommen.Anschließender-
folgte eineBelichtungderProbe(vgl. Abschnitt2.1.4) undsomit die teilweisePhotoisome-
risierungin die cis-Konformation.In denfolgendenAbbildungensind die gemessenenAb-
sorptionsspektrendesphotostationärencis-trans-Isomerengemischesgezeigt.Diesesind mit
„cis“ bezeichnet,worunter„hauptsächlichcis“ zu verstehenist. Zur Minimierungvon syste-
matischenMeßfehlernwurdebei derAufnahmederAbsorptionsspektrengroßerWert darauf
gelegt, daßfür die BelichtungderjeweiligenProbederMeßaufbaunicht verändert,d.h.auch
dieKüvettenichtausdemSpektrometerentnommenwurde.Für Kontrollmessungenwährend
denFemtosekundenmessungenwurdejeweils etwasProbeausdemProbenkreislaufentnom-
menund sofort im Spektrometergemessen.Die KüvettenbestandenausQuarzglas(Firma
Hellma)undbesaßeneineSchichtdickevon 100µm. Dasfür eineDauerstrichmessungbenö-
tigteProbenvolumenbetrugdaheretwa20µl.

6Diesekönnendemtrans- unddemcis-Zustandzugeordnetwerden.
7Die PräparationeinerLösung,in dernurdastrans-Isomervorliegt, ist in Abschnitt4.6beschrieben.
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4.1 Azobenzol

Azobenzol zeigt nur eine sehr schwacheFluoreszenzund keinerlei Phosphoreszenz
[RAU, 1990]. Hier am LehrstuhldurchgeführteMessungenergabenfür Azobenzolbei An-
regungmit 488nm eineFluoreszenzim Bereichvon 550nm bis 700nm mit einembreiten
Maximumum580nm.

Absorptionseig enschaften

Die beidenIsomeredesAzobenzolszeigenim sichtbarenSpektralbereichbei Wellenlängen
kleinerals500nm ein deutlichunterschiedlichesAbsorptionsverhalten(sieheAbb. 4.2). Das
trans-Isomerist durcheinesehrschwache,langwelligenπ g -Bande8 um 445nm undeinein-
tensive ππ g -Bande9 bei 322nm charakterisiert10. Bei cis-Azobenzolliegt dasMaximumder
nπ g -Bandebei 432nm, dasderππ g -Bandebei ca.288nm. Die exakteLagederMaximader
ππ g -Bandevon trans- undcis-Azobenzolist vonderPolaritätdesLösungsmittelsabhängig.

Abbildung 4.2: links: Dauerstrichspektrenvon trans-Azobenzol(durchgezogeneLinie) und cis-
Azobenzol(gestrichelt,vgl. Text) gelöstin DMSO. DasMaximumderAbsorptionin der ππ h -Bande
vontrans-Azobenzolwurdeauf1.0normiert.In türkis ist dasSpektrumdesAnregimpulsesderFemto-
sekundenmessungeneingezeichnet.
rechts:Dif ferenzspektrumvon Azobenzol.Dargestelltist die Dif ferenzderAbsorptionvon trans-und
cis-Azobenzol.DasSpektrumwurdeauf1.0normiert.

Bei beiden Isomerenist die langwellige Bande vollkommen unstrukturiert,ebensodie
ππ g -Bandevon cis-Azobenzol.Die kurzwellige Bandevon trans-Azobenzolzeigt, abhän-
gig vom Lösungsmittel,AndeutungeneinerSchwingungssubstruktur(220cme 1 und1300 i

8 Bei diesemenergetischtiefliegendenÜbergangwird einesdernichtbindendenElektronenderStickstoffatome
in einantibindendesMolekülorbitalπ j angeregt.

9 Die kurzwelligenBandengehörenzum energetischhöherliegendenππ j -Übergang,bei dem ein Elektron
desdelokalisiertenπ-Elektronensystems(dassichüberbeidePhenylringe einschließlichderAzogruppeer-
streckt)in ein antibindendesπ j -Molekülorbitalangeregt wird.

10DieseWertegeltenfür eineLösungvonAzobenzolin DMSO.

43



4 AzobenzolundAzo-Peptide:vomPhotoschalterzurKonformationsdynamik

1400cme 1), welchedeutlicherbei tiefen Temperaturenzum Vorscheintritt, aberstetsviel
wenigerausgeprägtist wie im isosterischenStilben[RAU undKORTÜM, 1967]. Zu beachten
ist, daßderniederenergetischetrans-nπ g -Übergangim planarenMolekül symmetrieverboten
ist. Damit die beobachteteOszillatorenstärkeerreichtwird, mußzusätzlichzu einerleichten
Verdrillung destrans-Azobenzolseine relativ starkeKopplungzum ππ g -Übergangvorhan-
densein11. EbendieseKopplungkönnteein Grundfür die StrukturlosigkeitderBandensein
[RAU undKORTÜM, 1967].

BerechnetmandieDif ferenzdergemessenentrans- undcis-Absorptionundnormiertdiesein
der kurzwelligenBandeauf 1, soerhältmandasin Abb. 4.2 rechtsgezeigteDif ferenzspek-
trum,welchesein Maximumbei324nmundeinMinimum bei428nmaufweist.

AufgrundderunterschiedlichenAbsorptionderbeidenIsomereist Azobenzolauchfür Fem-
tosekundenuntersuchungengut geeignet.In Verbindungmit der großenGeometrieänderung
bei derIsomerisierungstellteseinenhervorragendenoptischenTriggerdar.

Bestimm ung der maximal erreichten cis-Isomerenk onzentr ation

Wie ausdemDif ferenzspektrumin Abb. 4.2rechtsersichtlichist, liegt die idealeBelichtungs-
wellenlängefür die transa cis-PhotoisomerisierungvonAzobenzolin DMSObei324nm. Da
sichdieππ g -Bandenvontrans- undcis-Azobenzolteilweiseüberlappen,stelltsichbeiBelich-
tung in der trans-ππ g -Bandeein photostationäresKonzentrationsgleichgewicht ein, welches
von denExtinktionskoeffizientenderIsomereunddenQuantenausbeutenderReaktionenab-
hängt.Es ist somit nicht möglich, reinescis-Azobenzolin LösungeinfachdurchBelichten
zu präparieren.Da auchbeidenUltrakurzzeitmessungenimmerein gewisserBruchteiltrans-
Isomerevorhandenistundsomitauchangeregt wird, ist esvonBedeutung,dengenauenAnteil
von trans-Azobenzolim Gemischzu ermitteln.Da die Extinktionskoeffizientenvon Azoben-
zol in DMSOnichtverfügbarsind,mußmansichmit einerAbschätzungderoberenSchranke
für dentrans-Anteil begnügen.Dieseläßt sich ermitteln, indemmanvom gemessenencis-
Absorptionsspektrumsoviel trans-Spektrumsubtrahiert,bis dasresultierendeSpektrumein-
deutigunphysikalischwird12. Im vorliegendenFall vonAzobenzolin DMSO ergibt sicheine
Obergrenzedertrans-Konzentrationvon10%.

Die zurErzeugungdescis-IsomeresverwendeteBelichtungswellenlängevon365nmausdem
UV-Belichtungsmodul(sieheSeite23) ist für reinesAzobenzolnichtoptimal.BeiderVerwen-
dungder, für Azobenzolgünstigeren,313nm-Linie würdendiemodifiziertenAzobenzole,de-
renππ g -Bandenzu längerenWellenlängenverschobensind(sieheunten),in einemSpektral-
bereichbelichtet,in demdastrans-Isomeretwagleichstarkabsorbiertwie dascis-Isomer. Dies
verschiebt,unterBerücksichtigungderQuantenausbeuten,dasIsomerenverhältniszu Ungun-
stendescis-Isomers.Somitist die Wahl der365nm-Hg(Xe)-Linieein guterKompromiß,um
einemöglichsthoheKonzentrationvon cis-Azobenzolbzw. cis-Isomerender verschiedenen
Azopeptidezuerhalten.

11 Man könnteauchsagen,die trans-nπ j -Bande„borgt“ sichOszillatorstärkevom ππ j -Übergang.
12Ein BeispielwäredasAuftretenvonnegativer Absorption.
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4.1 Azobenzol

Quantenausbeuten

Die QuantenausbeuteΨ, d.h. die Wahrscheinlichkeitfür eine Isomerisierungsreaktionnach
Anregungmit Licht, ist vomAusgangsisomer, vomangeregtenelektronischenZustandebenso
wie vomLösungsmittelabhängig.Tabelle4.1gibt eineAuswahlderveröffentlichtenQuanten-
ausbeutenbei Raumtemperaturwieder. Allerdingssindfür Azobenzolin DMSO keineWerte
verfügbar. Die starkeStreuungder angegebenenQuantenausbeutenist unteranderemdurch
die Unsicherheitenbei derBestimmungderAbsorptionskoeffizientenbedingt.Die Quanten-
ausbeutensind bei Anregungin der nπ g -Bandeimmer höherals bei einerAnregungin der
ππ g -Bande.Diesist einBeispielfür dieVerletzungderRegelnvonKasha,daßhöherangereg-
te Zuständeimmererstin denniedrigstenangeregtenZustandübergehen,umvon dort in den
Grundzustandzuwechseln(strahlendodernichtstrahlend).WäredieshierauchderFall, dürf-
tendie Quantenausbeutennicht unterschiedlichsein.JedochdurchläuftdasMolekül je nach
AnregungswellenlängeunterschiedlicheReaktionspfade,wie obenschonbeschrieben.Diese
TatsachekanndieVerletzungderKasharegelnerklären.Die hohenQuantenausbeutensindein
weitererguterGrunddafür, AzobenzolalsoptischenTriggereinzusetzen.

Lösungs- ππ g nπ g Zitate

mittel t a c ca t t a c c a t

n-Hexan 0.11 0.27 0.25 0.56 [BORTOLUS undMONTI, 1979]

n-Hexan 0.44 0.55 [SIAMPIRINGUE etal., 1987]

n-Hexan 0.10 0.44 0.2 0.68 [STEGEMEYER, 1962]

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: QuantenausbeutenΨ für die Photoisomerisierungvon Azobenzolin verschiedenenLö-
sungsmittelnbeiRaumtemperatur[RAU, 1990]

4.1.3 Weitere Anwendung en von Azobenzol

Nebender in dieserArbeit dargestelltenVerwendungvon Azobenzolals photoinduzier-
ter Trigger für Konformationsänderungen,wird diesesMolekül aufgrund seiner Fähig-
keit zu isomerisierenauch in diversenanderenAnwendungeneingesetzt.So wird Azo-
benzol z.B. an Polystyrol als Sondezur Untersuchungder direkten Umgebung verwen-
det[K IM undPAIK SUNG, 1996]. Deweiterenfungiertesin PolymerenundFlüssigkristallen
als Grundlagefür optischeSpeichermedien[IKEDA undTSUTSUMI, 1995, HO etal., 1996,
KAWATA undKAWATA, 2000]. Auch kannmit Azobenzoldie Ausrichtungvon Polymerenin
Filmen und Polymerflüssigkristallenbeeinflußtwerden[WU etal.,1999]. Ein weiteresFor-
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4 AzobenzolundAzo-Peptide:vomPhotoschalterzurKonformationsdynamik

schungsgebietsinddie extremverzweigtenDendrimere,derenStrukturunddamitphysikali-
scheEigenschaftendurchdie Isomerisierungvon gezielteingebautenAzobenzolenreversibel
geändertwerdenkönnen[JUNGE undMCGRATH, 1999]. Ebenfallsmit Dendrimerenwurde
gezeigt,daßaucheineinfrarotinduzierteIsomerisierungvon AzobenzoldurchVielphotonen-
anregungmöglich ist [JIANG undA IDA, 1997]. WeitereAnwendungensind in derLiteratur
beschrieben,z.B. in [JUNGE undMCGRATH, 1999] und[CLAVIER etal., 2000].

4.2 Untersuc hte Proben im Überb lic k

Der folgendeAbschnittgibt einenÜberblicküberdie Proben,die im RahmendieserArbeit
untersuchtwurden.Hierzu sind in Tabelle4.2 die Probenbezeichnungin ausführlicherund
abgekürzterForm angegeben.Im weiterenText werdenmeistdie Abkürzungenverwendet.
Die andasAzobenzolgebundenePeptidketteist in allenFällendieselbe:siebestehtausden
achtAminosäuren,diein derThioredoxinReduktasedaskatalytischaktiveZentrumdarstellen
(vgl. Kap.53, S.37).

Gruppe Abkürzung vollständigeBezeichnung cw-Mess. fs-Mess.

sieheSeite

1 Azo Azobenzol(Diphenyldiazen) 43 65

2 APB (4-Aminophenyl)azobenzoesäure 50 —

AMPB (4-Aminomethylphenyl)azobenzoesäure 50 79

3 lAPB linearePeptidkette; 54 69

Photoschalter:APB

cAPB zyklisiertePeptidkette(Monozyklus); 54 74

Photoschalter:APB

4 lAMPB linearePeptidkette; 58 83

Photoschalter:AMPB

cAMPB zyklisiertePeptidkette(Monozyklus); 58 88

Photoschalter:AMPB

bcAMPB zyklisiertePeptidkette(Bizyklus); 58 92

Photoschalter:AMPB

Tabelle 4.2: UntersuchteProbenmit vollständigerBezeichnungund im Text verwendetenAbkürzun-
gen.Rechtssinddie Seitenzahlenangegeben,abdenendie Dauerstrichmessungenbzw. die Femtose-
kundenuntersuchungenderjeweiligenProbezufindensind.
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4.2 UntersuchteProbenim Überblick

Die Probenlassensichin vier Gruppeneinteilen:

1. Der reineSchalterAzobenzol

2. Die photoisomerisierbarenPseudoaminosäurenAPB undAMPB

3. Die APB-Peptide,diedasAzobenzolderivatAPB alsPhotoschalterenthalten

4. Die AMPB-Peptide,diedasAzobenzolderivatAMPB alsPhotoschalterenthalten

DasersteElementder zweitenGruppe,dasAPB, wurde in dieserArbeit nicht untersucht,
dadessenππ g -Bandensostarkrotverschobensind,daßdiesemit dennπ g -Bandenüberlappen
undsomiteineselektiveAnregungdesnπ g -Übergangesnichtzulassen.DerSystematikwegen
ist dieserChromophorin dieTabellen4.2und4.3aufgenommen.

Um im weiterenText dieÜbersichtlichkeitzuerhöhen,werdenin Tabelle4.3Symboleeinge-
führt,welcheamRandabgebildetwerdenundandeutensollen,daßdernunfolgendeAbschnitt
sichmit dieserProbebeschäftigt.

Dazuwurdeversucht,in dieseSymboledie wesentlichenStrukturinformationenzu integrie-
ren:die zwei schraffiertenBlöckecharakterisierendenSchalterAzobenzol.Direkt daranan-
geschlossenfolgendie alsgrauerKastengezeichneteCarboxyl-bzw. Aminogruppe,die den
Chromophorals Aminosäuremaskieren(vgl. Abschnitt4.3). An diesePseudeaminosäuren
(APB und AMPB) ist danndie Peptidketteangehängt,wobei die Anzahl der Aminosäuren
an jedemEndedesChromophoresdurchdie LängederKetteangedeutetwird. Im Falle der
viertenProbengruppeist zwischendemPhenylring undderAminogruppenochder, alsKreis
gezeichnete,flexible „Methylen-Spacer“angedeutet.Die BedeutungdesSpacerswird in Ab-
schnitt4.5nähererläutert.

Ebenfallsin derTabelleabgebildetsinddiechemischenStrukturformeln.FürdenChromophor
AMPB und daslinearePeptid lAMPB ist der Methylen-Spacergrau hinterlegt, damit der
UnterschiedzurdenProbenausderdrittenGruppedeutlichwird.

Die nunfolgendenAbschnitteorientierensichanderStrukturderTabelle4.2. NachderVor-
stellungder PseudoaminosäurenAPB und AMPB werdenzuerstdie APB-Peptideund an-
schließenddieAMPB-Peptidecharakterisiert.
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Abkürzung Strukturformel verwendetesSymbol

Azo klk
APB m$n%oplpqqr

lAPB s#s sutvw$x yGz { |�}�~���� �$� ����� ����� ��� �P������� �*������� ���  �¡£¢ ¤O¥¦�§ ¨%© ¦%§ ¨%©
¢£ª¬«®­�¯�°£±

cAPB ²l² ²$³´µu¶ ·G¸ ¹ ºP»�¼�½�¾ ¿uÀ ÁÃÂ�Ä Å�Æ�Ç È�É ÊPË�Ì�Í�Î Ï�Ð®Ñ�Ò�Ó Ô�Õ Ö�×ÙØ£Ú�Û�Ü�ÝÞ�ß à%á Þ�ß à%á

AMPB â#â ãääå â å%æçç
lAMPB

èêé ë¬ì íÙî*ï®ð�ñ�ò óêô õ÷ö�ø ùPúÃû üþý ÿ�������� �
	�����
 ��� ������������ ��� � � �!�

"
�# ��"$"� ��% &('*)�+�,

cAMPB

-/. 021�3 465�798�: ;=< >�?�@ A B�C DFE G�H�I�J�K L6M(N�O�P�Q�R S*T�U�V W(X*YZ [ \�] Z [ \!]

^
_` __^$^a

bcAMPB

b/c d2e f�g!h�i�j�k l
m npo�q r s�t uFv w�xzy�{�| }6~��z������� ������� ���*�
�6�� ������

Tabelle 4.3: Übersichtüberdie untersuchtenProben.In dermittlerenSpaltesinddie Strukturformeln
dereinzelnenProbenangegeben,wobeidie AminosäurenderPeptidkettenur durchihrenNamendar-
gestelltsind.Die gestrichelteLinie beibcAMPBvonCys2 nachCys5 veranschaulichtdiegeschlossene
DisulfidbrückezwischendenCysteinen.RechtssinddiezugehörigenSymbolegezeigt.
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4.3 ChromophoreAPB undAMPB

4.3 Die Chromophore APB und AMPB
und

4.3.1 Allg emeines

Kleine zyklischePeptidebesitzenvergleichsweisestarreStrukturen.Da die lichtinduzierte
transa cis-IsomerisierungdesAzobenzolsmit großengeometrischenÄnderungenverbunden
ist (sieheoben),solltedessenEinbauin dasPeptidrückgradniedermolekularerzyklischerPep-
tide ein idealesSystemergeben,lichtinduzierteKonformationsübergängeanModellpeptiden
zuuntersuchen.Die beidenPhotoschalterAPB undAMPB wurdengewählt,dadiesealspho-
toschaltbareEinheitdirektin dasPeptidrückgrateingebautwerdenkönnen.Hergestelltwerden
diesedurchAddition einerAmino- bzw. Aminomethylengruppeund einerCarboxylgruppe
jeweils andenp-PositionenderbeidenPhenylringe. DasAzobenzolso wird als Pseudoami-
nosäure„getarnt“. In [BEHRENDT, 2000] und [BEHRENDT etal.,1999] sinddie Detailsder
Synthesebeschrieben.

APB bildet dasstarrstederartigeAzobenzolderivatundsolltedaherdie neuengeometrischen
ZwangsbedingungenaufgrundeinerIsomerisierungbestmöglichauf zyklischePeptideüber-
tragenkönnen.

Der zweiteAzobenzol-Photoschalter(AMPB) enthältzusätzlicheineMethylengruppezwi-
schender Aminofunktion und dem Phenylring. Diese unterbrichtdie Konjugationdes π-
Elektronensystemsunddientalskleinerflexibler Spacer.

4.3.2 Dauerstric hcharakterisierung

DurchdasAnbringeneinerAminogruppeaneinenPhenylring desAzobenzolserwartetman
hauptsächlicheine Beeinflussungdesπ-Elektronensystems,wie es schonfür andereAmi-
noazobenzolebeobachtetwurde[RAU, 1990]. DasAPB besitztein vollständigkonjugiertes
π-Elektronensystem,in demdasfreie Elektronenpaarder Aminogruppeim Zusammenwir-
ken mit der Carboxylgruppean einem„push-pull“-Effekt beteiligt ist. Die Derivatisierung
bewirkt einesostarkebathochromeVerschiebung derππ g -Bandenvon APB relativ zu Azo-
benzol,daßdieππ g - mit dennπ g -Banden,die ihreLagennurunbedeutendändern,überlappen
[WACHTVEITL etal., 1997].

Obwohlnachgewiesenwurde,daßauchdiesesmodifizierteAzobenzolisomerisiert13, wurde
esin dieserArbeit nicht weiteruntersucht,daeineVergleichbarkeitderMeßdatenaufgrund
desBandenüberlappesunddendarausresultierendenunterschiedlichenAnregungsverhältnis-
senrelativ zudenanderenProbennicht gegebenist.

Aufgrund der Unterbrechungdesdelokalisiertenπ-Elektronensystemsdurchdie Methylen-
gruppeerwartetmanfür AMPB eineReduktionderVerschiebung der ππ g -Banden.Wie die

13Die thermischeRückreaktionist im Vergleichzu Azobenzolerheblichbeschleunigt.Sokehrtcis-APB inner-
halbwenigerMinutenwiederin dertrans-Zustandzurück[WACHTVEITL etal., 1997].
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4 AzobenzolundAzo-Peptide:vomPhotoschalterzurKonformationsdynamik

Absorptionsspektrenin Abb. 4.3zeigen,ist diestatsächlichderFall, sodaßdieserChromophor
in dieReihederzuuntersuchendenProbenaufgenommenwerdenkonnte.

Absorption seig enschaften

Abbildung 4.3: DauerstrichspektrenderAzobenzolderivateAPB undAMPB gelöstin DMSO:
links: In rotbraunist dasAbsorptionsspektrum von APB, in blaudasvon AMPB gezeigt.Als durch-
gezogeneLinie ist jeweilsdieAbsorptiondestrans-Isomers,gestricheltdiedescis-Isomers(vgl. Text)
dargestellt.DasMaximumderAbsorptionin derππ h -Bandevontrans-A(M)PBwurdeauf1.0normiert.
In türkis ist dasSpektrumdesAnregimpulsesderFemtosekundenmessungeneingezeichnet.ZumVer-
gleich ist die normierteAbsorptionvon trans-Azobenzol(gestrichpunkteteLinie, vgl. auchAbb. 4.2)
angegeben.
rechts:Dif ferenzspektrumvon APB undAMPB. Dargestelltist die jeweils Absorptionsdifferenzzwi-
schentrans-undcis-Isomer. Die Spektrenwurdenauf 1.0normiert.

Ebensowie Azobenzolzeigenauchdie beidenIsomeredesAMPB im sichtbarenSpektral-
bereichein deutlichunterschiedlichesAbsorptionsverhalten(sieheAbb. 4.3). Die ππ g -Bande
von trans-APB hat ihr Maximumbei 420nm. Dastrans-Isomervon AMPB hingegenbesitzt
eine, relativ zu Azobenzolum etwa5nm rotverschobene,schwachenπ g -Bandebei 450nm
und eineintensive ππ g -Bandebei 343nm. Der EinbaudesMethylenspacersreduziertsomit
die Rotverschiebungderππ g -Bandeum 77nm. DasMaximumdernπ g -Bandedescis-AMPB
(437nm) ist ebenfallsum5nmrotverschoben.Die ππ g -BandezeigteinMaximumbei257nm
mit einerausgeprägtenSchulterbei300nm. DasDif ferenzspektrumweistExtremabei346nm
und434nmauf.

In der Literatur sind für die Lage der AbsorptionsmaximasehrähnlicheWerteangegeben
[RENNER et al.,2000b]. LeichteDiskrepanzensindauf die Art derPräparationzurückzufüh-
ren(vgl. Abschnitt4.6)

EntsprechenddemVorgehenbei Azobenzolwurdebei AMPB nachBelichtungin der ππ g -
Bandeeinemaximalverbliebenetrans-Isomerenkonzentrationvon

�
20%erhalten.

Die Quantenausbeutensindbis jetztnichtverläßlichbestimmtworden.JedochlegendieDau-
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4.4 APB-Peptide

erstrichspektrenin Verbindungmit denverfügbarenExtinktionskoeffizientenundderZeit, die
zurErreichungdesphotostationärenGleichgewichtesbeidefinierterBelichtungbenötigtwird,
nahe,daßdieQuantenausbeutensichnichtstarkvon jenenfür Azobenzolunterscheiden.

4.4 APB-Peptide

und4.4.1 Allg emeines

Zur UntersuchungvonKonformationsdynamikbenötigtmannebendenalsAminosäuremas-
kiertenChromophorennochein in derLängepassendesPeptid.Wie in Kapitel 53 schoner-
läutert,wurdeals Modellpeptiddasaktive Zentrumder ThioredoxinReduktaseverwendet.
Dies bestehtausder AminosäuresequenzAla-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe.Die Cysteine
bietendesweiterendie Möglichkeit,durchdie Bildung einerDisulfidbrücke14 die Geometrie
zuverändernunddabeidenzugänglichenKonformationsraumeinzuschränken.Soll keineDi-
sulfidbrückegebildetwerden,somüssendieCysteinemit Schutzgruppen15 versehenwerden,
umunerwünschteNebenreaktionenzuverhindern.

Der Chromophorstellt als „neunteAminosäure“die VerbindungzwischendemAlanin und
demPhenylalaninher.

Um Unterschiedein derAntwortdesPeptidrückgratesaufdiePhotoisomerisierungbesserher-
ausarbeitenzukönnen,wurdesowohl daslineare(lAPB), d.h.nichtzyklisiertePeptid,alsauch
diezyklisierte(cAPB)Varianteuntersucht.Die lineareFormhatdabeidieSequenzPhe-APB-
Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly, d.h. an demC-terminalenEndedesChromophoresbefindet
sich einesiebenAminosäurenlangeKette,am N-terminalenEndehingegennur eineAmi-
nosäure.Da die beidenPeptidelAPB und cAPB nahezudieselbeMolmasseund dieselben
spektroskopischenEigenschaftenbesitzen(sieheunten),solltenUnterschiedein derDynamik
allein durchdie ZyklisierungundderdamiteinhergehendenKonformationsdynamikhervor-
gerufensein.

Vorstufenzu diesemlinearenOktapeptidwurdenebenfallskurz untersucht.Jedochsind so-
wohldieDauerstrichspektrenalsauchdieFemtosekundenmessungenandemPeptidstückPhe-
APB-Ala nahezuidentischzudemkomplettenlinearenAPB-Peptid,sodaßaufeineBeschrei-
bungin dieserArbeit verzichtetwurde.Festzuhaltenist, daßdie LängederAminosäurekette
in denuntersuchtenFällenkeinenEinflußauf diespektralenunddynamischenEigenschaften
desChromophoreshat,solangedie Addition nuraufeinerSeiteerfolgt.

Von demzu einemRing geschlossenenPeptidgibt esdie zwei Variantenmit und ohneDi-
sulfidbrücke,dasbi- unddasmonozyklischeAPB-Peptid.Jedochhatsichin NMR-Analysen
herausgestellt,daßder Bizyklus keinendefiniertenKonformationsübergangmehrdurchfüh-
renkann,daderChromophorsehrstarrist unddie Schwefelbrückezusätzlicheinschränkend

14In derThioredoxinReduktaseist dieDisulfidbrückeebenfallsgeschlossen(vgl. Abb. 3.2).
15FürdieAPB-PeptidelAPB undcAPB wurdeStBu(S-tert-Buthylthio) alsSchutzgruppeverwendet.
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wirkt [RENNER et al.,2000a]. DiesesehrstarkeSpannungim Peptidrückgrathatsichauchin
derSynthesedurchungewollteNebenreaktionenundsehrgeringeSyntheseausbeutenbemerk-
bar gemacht[BEHRENDT, 2000]. Deshalbwurdehier auf die UntersuchungdieserVariante
verzichtet(vgl. aberAbschnitt4.5).

4.4.2 NMR-Strukturen

FürdieInterpretationderFemtosekundenmessungenist dieKenntnisdergenauenStrukturdes
zyklischenPeptidescAPB bei denbeidenSchalterstellungentransund cis von elementarer
Bedeutung.ChristianRennervom Max-Planck-Institutfür Biochemiein Martinsriedhatvon
allen in dieserArbeit untersuchtenzyklischenPeptidenNMR-Strukturbestimmungendurch-
geführt[RENNER et al.,2000a, RENNER et al.,2000b] unddie Ergebnissezur Verfügungge-
stellt.

Eine direkteTransformationder aufgenommenenNMR-Spektrenin eineeindeutigeStruk-
tur ist nicht möglich.Daherwerdenverschiedene,mit denerhaltenenSpektrenkonsistente
Strukturenausgewählt und derenEnergieinhalt berechnet.Zur zusätzlichenEinschränkung
dermöglichenStrukturenwurdendazunochanderweitigverfügbare,experimentellbestimm-
te Randbedingungenin denStrukturenmitberücksichtigt.Die zehnenergieärmstenermittel-
ten Strukturenwerdendannverwendetund, nachder Ausrichtungan bestimmtenPunkten,
gemeinsamdargestellt.Ein gutesMaß dafür, wie eindeutigdie erhaltenenStrukturensind,
ist die Berechnungder mittlerenquadratischenAbweichungder AtompositionendesPepti-
drückgrates(im weiterenTextverlaufauchals„rmsd16“ abgekürzt).Ist derWertklein, streuen
die Positionenwenigunddie Strukturist klar definiert.Im entgegengesetztenFall ist entwe-
der keinedefinierteStrukturvorhandenoderesexistierenmehrereSubkonformationen,die
ihrerseitsdannbestimmteStrukturelementebesitzenkönnen.

Abbildung 4.4 zeigt eineÜberlagerungder zehnenergieärmstenStrukturendesmonozykli-
schenAPB-Peptidesfür die trans- und cis-KonformationdesChromophores.Für die trans-
Konfiguration(Abb. 4.4 oben)beträgtdie ermitteltemittlere quadratischeAbweichungder
Rückgratatompositionen0.57Å.

Im Gegensatzhierzu ergibt sich für die rmsd des APB-Peptidesin der cis-Konformation
(Abb. 4.4 unten)ein Wert von 1.26Å, welcheretwadoppeltso groß ist wie für den trans-
Zustand.AufgrundderkompakterenGeometriedescis-Azobenzols(sieheauchAbb. 4.1) ist
dieseKonformationerheblichwenigergespannt.Diesist auchin denNMR-Strukturenzu er-
kennen.Zu sehenist ebenso,daßnocheinezweitePeptidkonformationsfamiliemit geringerer
Häufigkeitauftritt. Berechnungenzeigen,daßdie sichtbareHauptkonformationdie relevante
Strukturdarstellt[RENNER etal., 2000a].

16rootmeansquaredeviation
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trans

cis

Abbildung 4.4: EnsemblederzehnenergieärmstenNMR-StrukturendesmonozyklischenAPB-Peptids
in der trans-Konfiguration(oben)und cis-Konfiguration(unten).Der Chromophorselbstsowie die
Seitenkettender Aminosäurensind als Skelettmodelldargestellt.Dabei werden,den Konventionen
entsprechend,Kohlenstoffatomegrün,Stickstoffatomeblau,Sauerstoffatomerot und Schwefelatome
gelbeingefärbt.Die Wasserstoffatomesindnichtgezeigt.DasPeptidrückgratselbstist alsblauesBand
eingezeichnet.Die Abbildungist [RENNER etal., 2000a] entnommen.

4.4.3 Dauerstric hcharakterisierung

Die in demvorliegendenModellpeptidenthaltenenAminosäurenzeigenkeinesignifikante
Absorptionin demfür Azobenzolbzw. denChromophorAPB interessierendenWellenlän-
genbereichvon 300 i 700nm. Ebensozeigt dasOktapeptiddort keineAbsorptionsbanden.
Somitbleibtdie Möglichkeiterhalten,die Isomerisierungspektroskopischüberdie Absorpti-
onsänderungendesAzobenzolchromophorszuverfolgen.

Durch den partiellen Doppelbindungscharakterder Peptidbindungzwischen dem APB-
ChromophorundderAminosäurePhenylalaninwird der„push-pull-Effekt“ desreinenAPB-
Molekülsreduziert,womit zu erwartenist, daßdieππ g -BandenderAzopeptidenichtsostark
rotverschobenwie die vonAPB sind(vgl. Abb. 4.5). Wie die Dauerstrichabsorptionsspektren
ebenfallszeigen,hat die ZyklisierungdesPeptidesnur sehrgeringeAuswirkungenauf die
Absorptionseigenschaftenim sichtbarenSpektralbereich.

Somit sind, im Gegensatzzum freienChromophorAPB, die PeptidelAPB undcAPB einer
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ultrakurzzeitspektroskopischenUntersuchungim Kontext dieserArbeit zugänglich.Die An-
regung kann wie bei Azobenzolin der langwelligenFlankeder nπ g -Bandeerfolgen,ohne
gleichzeitigbei einemTeil derMoleküleeinenÜbergangin derππ g -Bandezu induzieren.

Absorption seig enschaften

Auch bei denAzopeptidenlAPB undcAPB bleibt im sichtbarenSpektralbereichein deutlich
unterschiedlichesAbsorptionsverhaltendestrans- undcis-Isomerserhalten.Dastrans-Isomer
von lAPB (in Abb. 4.5rot gezeichnet)besitzteine,relativ zuAPB um53nmblauverschobene
ππ g -Bandebei 367nm undeinenπ g -Bandebei etwa460nm, derenPositionallerdingsnicht
gut lokalisierbarist. DasMaximumdernπ g -Bandedescis-lAPB ist im Vergleichzu Azoben-
zol etwasrotverschobenundrelativ zuAPB unverschoben.Diesmachtdeutlich,daßdurchden
EinbaudesPhotoschaltersin dieAminosäurekettenurdiedelokalisierteπ-Elektronenstruktur
beeinflußtwird, währendsichkeinEinflußauf die nπ g -Bandezeigt.Die cis-ππ g -Bandezeigt
ein Maximumbei263nmmit einersehrausgeprägtenSchulterbeietwa340nm.

Abbildung 4.5: DauerstrichspektrenderAPB-Peptidegelöstin DMSO:
links: In rot ist dasAbsorptionsspektrum deslinearenAPB-Peptids(lAPB), in gründasdesmonozy-
klischenAPB-Peptids(cAPB) gezeigt.Als durchgezogeneLinie ist jeweils die Absorptiondestrans-
Isomers,gestricheltdie desphotostationärencis-Isomerengemischesdargestellt.Das Maximum der
Absorptionin derππ h -Bandevon trans-l/cAPBwurdejeweils auf 1.0normiert.In türkis ist dasSpek-
trumdesAnregimpulsesderFemtosekundenmessungeneingezeichnet.ZumVergleichist dienormierte
Absorptionvon trans-Azobenzol(vgl. Abb. 4.2) angegeben.
rechts:Dif ferenzspektrenvon lAPB und cAPB. Dargestelltist jeweils die Absorptionsdifferenzzwi-
schentrans-undcis-Isomer. Die Spektrenwurdenauf 1.0normiert.

Wie der Abbildung 4.5 und den Tabellen4.4 und 4.5 zu entnehmenist, hat die Zyklisie-
rung auf die Elektronenstrukturund damit auf dasAbsorptionsspektrumnur einenkleinen
Einfluß.Einzigdie Schulterim Bereichum 350nmist bei cis-lAPB scheinbardeutlicheraus-
geprägt.Diesekannaberauchvon einemhöherentrans-Anteil herrühren,dadaslinearePep-
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tid eineverglichenmit cAPB hohethermischeRückisomerisierungsratehat, was auchvon
[RENNER et al.,2000a] beobachtetwurde.Die normiertenDif ferenzspektrensind innerhalb
derMeßgenauigkeitidentischundweisenExtremabei451nmund368nmauf.

Die Abschätzung(vgl. Abschnitt 66) der minimal erreichtentrans-Isomerenkonzentration
nachBelichtungin der ππ g -Bandeergibt sowohl für lAPB als auchfür cAPB einenmaxi-
malenRestanteiltrans-Isomerevon

�
15%.

In den in der Literatur beschriebenenExperimentenwurde für cAPB ein Anteil von 22%
trans-Molekülenim photostationärenZustanderzielt[RENNER et al.,2000a]. DurcheineOp-
timierungder Filterkombinationenzur EinschränkungdesBelichtungsspektrumskonnteder
Anteil antrans-Isomerenfür cAPBaufunter15%gedrücktwerden.In [RENNER etal., 2000a]
wurdezurFilterungdesSpektrumsderHg(Xe)-LampenureinUG1-Filterverwendet,welcher
denSpektralbereichvon 300 i 400nm passierenläßt.Somitkönntedurchdie sehrkurzwel-
lige Belichtungmit Wellenlängenunter320nm eineAnregungin dercis-ππ g -Bandeerfolgt
sein,welchezu einerVerschlechterungdesIsomerenverhältnissesführte.EinederartigeBe-
obachtungwurde auchim Laufe dieserArbeit gemacht,als eine Belichtungauchmit der
kurzwelligstenHg-Linie (313nm) erfolgte.

EineZusammenfassungderspektroskopischenDatengebendieTabellen4.4und4.5

4.5 AMPB-Peptide

und

und

4.5.1 Allg emeines

NebendenModellpeptidenmit APB als Chromophorstandenauchnochdrei Variantendes
obenvorgestelltenOktapeptidesmit AMPB als Photoschalterzur Verfügung.Die ermittel-
tenNMR-Strukturenlegtenesnahe,daßsichnebenderUntersuchungdeslinearenPeptides
lAMPB auchdie detaillierteSpektroskopiesowohl dermono-(cAMPB) wie auchderbizy-
klischen(bcAMPB) Variantelohnensollte. Die aufgrundder zusätzlichenMethylengruppe
vorhandenegrößereFlexibilität derPseudoaminosäureAMPB sollte esermöglichen,daßin
diesemFalle auchder Bizyklus bcAMPB definierteKonformationsübergängedurchführen
kann.Obdadurchfür dasmonozyklischeSystemsoviel Freiraumvorhandenist, daßdort kei-
ne in FemtosekundenexperimentenerkennbarenStrukturänderungenmehr induziertwerden
können,warzuBeginn nichtklar. Deshalbwurdenalle dreiModellsystemeuntersucht.

Die Aminosäuresequenzist die gleichewie in den APB-Peptiden.Ebenfallsgleich ist die
AufteilungderAminosäurenim linearenPeptidlAMPB.

Die genauenDetailsderSynthesesind in [BEHRENDT etal., 1999] und [BEHRENDT, 2000]
beschrieben.Auch bei diesenPeptidenwarendie Cysteinevon lAMPB undcAMPB mit der
SchutzgruppeStBugeschützt.
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4.5.2 NMR-Strukturen

Die BerechnungderNMR-StrukturenunddieErstellungderAbbildungenerfolgtenachdem-
selbenPrinzipwie beidenAPB-Peptiden(sieheS.52).

cAMPB bcAMPB

trans

cis

Abbildung 4.6: EnsemblederzehnenergieärmstenNMR-Strukturendesmonozyklischen(links) und
bizylischen(rechts)AMPB-Peptidsin derjeweiligentrans-Konfiguration(oben)undcis-Konfiguration
(unten).Die violett undblaugezeichnetenPeptidrückgrategehörenjeweilseinerKonformationsfamilie
an.Die Abbildungensind[RENNER et al., 2000b] entnommen.

Die NMR-Spektren des monozyklischenAMPB-Peptidessind in der trans- und cis-
KonfigurationjeweilsdurchzweisounterschiedlicheResonanzsätzecharakterisiert,daßdiese
eineZuordnungzu zwei Konformationsfamilienerzwangen[RENNER et al.,2000b]. Jedoch
warenfür die wenigerstark populiertenFamilien teilweisenicht genügendInterprotonab-
ständeals Randbedingungenfür die Strukturberechnungextrahierbar. Eindeutigist, daßdie
StrukturenderrepräsentativenKonformerein dertrans-Konfigurationsignifikantstärkerkon-
vergierenals in dercis-Geometrie.Für die mittlerequadratischeAbweichungergibt sich für
die zehnenergieärmstenStrukturenfür trans-cAMPB ein Wert von 0.68Å,währendmanfür
cis-cAMPB 1.67Åerhält.Zusätzlichergibt sichfür dastrans-IsomeraucheinesehrhoheKon-
vergenzderSeitenkettenpositionen,wie in Abb. 4.6links obendeutlichzusehenist.

Wie schonbei denAPB-Peptiden,so ist auchbeim cAMPB demPeptidrückgratin der cis-
Konformationein größererKonformationsraumzugänglich,welchessich durchdasAnstei-
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gendesrmsd-Wertesbemerkbarmacht.Die am stärkstenpopultierteKonformationsfamilie
bildet eineS-förmigeStrukturdesPeptidrückgratesaus,währendeinezweite,geringerbe-
setzteGruppeeinemehrhelikaleStrukturbesitzt,welchein Abb. 4.6 links untendurchdie
violett gezeichnetenBänderdargestelltist.

Ebensowie beimcAMPBwurdeauchbeimdisulfidverbrücktenbcAMPBfür dastrans-Isomer
eine,relativ zumcis-Isomer, signifikathöhereKonvergenzdesPeptidrückgratesgefunden.Die
rmsd-Wertebetragen0.19Å für die trans- und1.54Å für die cis-Konfiguration.Dieserdeut-
lich kleinereWert für dentrans-Zustandim Vergleich zum monozyklischenPeptidist eine
natürlicheFolgederstärkerenkonformationellenEinschränkungim Bizyklus durchdie dop-
pelteRingstruktur. Die Zyklisierungunddie geschlosseneDisulfidbrückegebensehrrestrik-
tive Zwangsbedingungenfür die relativenPositionenderAminosäurenvor. In Abbildung4.6
rechtsobenist die sehrhoheKonvergenzderzehnenergieärmstenStrukturendeutlichzu se-
hen.

4.5.3 Dauerstric hcharakterisierung

AufgrundderzusätzlichenMethylengruppebeidenAMPB-Peptidenist einegeringereBeein-
flussungdesπ-Elektronensystemsdurchdie Ankopplungvon weiterenAminosäurenanden
ChromophorAMPB zu erwartenals bei denAPB-Peptiden.In der Literaturwird berichtet,
daßüberhauptkein Einflußzu erkennenwar [RENNER et al.,2000b]. Die im Rahmendieser
Arbeit durchgeführtenMessungenbelegendies.

Absorptionseig enschaften

Dastrans-Isomervon lAMPB (in Abb. 4.5 pink gezeichnet)besitzteine,relativ zu AMPB
um etwa7nm blauverschobeneππ g -Bandebei 339nm undeinenπ g -Bandebei 444nm. Das
Maximumdernπ g -Bandedescis-lAPB liegt spektralzwischendenentsprechendenAbsorp-
tionsmaximavon AzobenzolundAMPB. Die ππ g -Bandezeigtein Maximumbei 257nmmit
einersehrausgeprägtenSchulterzwischenetwa300nm und 350nm. Ein Vergleich mit den
Literaturwertenergibt eineguteÜbereinstimmungfür alleBanden.

Wie der Abbildung 4.7 sowie denTabellen4.4 und 4.5 zu entnehmenist, hat die Zyklisie-
rungdesPeptidrückgratesauf dennπ- und denniederenergetischstenππ g -Übergangnahezu
keinenEinfluß.Die BlauverschiebungdesMaximumsdernπ g -Bandebei bcAMPB um 5nm
ist nichtsignifikant,dadieExtremalwertbestimmungaufgrundderFormdesSpektrumsnicht
sehrgenauist. Insgesamtzeigt dasSpektrumdesbizyklischenPeptidsleichteAbweichun-
genzu denenvon lAMPB undcAMPB. Die normiertenDif ferenzspektrensindinnerhalbder
MeßgenauigkeitidentischundweisenExtremabei430nmund340nmauf(s.Abb. 4.7rechts).

Die Abschätzung(vgl. Abschnitt66) derminimalerreichtentrans-Isomerenkonzentrationbei
Belichtungin derππ g -Bandeergibt für lAMPB undcAMPB einenmaximalenRestanteilvon�

10%antrans-Isomerenundfür bcAMPBeineGrenzevon
�

15%.
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Die in der Literatur berichtetengrößerenWerte von 22% trans-Molekülen im photostatio-
närenZustandhabenvermutlichihre Ursacheebenfallsin derArt derBelichtung,wie in Ab-
schnitt4.4.3, Seite55, beidenAPB-Peptidenausgeführt[RENNER etal.,2000b].

Abbildung 4.7: DauerstrichspektrenderAMPB-Peptidegelöstin DMSO:
links: In pink ist dasAbsorptionsspektrumdeslinearenAMPB-Peptids(lAMPB), in dunkelgründas
des monozyklischenAMPB-Peptids(cAMPB) und in braun das des bizyklischenAMPB-Peptids
(bcAMPB) gezeigt.Als durchgezogeneLinie ist jeweils die Absorptiondestrans-Isomers,gestrichelt
diedesphotostationärencis-Isomerengemischesdargestellt.DasMaximumderAbsorptionin derππ h -
Bandevon trans-l/c/bcAMPBwurdejeweilsauf 1.0normiert.In türkis ist dasSpektrumdesAnregim-
pulsesderFemtosekundenmessungeneingezeichnet.
rechts:Dif ferenzspektrenvon lAMPB, cAMPB undbcAMPB.Dargestelltist jeweilsdieAbsorptions-
differenzzwischentrans-undcis-Isomer. Die Spektrenwurdenauf1.0normiert.Aufgrunddergroßen
Ähnlichkeit der Dif ferenzspektrensind die Einzelkurven in dieserDarstellungnicht mehr getrennt
sichtbar.

4.6 Probenpräparation und Vorüberlegung en

In diesemAbschnittsollendie wichtigstenÜberlegungenzur Vorbereitungder obenvorge-
stelltenProbenaufdie Femtosekundenmessungenvorgestelltwerden.

Einer der wichtigstenFaktorenist dasLösungsmittel.Da die ablaufendenReaktionenauch
von derWahl derLösungsmittelsabhängen,ist eswichtig, daßalle Probenin demselbenLö-
sungsmittelgelöstwerden,um eineVergleichbarkeitderMeßdatenzu gewährleisten.Für die
Untersuchungenim RahmendieserArbeit wurdeDMSO17 als Lösungsmittelgewählt. Dies
hatverschiedeneGründe:ZumeinenwurdendieNMR-Strukturenin derdeuteriertenVariante
d6-DMSO erstellt.Zum anderensindspezielldie Peptidein DMSO sehrgut löslich. Da für
dieFemtosekundenuntersuchungeneinerelativ hoheKonzentrationderProbennotwendigist,

17Dimethylsulfoxid; relativ unpolar, molare Masse78� 13 g
mol [SCHRADER, 1989], chem. Summenformel:

C2H6OS
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um ausreichendhoheSignalezu erreichen,war diesein ebenfallswichtigerPunkt.Deswei-
terenist DMSO nahezunicht flüchtig, sodaßsichdie KonzentrationderuntersuchtenProbe
währendderMessungennichtaufgrundvon VerdunstungdesLösungsmittelsveränderte.

Bedauerlicherweisehat DMSO aucheinigeunangenehmeEigenschaften.So darf, aufgrund
seinerTendenzin viele Materialienhineinzudiffundieren,der gesamteProbenkreislaufnur
ausTeflonundGlasbestehen,um störendeEffektewie dasAuswaschenvon Weichmachern
z.B.ausPlastikschläuchenzu verhindern.Dieswurdebei derKonstruktiondesMeßaufbaues
berücksichtigt(vgl. Abschnitt36). Desweiterenbeginnt DMSO abeinerWellenlängevon et-
wa270nmzu absorbieren,wodurchUntersuchungenkurzwelligvondieserAbsorptionskante
sehrerschwertbzw. unmöglichwerden.

Dasreinetrans-Azobenzol(FirmaMerck, Reinheit � 98%) wurdeso verwendet,wie eser-
worbenwurde.Alle anderenProbenwurdenin Martinsriedin derArbeitsgruppevon Prof.L.
Morodersynthetisiertund ebenfallsohneWeiterbearbeitungdirekt gelöst.Einzig der Chro-
mophorAMPB war ohneVorbehandlungnur sehrschlechtlöslich. Deshalbwurdendie 5ml
Lösungmit 140µl Natronlauge(NaOH,1 M) versetzt.Dassich bildendeSalzNa� AMPB e
löst sich in DMSO gut. Aus allen ProbenwurdenstörendeStreuteilchendurchZentrifugie-
ren18 entfernt.

Aufgrund der sehrunterschiedlichenAbsorptionseigenschaftender trans- und cis-Isomere
wurdenvon jeder Probezwei Lösungenvon je 3-4ml hergestellt.DerenKonzentrationen
wurdenso eingestellt,daßeineoptimaleAusnutzungder Dynamik der Detektorenund der
anschließendenElektronik gewährleistetwar. GenauereAngabensind in denTabellenvon
Abschnitt4.7zuentnehmen.

EineebenfallssehrwichtigeGrößeist die bei einemLaserimpulsangeregteAnzahlvon Mo-
lekülenrelativ zur Gesamtzahlder im Anregungsvolumenvorhandenen.Eine Abschätzung
liefert folgendes:Die AnregungderPhotoreaktionerfolgtemit Lichtimpulsen,die eineEner-
gie von 0 � 4µJ bei 480nm hatten.Wenigerals zwei Drittel dieserEnergie entfallenauf das
hier betrachteteVolumen19. DieseEnergie entsprichtbei derangegebenenWellenlängeeiner
Photonenzahlvon5 � 4 d 1011. DavonwerdenbeieinerAbsorptionA � 0 � 03beiderAnregungs-
wellenlänge1 i 10e A � 6 � 7% derPhotonenabsorbiert.Im angeregtenVolumenvon 100µm
Durchmesserund0 � 5mmSchichtdicke– diesentspricht3 � 9 d 10e 3mm3 – befindensichbeiei-
nerangenommenenmittlerenKonzentrationvon0 � 5 i 3mMetwa1 � 2 i 7 � 0 d 1012Farbstoffmo-
leküle.Darausfolgt, daßproLaserschußetwa0 � 5 i 3%derMoleküleim Anregungsvolumen
einPhotonabsorbieren.

UnterBerücksichtigungderQuantenausbeutenfür beideIsomerisierungsvorgängeergibt sich,
daßfür die transa cis-Richtungbei einerStundeMeßzeitund4ml Probenvolumenetwa1%
allervorhandenenMoleküleisomerisiertwurden,vorausgesetzt,daßkeineRückreaktionstatt-
findet. Viele der untersuchtenProben,insbesonderedie Peptidverbindungen,zeigtenaller-
dingseinerelativ schnellethermischeRückreaktionvon der cis- in die trans-Konformation

1810Minutenbei10000g
19Dieshängtmit derDefinitiondesBündeldurchmesserszusammen.Nimmt maneingaußförmigesStrahlprofil

an,soentfallen56%derEnergie aufdieFlächeinnerhalbdeshierbestimmtenRadius.
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[WACHTVEITL etal.,1997]. Daherist der obenabgeschätzteAnteil an Photoproduktenein
obereGrenze,die für dieseProbensicherlichnicht erreichtwurde.Die Dauerstrichspektren,
die zur KontrolledieserPhotoproduktbildungwährendderFemtosekundenmessungenaufge-
nommenwurden,zeigtenjedenfallskeinebzw. allenfallskaummeßbareVeränderungender
Absorption.

Im cisa trans-Fall erhältmanalsobereGrenzeeinePhotoproduktakkumulationvonetwa4%,
welchein denDauerstrichspektrensichtbarseinsollte.Da nochdazudie thermischeRelaxa-
tion in dentrans-Zustanddie Anhäufungvon (Photo)produktennocherhöht,wurdebei allen
MessungendieserIsomerisierungsrichtungeineBelichtungmit demUV-Belichtungsmodul
(siehe2.1.4) vorgenommen,um ein stationäresGleichgewicht aufrechtzu erhalten.Zusätz-
lich wurdenKontrollspektrenaufgenommen.

4.7 Zusammenfassung der spektr osk opisc hen
Eigensc haften

In dennachfolgendenTabellensinddiewichtigstenEigenschaftenundexperimentellenPara-
meterderuntersuchtenProbenzusammengefaßt:c PositionenderMaximadernπ g undππ g -Bandefür dastrans- undcis-Isomersowie für

dasDif ferenzspektrum(= trans— cis-Absorption).DerabsoluteFehlerbeiderBestim-
mungderBandenpositionenist � 2nm.c Anteil desjeweilseigentlichnichtgewünschtenIsomeresin derLösung.DieserWert ist
alsObergrenzezu sehen.AbsoluteFehlergrenzensindetwa+1%und-3%.c nur für Azobenzol:Die QuantenausbeutenΨ für die Isomerisierung.Die angegebenen
Wertesindnur Richtwerte,dadie exakteQuantenausbeutein DMSO nicht bekanntist
(vgl. Tabelle4.1 in Abschnitt67 ).c Absorptionder Probenbei einerSchichtdickevon 0 � 5mm für die zeitaufgelöstenUn-
tersuchungenbeiderAnregungswellenlänge(480nm) sowie im Maximumdernπ g und
ππ g -Bande.Der relative Fehlerfür die angegebenenAbsorptionenliegt zwischen10%
und15%.Die angegebenenAbsorptionensind auf zwei Stellensignifikant.Der leich-
teren Lesbarkeitund Vergleichbarkeitwegen wurde auf die korrektereExponential-
schreibweiseverzichtet.c KonzentrationderProbebeidenUltrakurzzeitmessungen.c LagederisosbestischenPunkte(NulldurchgängedesDif ferenzspektrums).
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Dif ferenzspektren

Probe λmax [nm] IsosbestischePunkte[nm]

nπ g -Bande ππ g -Bande

Azobenzol 428 324 273,378

AMPB 434 346 292,406

lAPB 451 368 313(309),433(434)

cAPB 452 368 309(314),432(442)

lAMPB 432 340 290,394

cAMPB 430 341 291(286),394(395)

bcAMPB 426 340 290(286),397(395)

Tabelle 4.4: Zusammenfassungder wichtigstenspektroskopischenEigenschaftenderDif ferenzspek-
tren der untersuchtenProben.In Klammern sind die Literaturwerteangegeben:lAPB und cAPB
[RENNER etal., 2000a]; AMPB, cAMPB undbcAMPB[RENNER et al., 2000b].
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5 Zeitaufg elöste Unter suc hung en an
Azobenzol und APB-Peptiden

Das vorliegendeKapitel stellt die Ergebnisseder Femtosekundenuntersuchungenan Azo-
benzolund denbeidenModellpeptidenlAPB und cAPB vor. In deneinzelnenAbschnitten
werdenjeweils zuerstdie Datenin verschiedenenDarstellungenfür die Isomerisierungsrich-
tungtrans� cis gezeigt,gefolgtvon denentsprechendenAusführungenfür die Rückreaktion
cis� trans. Dabeiwird jeweilserstder„Rohdatensatz“besprochen,wie eramEndederDaten-
aufbereitung(vgl. Abschnitt2.2abSeite27) zurVerfügungsteht.DerBegriff „Rohdatensatz“
impliziert folgendeschondurchgeführteBearbeitungsschritte:

  SubtraktionderstörendenMeßsignale,diedurchdasLösungsmittelverursachtsind.

  KorrekturderabsolutenZeitnullpunkteanhandderLösungsmittelsignale.

  KontrolledieserKorrekturanhanddererhaltenenDispersionskurve.

  VergleichundVereinigungverschiedenerMeßreihenzueinemkomplettenRohdatensatz
für einebestimmtePolarisationsrichtung

  NormierungderSignaleauf eineProbenabsorptionvon 0.05bei einerAnregungswel-
lenlängevon λpump ¡ 480nmundeinerSchichtdickevon 0 ¢ 5mm. Diesermöglichtden
VergleichderabsolutengemessenenAbsorptionsänderungenderverschiedenenProben.
DerFehlerderabsolutenWertebeträgtallerdingsetwa30%.

  BerechnungderSignalenachGl. 2.6, diefür eineMessungunterdemmagischenWinkel
erwartetwerden.

  SubtraktioneinesbestimmtenAnteiles„ trans-Signal“vondengemessenencis-Signalen
zur UnterdrückungderBeiträge,die durch,in cis� trans-Messungenimmervorhande-
ne,Molekülein trans-Konformationverursachtsind.DerBruchteildeszusubtrahieren-
dentrans-Signaleswird ausdenDauerstrichspektrenbestimmt(vgl. auchTab. 4.5).

  Renormierungder ausder SubtraktionerhaltenenDatenauf eine Konzentrationvon
100%cis-Isomere.
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5 ZeitaufgelösteUntersuchungenanAzobenzolundAPB-Peptiden

Der Grundfür die ausschließlicheWeiterverwendungder „magischen“Meßdatenliegt dar-
in, daßbei dieserMeßgeometriekeineSignaleauftreten,die durchRotationsdepolarisation
verursachtwerden.DurchdaspolarisierteAnregungslichterfolgt einePhotoselektionbei der
AnregungderMoleküle:eswerdenbevorzugtjeneMoleküleabsorbieren,derenÜbergangsdi-
polmomentparallelzumFeldvektordesAnregungslichtimpulsesorientiertsind.Durchdaspo-
larisierteAbtastlichterhältmanaufgrunddereinfachengeometrischenRotationderMoleküle
einÄnderungdesMeßsignales,auchwenndieProbeihreAbsorptionnichtändert.DadieRo-
tationsdepolarisationszeitenunddie beobachtetenKinetikenteilweiseaufderselbenZeitskala
liegen,soll durchdie Berechnungder Signalefür eine „magische“Anreg/Abtastgeometrie
eineFehlinterpretationderMeßkurvenverhindertwerden.

Diese so aufbereitetenRohdatenwerden jeweils in einem 3D-Graphendargestellt. In x-
Richtungist darin die Zeit in Pikosekunden,in y-Richtungdie Abtastwellenlängein Nano-
meternaufgetragen.Die z-Achsegibt die gemesseneAbsorptionsänderungzum jeweiligen
Zeitpunktbei der entsprechendenWellenlängean.Zu beachtenist ferner, daßdie Zeitachse
von -1 bis £ 1psim linearenMaßstabskaliertist, abdannbis zu 1ns logarithmisch.Zusam-
menmit derArt derMeßdatengewinnungergebensichsomitin dieserDarstellungäquidistante
Meßpunktein x-Richtung.Der Übersichtlichkeithalberwurdendie Datenmit einerFarbta-
belle unterlegt, welchevon rot übergelb, grün, türkis nachblau verläuft1. Der Farbtabelle
inhärentsind in äquidistantenFarbindexabständendunklereFarbtöne,so daßdirekt in den
farbkodiertenDatenHöhenlinienzu erkennensind.Die Farbtabellewurdeimmersoskaliert,
daßdieFarbetürkisderAbsorptionsänderungNull entspricht.BlaueFarbtönestehenfür eine
negativeAbsorptionsänderung,rotefür einepositive.Am oberenRandderDarstellungist zu-
sätzlichjeweilsnocheineKonturdarstellungeingearbeitet,wobeischwarzeLinien für positive
undroteLinien für negative Absorptionsänderungenstehen.DerAbstandderHöhenlinienist
nicht in allenDarstellungenidentisch,sondernwurdeentsprechendeinermaximalerAussage-
kraft gewählt.Ebensoist die Skalierungin z-RichtungdenjeweiligenSignalenangepaßtund
kannvoneinerAbbildungzuranderenvariieren.Ansonstenwurdejedochdaraufgeachtet,daß
in sämtlichen3D-DarstellungendieselbeSkalierungin x- undy-Richtungverwendetwurde.
Für die InterpretationderDatenwichtig ist die Tatsache,daßdie Meßdatenbis zu einerVer-
zögerungszeittD ¡ 100fs nicht aussagekräftigsind,da in diesemZeitbereichdie kohärenten
MeßartefaktedurchdasLösungsmittel,welchesichnicht immerperfektsubtrahierenlassen,
in unterschiedlichemUmfangvorhandensind.

Nach der Vorstellungund BesprechungdieserÜbersichtsdarstellungfolgt jeweils ein Ab-
schnitt,dersichmit dentransientenSpektrenzu bestimmtenVerzögerungszeitentD undden
ausderDatenanpassungerhaltenenAmplitudenspektren(Gl. 2.9Abschnitt2.2.3) beschäftigt.
Auch hier wurdeimmerdieselbex-Achsenskalierungverwendet.DieseandereArt derDar-
stellungder Datenist notwendig,um gewisseTeilaspekteder Meßdatenbessersichtbarzu
machen.

Am Beispiel Azobenzolwird für die Isomerisierungsrichtungtrans� cis ein Vergleich der
Meßdatenmit der Anpassungvorgenommen,um die Qualitätder Modellierungzu demon-
strieren.

1Eswurdedie IDL-interneFarbtabelle„EOSA“ verwendet.
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5.1 Azobenzol

5.1.1 trans¤ cis-Isomerisierung

Nach einer Anregung von trans-Azobenzolin der langwelligenFlankeder nπ ¥ -Bandebei
480nm(vgl. Abb. 4.2) setztim gesamtenuntersuchtenWellenlängenbereichvon366 ¦ 647nm
innerhalbderMeßgenauigkeitinstantaneinetransienteAbsorptionszunahmeein.Derweitere
zeitlicheVerlaufdertransientenAbsorptionist durcheinenrelativ einheitlichenmultiexponen-
tiellen Zerfall gekennzeichnet.Im Abtastwellenlängenbereichum 480nm konntenaufgrund
der starkenStreuungdesAnregungslichtesund demdarausresultierendenRauscheneinige
Meßkurvennichtverwendetwerden.

Abbildung 5.1: Femtosekundenmessungenan Azobenzol(t § c) berechnetnachGl. 2.6. Die transi-
enteAbsorption klingt mit den zwei Zeitkonstanten440fs und 3 ¨ 3ps ab. Bei Abtastwellenlängen
λprobe © 400nm ist eine zusätzlicheZerfallszeitvon 11ps für eine korrekteAnpassungnotwendig.
Desweiterenist ein konstanterAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langenVerzöge-
rungszeitenverbleibendeAbsorptionsänderungdurchPhotoproduktbildungzu modellieren.

AußerhalbderGrundzustandsbanden(λprobe ª 500nm) zeigtsichdie größteAbsorptionsän-
derungbei etwaλprobe ¡ 530nm, wie in Abb. 5.1 zu erkennenist. Danachfallen die Kurven
mit denzweiZeitkonstanten440fs und3 ¢ 3psaufNull ab.

InnerhalbderGrundzustandsbandeist die dominatetransienteAbsorptionsbandebei 400nm
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auffällig. Die genaueAnalysederAbnahmedieserBandeergibt, daßzusätzlichzu deneben
genanntenzwei Zeitkonstanteneinedritte notwendigwird. DieseZerfallszeitliegt bei 11ps
undhateinen,zukürzerenWellenlängenhin,zunehmendenAnteil amGesamtverlaufderAb-
sorptionskurven.Zu langenVerzögerungszeitentD ª 50psfällt dasSignalnicht auf Null ab,
sondernbleibt auf einemwellenlängenabhängigenWert konstant.Hier ist die Bildung des
Photoproduktescis-Azobenzolsichtbar. In dernπ ¥ -Bandevon etwa380 ¦ 500nm bleibt auf-
grunddesgrößerenAbsorptionsquerschnittesdescis-IsomersnettoeineAbsorptionszunahme
übrig, welcheallerdingsin Abb. 5.1 aufgrunddesgeringenEffektesnur sehrschwachzu
erkennenist (vgl. Höhenliniendiagramm).Hingegenergibt sich in der trans-ππ ¥ -Bandeeine
langanhaltendeAbsorptionsabnahme,die deutlichalsblauerBereichin derAbbildungzu er-
kennenist. Wegender starkenAbsorptionvon trans-Azobenzolin der trans-ππ ¥ -Bandewar
derAbtastwellenlängenbereichaufλprobe ª 366nmeingeschränkt.

Die Abbildung5.2 links zeigtdie DatenalseineFolgevon transientenSpektrenzu bestimm-
ten VerzögerungszeitentD. Hier sind nochmalsdeutlicherdie Gleichförmigkeitder Kinetik
sowie die zwei transientenBandenzu sehen.Man erkennt,daßnachtD ¡ 50psist die Reak-
tion vollständigabgeschlossenist: die transientenSpektrenbleibenab dieserVerzögerungs-
zeit konstantundstimmenmit demDauerstrichdifferenzspektrum(gestrichelteingezeichnet)
überein.

Abbildung 5.2: links: TransienteSpektrenvon Azobenzol(t § c) zu den VerzögerungszeitentD «
0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20 und 50ps (ausAbb. 5.1). Zusätzlichist noch dasDauerstrichdifferenzspektrum
gestrichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.2).
rechts:Anpassungder MeßdatenausAbb. 5.1 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt 46) mit
denZeitkonstantenτ « 0 ¨ 44ps(schwarz),3 ¨ 3ps(rot), 11ps(grün)sowie einer∞-Komponente(blau).
GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzudenZeitkonstanten.

Als Demonstrationsbeispiel,wie gutdie in Abschnitt46vorgestellteModellfunktion(Gl. 2.9)
an die realenDatenangepaßtwerdenkann,wird exemplarischfür dieseMessungauchdie
Datenanpassunggezeigt(sieheS.34). In Abbildung5.3links sindnochmaldieMeßdatenaus
Abbildung5.1alsKonturgraphdargestellt.Rechtsdanebenist derangepaßteModelldatensatz
abgebildet.Als Parameterfür die Modellfunktion wurdendie Zeitkonstantenund Amplitu-
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denspektrenausAbbildung 5.2 verwendet,welchedurchdie Anpassungsprozedurermittelt
wurden.Wie eindeutigzu erkennenist, gibt dasModell die Meßdatensehrgutwieder.

Abbildung 5.3: VergleichderMeßdatenmit derangepaßtenModellfunktion:Dargestelltsindlinks die
Meßdaten(Azobenzolt § c, vgl. Abb. 5.1) undrechtseineAnpassungdiesermit der in Abschnitt46
vorgestelltenModellfunktion.Die guteÜbereinstimmungist deutlichzu sehen.Die für eineguteRe-
produktionderMessungbenötigtenZeitkonstantensindτ « 0 ¨ 13¬ 1 ¨ 1 ¬ 11pssowie eine∞-Komponente
(AmplitudenspektrensieheAbb. 5.2).

5.1.2 cis¤ trans-Isomerisierung

Die Untersuchungder cis� trans-Isomerisierungvon Azobenzol erfolgte im Spektralbe-
reich von 334 ¦ 648nm. Für die Berechnungder Absorptionsänderungendes reinen cis-
Azobenzoleswurden10% der bei trans-AzobenzolerhaltenenSignalevon dengemessenen
„cis“-Transientensubtrahiert(vgl. AnfangdesKapitels).Daherist derAbtastwellenlängenbe-
reichwie für trans-Azobenzolaufλprobe ª 366nmbeschränkt.

Außerhalbder Grundzustandsbanden(λprobe ª 500nm) folgt deminstantanenAufbau einer
AbsorptioneinmultiexponentiellesAbklingenmit denZeitkonstanten130fs, 1 ¢ 1psund11ps,
wobeidieschnellsteZerfallszeitdiegrößteAmplitudebesitzt(vgl. Abb. 5.5rechts).Dergröß-
te Effekt direkt nachderAnregungist bei etwaλprobe ¡ 540nm lokalisiert.Ein Vergleichder
transientenSpektrenAbb. 5.5 und 5.2 zeigt,daßdie transienteAbsorptionsbandein diesem
Spektralbereichfür diecis� trans-Isomerisierungbreiterist alsfür dieumgekehrteReaktions-
richtung.

In dernπ ¥ -Bande(ca.380 ¦ 480nm) folgt deranfänglichenAbsorptionein raschesAusblei-
chen.Diesist eineFolgederAbnahmedercis-AzobenzolKonzentrationgegenüberdemAus-
gangszustandvor der Anregung,da dasgebildetetrans-Azobenzolbei diesenWellenlängen
schwächerabsorbiert(vgl. Abb. 4.2).
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Abbildung 5.4: Femtosekundenmessungenan Azobenzol(c§ t). Der Signalbeitragvon 10% trans-
Azobenzolist herausgerechnet.Zur vollständigenBeschreibungderTransientensindfür dengesamten
AbtastwellenlängenbereichdreiZeitkonstanten(130fs, 1 ¨ 1psund11ps) notwendig.Die größteAmpli-
tudebesitztdiesehrschnelleZerfallszeit.Desweiterenist einkonstanterAnteil (Zerfallszeitunendlich)
notwendig,um die zu langenVerzögerungszeitenverbleibendeAbsorptionsänderungdurchPhotopro-
duktbildungzumodellieren.

Bei kurzenAbtastwellenlängenim Bereichder trans-ππ ¥ -Bandestellt manebenfallsein tri-
exponentiellesAbklingen der Absorptionfest.DieserAnstieg ist zu kürzerenWellenlängen
hin immer deutlichersichtbar. Die verbleibendeAbsorptionsänderungzu langenVerzöge-
rungszeitentD ist wiederumauf die Photoproduktbildungzurückzuführen.Wie in der Ab-
bildungebenfallszu erkennenist, zeigendie TransientenregelmäßigeSignalschwankungen,
derenUrsachenichtvollständiggeklärtwerdenkonnte.Beobachtetwurde,daßdieDurchfluß-
richtungderProbedurchdie KüvetteeinegroßeRolle spielte,undsomitaufgrundderwech-
selndenPumprichtungder SpritzenpumpedieseMeßartefakteinduziertseinkönnten.Trotz
dieserstörendenEinflüssewaraberauchfür cis-AzobenzoleineDatenanpassungmöglich.

Wie in Abbildung5.5links zusehenist auchhierdieReaktionnachetwa20psabgeschlossen.
DasabdieserVerzögerungszeitstationäretransienteSpektrumgleichtdemDauerstrichdiffe-
renzspektrumvonAzobenzol(gestricheltgezeichnet).

Die Amplitudenspektren(Abb. 5.5 rechts)verdeutlichen,daßdie schnelleAbsorptionsab-
nahme(schwarzeKurve) überdengesamtengemessenenSpektralbereichzu findenist und
denGroßteilderKinetik ausmacht.DahingegensinddieAmplitudenderZerfallszeiten1 ¢ 1ps
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(rot) und11ps(grün)sehrklein. DasteilweisenegativeVorzeichendeutetdaraufhin, daßdie-
seKinetikennicht nur von derDepopulationthermischrelaxierterZuständeverursachtsein
kannsondernehereinemKühlprozeßbzw. einerenergetischenRelaxationzugeordnetwerden
muß(vgl. DiskussionKapitel7). EbenfallsnegativeAmplitudenkönnendurcheinestimulierte
Emissionauftreten.Dieseist aberbei Azobenzolsowie auchdenAzopeptidennicht sichtbar.
Die Amplitudeder∞-ZeitkonstantezeigtdasAbsorptionsspektrumzu spätenVerzögerungs-
zeitentD ­ 1ns, welchesidentischmit demDauerstrichdifferenzspektrumvonAzobenzolist.

Ein Vergleichmit Literaturdatenfindetin derDiskussionstatt.

Abbildung 5.5: links: TransienteSpektrenvon Azobenzol(c§ t) zu den VerzögerungszeitentD «
0 ¨ 1 ¬ 0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 und 20ps (ausAbb. 5.4, rechts).Zusätzlichist nochdasDifferenzspektrumge-
strichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.2).
rechts:Anpassungder MeßdatenausAbb. 5.4 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt 46) mit
denZeitkonstantenτ « 0 ¨ 13ps(schwarz),1 ¨ 1ps(rot), 11ps(grün)sowie einer∞-Komponente(blau).
GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

5.2 Lineares Azopeptid

5.2.1 trans¤ cis-Isomerisierung

Die elektronischeAnregungvon trans-lAPB durchLichtimpulsemit einerWellenlängevon
λpump ¡ 480nm erzeugtbei allenuntersuchtenWellenlängenvon 342 ¦ 646nm eineinstan-
taneAbsorptionsänderung.Die in Abbildung5.6sichtbarenscharfenZackenbei tD ¡ 0psin
dertrans-ππ ¥ -BandesindaufeineZweiquantenabsorptionin lAPB zurückzuführenundsomit
Meßartefakt.

Im langwelligenSpektralbereichohneGrundzustandsabsorption(λprobe ª 550nm) zeigtsich
eine transienteBande mit einem schwachausgeprägtenMaximum bei λprobe ¡ 580nm.
Das multiexponentielleAbklingen dieserAbsorptionläßt sich gut mit drei Zeitkonstanten
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(390fs® 1 ¢ 9ps® 9 ¢ 5ps) beschreiben.Die AmplitudenderschnellenKomponentesindungefähr
konstantundin derselbenGrößenordnungwie diejenigendermittlerenZeitkonstante,welche
bei etwaλprobe ¡ 590nm ein Maximumbesitzt.Die Amplitudeder langsamenKomponente
nimmtzukürzerenWellenlängenhin zu(vgl. auchAbb. 5.7rechts).Im Unterschiedzureinem
trans-Azobenzol(vgl. Abb. 5.2) hathier die Zeitkonstanteim 10ps-Bereichin diesemSpek-
tralbereicheinnichtverschwindeneAmplitude.Wie in derDiskussionnähererläutertwird, ist
diesmit einem,relativ zu Azobenzol,langlebigenangeregtenZustandzu verknüpfen.

Abbildung 5.6: Femtosekundenmessungenan linearenAPB-Peptiden(t § c) berechnetnachGl. 2.6.
Zur vollständigenBeschreibungderTransientensindfür denlangwelligenAbtastwellenlängenbereich
drei Zeitkonstanten(390fs, 1 ¨ 9psund9 ¨ 5ps) notwendig.Im BereichderGrundzustandsbandenbenö-
tigt maneinezusätzlicheZerfallszeitvon120ps, derenAmplitudeallerdingssehrklein ist.Desweiteren
ist einkonstanterAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,umdiezulangenVerzögerungszeitenver-
bleibendeAbsorptionsänderungdurchPhotoproduktbildungzumodellieren.

Die in Abbildung5.6sichtbareDynamikin dernπ ¥ -Bande(ca.420 ¦ 550nm) gleichtdereben
beschriebenenzeitlichenEntwicklungderAbsorptionnur auf denerstenBlick. Die Analyse
ergibt, daßin dieserspektralenRegiondasVerschwindenderAbsorptionzumüberwiegenden
Teil durcheineZeitkonstante(9 ¢ 5ps) beschriebenwerdenkann.

In dertrans-ππ ¥ -Bande(λprobe ¯ 420nm) hingegenist derWellenlängenbereichunter400nm
nachderAnregungdurcheinesofortigeAbsorptionsabnahmegekennzeichnet.Die Dynamik
ist durchzweiwesentlicheAnteilegeprägt.Zumeinenerfolgtmit 390fs eineweitereAbsorp-
tionsabnahme.Nachfolgendklingt dasSignalmit 9 ¢ 5psab. Zu langenZeitenbleibteinerest-
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liche negative Absorptionsänderungbestehen,die derBildung desPhotoproduktescis-lAPB
zugeschriebenwerdenkann.VonderAmplitudeungefähreineGrößenordnungschwächerist
nocheineZerfallskinetikmit 120pszuidentifizieren.DieAmplitudedieserZeitkonstante(vgl.
Abb. 5.7) ist für Wellenlängenλprobe ¯ 380nmnichtmehraussagekräftig,dain diesemSpek-
tralbereichdasSignal-Rausch-Verhältniszu klein wird, um überAmplitudenstärkenvon ca.
1mODAussagentreffenzu können.Der Spektralbereichzwischen400und420nmbildet ei-
neÜbergangszone,in dereinesehrstarkeWellenlängenabhängigkeitderMeßkurvenbesteht.
Dennochist eineAnpassungmit dendreigenanntenZeitkonstantenmöglich.

Alle dreiZeitkonstantensinddenenvon trans-Azobenzolsehrähnlich.Vor allemdieZeitkon-
stantederschnellstenKinetik, die bei Azobenzolmit der Isomerisierungszeitin Verbindung
gebrachtwird, ist bei lAPB etwagleichgroßzudervon trans-Azobenzol.

Abbildung 5.7: links: TransienteSpektrenvon linearenAPB-Peptiden(t § c) zu denVerzögerungszei-
tentD « 0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20¬ 50psund1ns(ausAbb. 5.6). Zusätzlichist nochdasDifferenzspektrum
gestrichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.5). DastransienteSpektrumzu tD « 200psist identischzujenem
bei tD « 1nsunddeshalbderÜbersichtlichkeitwegenweggelassen.
rechts:AnpassungderMeßdatenausAbb. 5.6mittelsderModellfunktion(sieheAbschnitt46) mit den
Zeitkonstantenτ « 0 ¨ 39ps(schwarz),1 ¨ 9ps(rot), 9 ¨ 5ps(grün),120ps(magenta)sowie einer∞-Kom-
ponente(blau).GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzudenZeitkonstanten.

Die transientenSpektrenin Abbildung 5.7 links zeigennochmalsdeutlichdasAusbleichen
der trans-ππ ¥ -Bandedirekt nachder Anregung (tD ¡ 200fs). Die PositiondesMinimums
(λprobe ¡ 360nm) ist hierbei fast identischzum Maximum der trans-ππ ¥ -Bandedestrans-
Dauerstrichspektrums(bei 367nm, vgl. Tab. 4.5). Die beidenMaximadestransientenSpek-
trums(tD ¡ 200fs) bei 450nm undetwa580nm sindgegenüberdenendestransientenSpek-
trumsbei tD ¡ 200fs von trans-Azobenzolum 50nm rotverschoben.Dies ist innerhalbder
Fehlergrenzenidentischzur RotverschiebungderDauerstrich-trans-ππ ¥ -Bandevon Azoben-
zol zu lAPB. Die Stärkeder Absorptionhat dabeiin der langwelligenBande(580nm) auf
Kostenderkurzwelligerenzugenommen,sodaßbei lAPB nachtD ¡ 200fs dieAbsorptionbei
λprobe ¡ 580nmund450nmfastgleichgroßist, im GegensatzzuAzobenzol.Desweiterenist
beietwa395nmeinisosbestischerPunktsichbar. Bei VerzögerungszeitentD ª 50psist,außer
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in der langwelligenFlankedernπ ¥ -Bande,keineAbsorptionsänderungmehrzu beobachten,
so daßdavon ausgegangenwerdenkann,daßein stationärerZustanderreichtist. Allerdings
ist zulangenVerzögerungszeitentD ¡ 1nseineRotverschiebungdestransientenAbsorptions-
spektrumsgegenüberdemDif ferenzspektrum(vgl. gestrichelteLinie) zuerkennen.

5.2.2 cis¤ trans-Isomerisierung

Für die Berechnungder Absorptionsänderungenvon reinemcis-lAPB wurden15% der bei
trans-lAPB erhaltenenSignalevondengemessenen„cis“-Transientensubtrahiert(vgl. Anfang
desKapitels).

Abbildung 5.8: Femtosekundenmessungenan linearenAPB-Peptiden(c§ t). Der Signalbeitragvon
15% trans-lAPBist herausgerechnet.Zur vollständigenBeschreibung der Transientensind für den
langwelligenAbtastwellenlängenbereichdrei Zeitkonstanten(380fs, 3 ¨ 4psund33ps) notwendig.Zu-
sätzlichist ein konstanterAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langenVerzögerungs-
zeitenverbleibendeAbsorptionsänderung durchPhotoproduktbildungzumodellieren.

Für diecis� trans-Isomerisierungbeobachtetmanim gesamtenuntersuchtenSpektralbereich
vonλprobe ¡ 334 ¦ 647nmunmittelbarnachdemAnregungsimpulseineAbsorptionszunahme
der Probe(vgl. Abb. 5.8). Bei Abtastwellenlängenλprobe ° 400nm sind im Zeitbereichder
KreuzkorrelationsbreitewiederdeutlicheZweiquantenabsorptionssignalesichtbar.
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5.2 LinearesAzopeptid

Langwellig von der nπ ¥ -Absorption (λprobe ª 550nm) ist ein Abklingen desMeßsignales
mit drei Zeitkonstantenzu beobachten:eineschnelleKinetik (380fs) dominiertbei λprobe ¡
600nm. Hier beobachtetmaneineVerlangsamungder schnellstenDynamik relativ zu Azo-
benzol,im Gegensatzzur trans� cis-Reaktionsrichtung.Der Anteil dermittlerenZerfallszeit
(3 ¢ 4ps) ist im Bereichvon 550 ¦ 600nmmaximal.Die langsameKomponente(33ps) domi-
niertzublauerenWellenlängenhin undträgtin dernπ ¥ -Bande(ca.420 ¦ 550nm) ammeisten
bei, währenddie Amplitudender beidenanderenZerfallszeitenin der kurzwelligenFlanke
dieserBandenurgeringsind(vgl. Abb. 5.9rechts).Im Übergangsbereichzurtrans-ππ ¥ -Bande
(420 ¦ 450nm) wareineAnpassungderDatenim Zeitbereichum10psmit diesenZerfallszei-
tennureingeschränktmöglich.Die transientenAbsorptionskurven,diein dertrans-ππ ¥ -Bande
aufgenommenwurden,könnenebenfallsmit dendreigenanntenZeitkonstantenangepaßtwer-
den.Der signifikateUnterschiedzu den anderenSpektralbereichenist, daßdie anfänglich
geringezusätzlicheAbsorptionnoch erheblichzunimmt,wobei die mittlere und langsame
ZeitkonstantedieDynamikbeherrschen.Zu langenVerzögerungszeiten(tD ª 200ps) ist keine
zeitlicheVeränderungderMeßwertemehrfeststellbar. Die verbleibendeAbsorptionsänderung
ist aufdie BildungdesPhotoproduktestrans-lAPB zurückzuführen.

Abbildung 5.9: links: TransienteSpektrenvon linearenAPB-Peptiden(c§ t) zu denVerzögerungszei-
tentD « 0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20¬ 50und200ps(ausAbb. 5.8). Zusätzlichist nochdasDifferenzspektrum
gestrichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.5). DastransienteSpektrumbei tD « 1nsist identischzu demje-
nigennachtD « 200psunddaherweggelassen.
rechts:Anpassungder MeßdatenausAbb. 5.8 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt 46) mit
denZeitkonstantenτ « 380fs (schwarz),3 ¨ 4ps(rot), 33ps (grün)sowie einer∞-Komponente(blau).
GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

Abbildung5.9 links zeigtdie transientenSpektrenzu denangegebenenVerzögerungszeiten.
Hier ist nochmalsehrgutzuerkennen,daßaußerhalbderGrundzustandabsorptiondieschnel-
lerenKinetiken dominieren,währendsich die Absorptionim restlichenuntersuchtenSpek-
tralbereichinnerhalbderersten500fs kaumändert.Man erkenntweiterhin,daßdie Reaktion
für λprobe ¯ 550nm erstnach200ps abgeschlossenist. Bei langenWellenlängenist schon
nach50ps keineVeränderungmehrdetektierbar. Sehrdeutlichausgeprägtist wiederumder
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5 ZeitaufgelösteUntersuchungenanAzobenzolundAPB-Peptiden

isosbetischePunktbei etwa400nm. Die verbleibendeAbsorptionsänderungzu langenVer-
zögerungszeitentD ª 1nsmit einemMaximumbei365nmist demDauerstrichdifferenzspek-
trumsehrähnlichundsomitwahrscheinlichdurchdieBildungdesPhotoproduktestrans-lAPB
verursacht,d.h.die Photoreaktionist vollständigabgeschlossen.Die Maximader transienten
Spektrenbei tD ¡ 200fs liegenbei370nmund550nm. Daslangwelligerevonbeidenist somit
gegenübercis-Azobenzolum 10nm rotverschoben.DasMinimum bei 440nm fällt mit dem
Dauerstrichabsorptionsmaximumdernπ ¥ -Bandevoncis-Azobenzolzusammen(vgl. Tab. 4.5)
undistdaherwohldurchdasAusbleichendieserBandeverursacht.DaskurzwelligeMaximum
läßtsichnichtmit Azobenzolvergleichen,dadortkeinesokurzwelligenMeßdatenvorliegen.

Zusammenfassendkannfestgestelltwerden,daßbei lAPB derAnteil derKinetikenim Zeit-
bereichvon mehrerenPikosekundenerheblichgrößerist als bei Azobenzol.Jedochwurde
sowohl bei Azobenzolalsauchbei demlinearenAPB-PeptidkeinerleiDynamikim Nanose-
kundenzeitbereichbeobachtet.

5.3 Monozyklisc hes Azopeptid

NachderAuswertungderbis jetzt vorgestelltenMessungenwar die nunbevorstehendeUn-
tersuchungder zyklisiertenProbeund der anschließendeVergleich mit demlinearenPeptid
einederspannendstenAufgaben.Wie untendargelegt, ergebensich für diesebeidenPeptide
deutlicheUnterschiedein denaufgezeichnetenAbsorptionsdaten:derersteHinweisauf eine
beobachtbareKonformationsdynamik.

5.3.1 trans¤ cis-Isomerisierung

Die Daten in Abbildung 5.10 ähnelnauf den erstenBlick denendes linearen Peptides
(Abb. 5.6). Auch daszyklisiertePeptidzeigtdirekt nachderelektronischenAnregungdurch
480nm-Lichtimpulsebei allen untersuchtenWellenlängen(λprobe ¡ 326 ¦ 630nm) einein-
stantaneAbsorptionsänderung:langwelligvonλprobe ¡ 398nmeineAbsorptionszunahme,für
λprobe ° 398nmeineAbnahme.

Desweiterensindvier Zeitkonstantenfür einezufriedenstellendeDatenanpassungnotwendig:
260fs, 1 ¢ 2ps, 7 ¢ 7ps und 100ps.Diesesind im Vergleich zu lAPB etwaskleiner. Die relati-
venBeiträgedereinzelnenZerfallszeitensindallerdingsetwasandersverteilt (vgl. Abb. 5.11
rechts).Der hauptsächlicheUnterschiedzu lAPB ist die stärkereGewichtungderschnellsten
Zeit. DieseZerfallszeit(260fs) ist erheblichkleiner als für daslinearePeptid(390fs), aber
immer nocheinenFaktor 2 langsamerals die von cis-Azobenzol(130fs). Auch die beiden
anderenZeiten(1 ¢ 2psund7 ¢ 7ps) sindetwaskleineralsbei lAPB. Die spektraleCharakteri-
stik derAmplitudenspektrenderdrei Zeitkonstanten260fs, 1 ¢ 2ps,7 ¢ 7psist denenvon lAPB
ähnlich.Hingegenunterscheidetsich dasAmplitudenspektrumder langsamenKomponente
(100ps)sowohl in der Form als auchin derMaximalamplitudestarkvon demAmplituden-
spektrumder120ps-Kinetik vonlAPB. AucherkenntmanandenAmplituden,daßderAnteil
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der100ps-Komponentebei cAPB im langwelligenSpektralbereichetwa5 mal größeralsbei
lAPB ist.

Abbildung 5.10: FemtosekundenmessungenanmonozyklischenAPB-Peptiden(t § c) berechnetnach
Gl. 2.6. Zur vollständigenBeschreibungderTransientensindfür denlangwelligenAbtastwellenlängen-
bereichvier Zeitkonstanten(260fs, 1 ¨ 2ps, 7 ¨ 7psund100ps) notwendig.Desweiterenist einkonstanter
Anteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,umdiezu langenVerzögerungszeitenverbleibendeAbsorp-
tionsänderungdurchPhotoproduktbildungzumodellieren.

In dentransientenSpektren(Abb. 5.11links) ist zusehen,daßdieAbsorptionüberdengesam-
tenspektralenBereichλprobe ª 420nmsehrgleichformigmit derZeit abnimmt2. Bei Abtast-
wellenlängen450nm ¯ λprobe ¯ 550nmist jedochaucheingeringerAnteil der100ps-Kinetik
zu erkennen(vgl. auchDiskussion,Abb. 7.3). Im Bereichder trans-ππ ¥ -Bandeherrschteine
langsamereDynamik vor. Für tD ª 200ps jedochist im untersuchtenWellenlängenbereich
keine Veränderungmehr detektierbar. Ebensowie bei lAPB liegt das Maximum der Ab-
sorptionsabnahmefür tD ¡ 200fs bei λprobe ± 360nm. Der Grund ist dasAusbleichender
trans-ππ ¥ Grundzustandsbande.Die beidenMaxima destransientenSpektrums(tD ¡ 200fs)
bei λprobe ¡ 430nm und etwaλprobe ¡ 560nm sind gegenüberdenendestransientenSpek-
trumsbei tD ¡ 200fs von trans-lAPB um 20nmblauverschoben.Desweiterenist die Absorp-
tionsänderungzur Zeit tD ¡ 200fs bei λprobe ¡ 430nm relativ zu λprobe ¡ 560nm größerals
bei lAPB. Die verbleibendeAbsorptionsänderungzu langenVerzögerungszeitentD ª 1nsist

2Abtastwellenlängenλprobe ² 420nm umfassendie nπ ³ -BandeunddenSpektralbereichaußerhalbderGrund-
zustandsbanden.
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demDauerstrichdifferenzspektrumsehrähnlich,d.h.diePhotoreaktionscheintvollständigab-
geschlossen.

Abbildung 5.11: links: TransienteSpektrenvon monozyklischenAPB-Peptiden(t § c) zu denVerzö-
gerungszeitentD « 0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20 ¬ 50 und200ps(ausAbb. 5.10). Zusätzlichist nochdasDauer-
strichdifferenzspektrumgestrichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.5).
rechts:Anpassungder MeßdatenausAbb. 5.10mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt46) mit
denZeitkonstantenτ « 0 ¨ 26ps(schwarz),1 ¨ 2ps(rot), 7 ¨ 7ps(grün),100ps(magenta)sowie einer∞-
Komponente(blau).GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzudenZeitkonstanten.

Zusammenfassendkann für die trans� cis-Reaktionsrichtungfestgestelltwerden,daß nur
ein kleinerUnterschiedzwischendenFemtosekundenmessungenamlinearenundzyklischen
APB-Peptiddetektierbarwar. SowurdebeicAPBim Zeitbereichvon100psdeutlichstärkere
Absorptionsänderungenbeobachtetwie bei lAPB. Auch sind die Kinetiken im zyklisierten
Peptidalle insgesamtetwasschnelleralsbei lAPB.

5.3.2 cis¤ trans-Isomerisierung

Für die Berechnungder Absorptionsänderungenvon reinemcis-cAPB wurden15% der bei
trans-cAPBerhaltenenSignalevondengemessenen„cis“-Transientensubtrahiert.

Man beobachtetfür die cis� trans-Isomerisierungfast im gesamtenuntersuchtenSpektral-
bereich(λprobe ¡ 334 ¦ 631nm) unmittelbarnachdemAnregungsimpulseineAbsorptions-
zunahmeder Probe(vgl. Abb. 5.12). Einzige Ausnahmesind die Transientebei λprobe ¡
450nm, welcheeineAbnahmeaufweist.Die direkt amZeitnullpunktsichtbare,sehrschnelle
Absorptionszu-undwieder-abnahmebeiWellenlängenλprobe ª 450nmist nichtaufeineRe-
aktionderProbesondernaufdasnichtvollständigsubtrahierbareLösungsmittelsignalzurück-
zuführen.Auchist beiAbtastwellenlängenλprobe ° 400nmim ZeitbereichderKreuzkorrelati-
onsbreiteeindeutlichesZweiquantenabsorptionssignalsichtbar. SomitsinddieMeßdatenerst
abVerzögerungszeitentD ª 150fs zuverlässigauswertbar. Im Abtastwellenlängenbereichum
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5.3 MonozyklischesAzopeptid

λprobe ¡ 480nmmußteneinigeMeßkurvenaufgrundderstarkenStreuungdesAnregungslich-
tesunddemdarausresultierendenRauschenweggelassenwerden.

Abbildung 5.12: FemtosekundenmessungenanmonozyklischenAPB-Peptiden(c§ t). Der Signalbei-
trag von 15% trans-cAPBist herausgerechnet.Zur vollständigenBeschreibung der Transientensind
für dengesamtenAbtastwellenlängenbereichvier Zeitkonstanten(230fs, 2 ¨ 7ps, 60psund1 ¨ 4ns) not-
wendig.Desweiterenist ein konstanterAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langen
VerzögerungszeitenverbleibendeAbsorptionsänderungdurchPhotoproduktbildungzu modellieren.

EineBesonderheitdieserMessungim Vergleichzu allenbishervorgestelltenfällt sofortauf:
hier ist zumerstenMal auchaufderNanosekundenzeitskalaeineDynamikzuerkennen.Deut-
lich zu sehenist diessowohl im Maximumdertrans-ππ ¥ -Bandealsauchin der langwelligen
Flankedernπ ¥ -Absorption(λprobe ¡ 500nm).

In der nπ ¥ -Bandeund bei Abtastwellenlängenaußerhalbder Grundzustandsabsorptionläßt
sichdasAbklingendertransientenAbsorptionin Abbildung5.12links nurdurchdieVerwen-
dungvonvier Zeitkonstanten(230fs, 2 ¢ 7ps, 60psund1 ¢ 4ns) zufriedenstellendanpassen.Da-
bei trägtdie230fs-Zeitkonstantemaximalbeiλprobe ¡ 600nmbei.Die Amplitudedernächst-
langsamerenZeit hat ihr Maximumbei λprobe ¡ 570nm, dasder62ps-Komponenteliegt bei
λprobe ¡ 510nm. Schließlichist derBeitragderNanosekundendynamikum λprobe ¡ 490nm
amgrößten(vgl. Abb. 5.13rechts).

Im Übergangsbereichzwischennπ ¥ - undtrans-ππ ¥ -Bande(400 ¦ 430nm) beobachtetmanin
denMeßkurven nacheinembiexponentiellenAbfall ein ebenfallsbiexponentiellesWieder-
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ansteigenderAbsorptionmit 60ps und 1 ¢ 4ns. Hingegenzeigendie Transientenim Bereich
desMaximumsdertrans-ππ ¥ -Bandesowie in derenkurzwelligenFlankeeineausschließliche
ZunahmederAbsorption,die sichauchmit denvier genanntenZeitenmodellierenläßt.Der
Anteil derNanosekundenzeitnimmtdabeizukürzerenWellenlängenhin ab.

Abbildung 5.13: TransienteSpektrenvonmonozyklischenAPB-Peptiden(c§ t) zu denVerzögerungs-
zeitentD « 0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20¬ 50¬ 200psund1ns(ausAbb. 5.12). Zusätzlichist nochdasDauerstrich-
differenzspektrumgestrichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.5).
rechts:AnpassungderMeßdatenmittelsderModellfunktion(sieheAbschnitt46) mit denZeitkonstan-
ten τ « 230fs (schwarz),2 ¨ 7ps (rot), 60ps (grün),1 ¨ 4ns (türkis) sowie einer∞-Komponente(blau).
GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzudenZeitkonstanten.

Insgesamtist im beobachtetenZeitbereichbis1 ¢ 4nsdieReaktionbzw. BewegungdesPeptides
für dieseIsomerisierungsrichtungnochnicht beendet.Wie allerdingsAbbildung5.13zu ent-
nehmenist, gleichtdastransienteSpektrumbei VerzögerungszeitentD ª 1ns, abgesehenvon
einer leichtenRotverschiebung, schonsehrdemDauerstrichdifferenzspektrum(gestrichelte
Linie) – einHinweisdarauf,daßderChromophorin cAPB seinenstationärenEndzustandna-
hezuerreichthat.Die Zeitkonstantenderbis hierhervorgestelltenProbensindin Tabelle7.1
amEndederDiskussionderAPB-Peptidezusammengestellt.
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Das vorliegendeKapitel stellt die Ergebnisseder Femtosekundenuntersuchungenan dem
ChromophorAMPB sowie den darausabgeleitetenAMPB-PeptidenlAMPB, cAMPB und
bcAMPBvor. Die AbfolgederDarstellungenist dieselbewie in Kapitel5. Eineübersichtliche
Zusammenstellungder erhaltenenZeitkonstantenist in Tabelle7.2 am Endevon Kapitel 7
gegeben.

6.1 AMPB

6.1.1 trans¤ cis-Isomerisierung

NachderAnregungvon trans-AMPB in derlangwelligenFlankedernπ ¥ -Bandebei λpump ¡
480nm (vgl. Abb. 4.3) ist im gesamtenuntersuchtenWellenlängenbereichvon 334 ¦ 630nm
eineinstantantransienteAbsorptionsänderungdetektierbar. NegativeAbsorptionsänderungen
durchdasAusbleichender starkentrans-ππ ¥ -Bandeerhältman für die Abtastwellenlängen
λprobe ¡ 334nm ¦ 374nm. Für λprobe ª 382nm ist die initiale Absorptionsänderungpositiv.
Im Abtastwellenlängenbereichum die Anregungswellenlängekonntenaufgrundder starken
StreuungdesAnregungslichtesund demdarausresultierendenRauscheneinigeMeßkurven
nichtverwendetwerden.

Wie in denAbbildungen6.1und6.2zu erkennenist, klingt im Spektralbereichaußerhalbder
Grundzustandsabsorption(λprobe ª 520nm) die transienteAbsorptionmit dreiZeitkonstanten
(470fs, 1 ¢ 6ps, 7 ¢ 9ps)spektralrelativ homogenab. Auchin dernπ ¥ -Bande(400 ¦ 520nm) und
derππ ¥ -Bande(280 ¦ 400nm) kanndasAbklingendesSignalesmit dendreigenanntenZeit-
konstantenmodelliertwerden,wobeidieAmplitudederlangsamenZerfallszeiteindeutliches
Maximumbeiλprobe ¡ 420nmaufweist(vgl. Abb. 6.2rechts).

Die primäreKinetik (470fs) ist alsoetwaslangsameralsbeiAzobenzol(440fs) undbei lAPB
(390fs). Die beidenanderenZeitkonstantensindverglichenzuAzobenzol(vgl. Abschnitt5.1)
kleiner, im Vergleichzu lAPB nahezugleichgroß.

Die Amplitudenspektren(Abb. 6.2, rechts)derZeitkonstantensinddenenvonlAPB sehrähn-
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lich. So sind die Amplituden der 470fs-Zerfallszeit,wie bei trans-lAPB, nahezukonstant.
Auch die spektraleAbhängigkeitder 7 ¢ 9ps-Kinetik ist identischzu der von lAPB (t � c),
abgesehenvon der spektralenVerschiebung desMaximumsim Spektralbereichder trans-
ππ ¥ -Absorption(λprobe ¯ 390nm). Lediglich die Amplitudender 1 ¢ 9ps-Zerfallszeitzeigen
im Bereichder nπ ¥ -BandeeineanderespektraleAbhängigkeitwie lAPB. Eine Kinetik im
100ps-ZeitbereichwarbeidieserProbenichtzu beobachten.

Abbildung 6.1: FemtosekundenmessungenanAMPB (t § c) berechnetnachGl. 2.6. Die transienteAb-
sorptionklingt mit dendrei Zeitkonstanten470fs, 1 ¨ 6psund7 ¨ 9psab. Desweiterenist ein konstanter
Anteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,umdiezu langenVerzögerungszeitenverbleibendeAbsorp-
tionsänderungdurchPhotoproduktbildungzumodellieren.

Die transientenSpektren(Abb. 6.2 links) von AMPB t � c zeigengroßeÄhnlichkeit zu de-
nenvon lAPB (Abb. 5.7 links): zu frühenVerzögerungszeiten(tD ± 200fs) erkenntmanfür
Abtastwellenlängen­ 400nm zwei Maxima. Für AMPB liegendiesebei etwa427nm und
560nm, für lAPB bei ca.448nm und 570nm. Vergleicht mandie Rotverschiebung der Ma-
xima um 21nm bzw. 10nm mit jenerder Grundzustandsbanden(vgl. Tab. 4.5, so ergeben
sich sehrähnlicheWerte: die Dauerstrich-ππ ¥ -Bandevon trans-lAPB ist um 24nm rotver-
schobengegenübertrans-AMPB, die nπ ¥ -Bandeum 10nm. DasMinimum in dentransienten
Spektrenbei λprobe ¡ 340nm ist durchdasAusbleichender trans-ππ ¥ -Bandedurchdie An-
regungverursacht:die spektralePositiondesMinimums ist identischzu derdesMaximums
derDauerstrich-trans-ππ ¥ -Bande.Bei VerzögerungszeitentD ª 50psist keineAbsorptionsän-
derungmehrsichtbar, so daßdavon ausgegangenwerdenkann,daßein stationärerZustand
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erreichtist. Die verbleibendeAbsorptionsänderungbei tD ª 1ns ist der Bildung desPhoto-
produktescis-AMPB zuzuschreiben.

Abbildung 6.2: links: TransienteSpektrenvon AMPB (t § c) zu den VerzögerungszeitentD «
0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20und50ps(ausAbb. 6.1). Zusätzlichist nochdasDauerstrichdifferenzspektrumge-
strichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.3). Die transientenSpektrenbeidenVerzögerungszeitentD « 200ps
undtD « 1nssindnichtgezeigt,dadiesezu jenemnachtD « 50psidentischsind.
rechts:Anpassungder MeßdatenausAbb. 6.1 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt 46) mit
denZeitkonstantenτ « 0 ¨ 47ps(schwarz),1 ¨ 6ps(rot), 7 ¨ 9ps(grün)sowie einer∞-Komponente(blau).
GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

6.1.2 cis¤ trans-Isomerisierung

Für die Berechnungder Absorptionsänderungendesreinencis-AMPB wurden20% der bei
trans-AMPB erhaltenenSignalevon dengemessenen„cis“-Transientensubtrahiert.Man be-
obachtetim gesamtenuntersuchtenSpektralbereichvon λprobe ¡ 342 ¦ 630nm unmittelbar
nachdem Anregungsimpulseine Absorptionszunahmeder Probe(vgl. Abb. 6.3). Bei Ab-
tastwellenlängenλprobe ° 400nm sind im Zeitbereichder Kreuzkorrelationsbreitedeutliche
Zweiquantenabsorptionssignalesichtbar.

Wie in Abbildungen6.3 und 6.4 zu erkennenist, beobachtetman langwellig von der nπ ¥ -
Absorption(λprobe ª 550nm) ein Abklingen desMeßsignalesmit drei Zeitkonstanten:eine
schnelleKinetik (250fs) dominiert bei λprobe ¡ 650nm. DieseschnellsteKinetik ist beim
cis� trans-ÜbergangdesChromophorsAMPB somiterheblichschnelleralsbeilAPB (380fs),
aberimmernocheinenFaktorzwei langsameralsbei reinemAzobenzol(130fs). Die mittlere
Zerfallszeit(2 ¢ 9ps) ist ebenfallsetwaskleineralsbei lAPB (3 ¢ 4ps). DerspektraleVerlaufdes
Amplitudenspektrumsder 2 ¢ 9ps-Kinetik ist demjenigender 3 ¢ 4ps-Zeitkonstantebei lAPB
sehrähnlichund weist ein Maximum bei λprobe ¡ 530 ¦ 560nm auf. Den beidenKinetiken
dürftealsoderselbephysikalischeProzeßzugrundeliegen.DasAmplitudenspektrumderlang-
samenKomponente(12ps) zeigt denselbenspektralenVerlauf wie jenesder 2 ¢ 9ps-Kinetik.
Diesist andersalsbei lAPB. Dort war dasMaximumdesSpektrumsder33ps-Zeitkonstante
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nochmalsblauverschobengegenüberder3 ¢ 4ps-Kinetik.AufgrundderÄhnlichkeitderAmpli-
tudenspektrenderZerfallszeiten2 ¢ 9psund12pskannbeiAMPB davonausgegangenwerden,
daßdiesedenselbenVorgangim Molekül beschreiben,dernurvonverschiedenenTeilgruppen
von Molekülenunterschiedlichschnelldurchlaufenwird.

Abbildung 6.3: FemtosekundenmessungenanAMPB (c§ t). Der Signalbeitragvon 20%trans-AMPB
ist herausgerechnet.Zur vollständigenBeschreibungderTransientensindfür dengesamtenAbtastwel-
lenlängenbereichdreiZeitkonstanten(250fs, 2 ¨ 9psund12ps) notwendig.Zusätzlichist einkonstanter
Anteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,umdiezu langenVerzögerungszeitenverbleibendeAbsorp-
tionsänderungdurchPhotoproduktbildungzumodellieren.

Daszur Zerfallszeit„unendlich“ gehörendeAmplitudenspektrum(blau in Abb. 6.4, rechts)
unterscheidetsichin einerHinsichtvondemjenigenbei lAPB. Undzwarnichtsosehrvonder
Form, welcheauchhier demDauerstrichdifferenzspektrumgleicht, sondernvon der Größe
derAmplitude im Maximum.AMPB (c � t) zeigt bei etwagleichstarkemAnfangseffekt im
langwelligenAbtastwellenlängenbereich(λprobe ± 550nm) einezweieinhalbfachhöhere,nicht
mehr abklingendeAbsorptionsänderungim Maximum der trans-ππ ¥ -Absorption.Da diese
verbleibendeAbsorptionsänderungaufdie Bildung desPhotoproduktestrans-AMPB zurück-
zuführenist, gibt dieseinenHinweisauf einehöhereQuantenausbeutebei AMPB relativ zu
lAPB.

Die transientenSpektren(Abb. 6.4, links) weisenzu frühenVerzögerungszeitentD ¡ 200fs
im Bereichum λprobe ¡ 450nm ein Minimum auf, welchesdurchdasAusbleichendescis-
Grundzustandesverursachtseinkann.An dersichaufbauendenAbsorptionim blauenSpek-
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6.2 LinearesAMPB-Peptid

tralbereicherkenntmandieBildungdesPhotoproduktestrans-AMPB: dasMaximumderBan-
de etwabei 340nm paßtgut zu demdesDauerstrichdifferenzspektrums(vgl. Abb 4.3 und
Tab. 4.4). Den transientenSpektrenist zu außerdementnehmen,daßab Verzögerungszeiten
tD ª 50pskeinezeitlicheVeränderungderMeßwertemehrfeststellbarist, die Photoreaktion
alsoabgeschlossenseinmuß.

Abbildung 6.4: links: TransienteSpektrenvon AMPB (c§ t) zu den VerzögerungszeitentD «
0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20¬ 50¬ 200psund 1ns (ausAbb. 5.3, rechts).Zusätzlichist nochdasDifferenzspek-
trumgestrichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.3).
rechts:Anpassungder MeßdatenausAbb. 6.3 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt 46) mit
denZeitkonstantenτ « 0 ¨ 25ps(schwarz),2 ¨ 9ps(rot), 12ps(grün)sowie einer∞-Komponente(blau).
GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

6.2 Lineares AMPB-Peptid

6.2.1 trans¤ cis-Isomerisierung

Die elektronischeAnregungvon trans-lAMPB durchLichtimpulsemit einerWellenlängevon
λpump ¡ 480nmerzeugtbeiallenuntersuchtenWellenlängenvon342 ¦ 606nmeineinstantane
Absorptionsänderung.

Im langwelligenSpektralbereichohneGrundzustandsabsorption(λprobe ª 530nm) zeigtsich
einetransienteBandemit einemMaximumbeiλprobe ¡ 560nm. DasbiexponentielleAbklin-
gendieserAbsorptionläßtsichgut mit zwei Zeitkonstanten(580fs, 8 ¢ 8ps)beschreiben.Der
Anteil derschnellenKomponenteist in diesemSpektralbereichungefährkonstantundetwas
kleinerwie jenerder8 ¢ 8ps-Zeitkonstante.Die FormunddieGrößedesAmplitudenspektrums
der 8 ¢ 8ps-Zerfallszeitist demder 9 ¢ 5ps-Zeit von lAPB (vgl. Abb. 5.7 rechts)ähnlich.Dies
ist wiederumein Hinweisdarauf,daßdieseKinetikendenselbenphysikalischenVorgangim
Molekül beschreiben.
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6 ZeitaufgelösteUntersuchungenanmodifiziertenAzopeptiden

Die in Abbildung6.5sichtbareDynamikin dernπ ¥ -Bande(ca.400 ¦ 530nm) gleichtdereben
beschriebenenzeitlichenEntwicklungderAbsorptionnurbegrenzt.In dieserspektralenRegi-
on überwiegt dasVerschwindendertransientenAbsorptionmit einerZeitkonstanten(8 ¢ 8ps).

Abbildung 6.5: FemtosekundenmessungenanlinearenAMPB-Peptiden(t § c) berechnetnachGl. 2.6.
Zur vollständigenBeschreibungderTransientensindfür dengesamtenAbtastwellenlängenbereichdrei
Zeitkonstanten(580fs, 8 ¨ 8psund93ps) notwendig.Desweiterenist einkonstanterAnteil (Zerfallszeit
unendlich)notwendig,umdiezu langenVerzögerungszeitenverbleibendeAbsorptionsänderungdurch
Photoproduktbildungzu modellieren.

Im Bereichder trans-ππ ¥ -Bande(λprobe ¯ 400nm) sind die Absorptionsänderungendurch
zweigegenläufigeEffektebestimmt:durchdieAbnahmedertransientenAbsorptionmit 580fs
und die biexponentielleZunahmemit 8 ¢ 8ps und 93ps. Die 93ps-Kinetik ist nur in diesem
Spektralbereichsichtbar(Abb. 6.6, rechts:magentaKurve).Der spektraleVerlaufdesAmpli-
tudenspektrumsder8 ¢ 8ps-Zeit gleichtjenemder7 ¢ 9ps-Zeit von trans-AMPB (vgl. Abb. 6.2)
sowie jenemder9 ¢ 5ps-Zeitvon trans-lAPB (vgl. Abb. 5.7). Für denVergleichmit lAPB muß
mandie Rotverschiebungder trans-ππ ¥ -Bandeum 30nm gegenüberlAMPB mitberücksich-
tigen.Zu langenZeitenbleibt einerestlichenegative Absorptionsänderungbestehen,die der
BildungdesPhotoproduktescis-lAPB zugeschriebenwerdenkann.

Die dominatenKinetiken (0 ¢ 58ps und 8 ¢ 8ps) sind somit denenvom reinen Chromophor
AMPB (t � c, 470fs, 7 ¢ 9ps)sehrähnlich.Bei lAMPB konntenallerdingskeineAbsorptions-
änderungenmit Zeitkonstantenvonetwa1 ¢ 6pswie beiAMPB (t � c)extrahiertwerden.Dafür
warbeiAMPB (t � c) keineKinetik mit einerZeitkonstanten­ 10psnachweisbar.
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Abbildung 6.6: links: TransienteSpektrenvon linearenAMPB-Peptiden(t § c) zu denVerzögerungs-
zeitentD « 0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20 ¬ 50und200ps(ausAbb. 6.5). Zusätzlichist nochdasDifferenzspektrum
gestrichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.7). DastransienteSpektrumfür tD « 1nsist nicht gezeigt,daes
identischzu jenembei tD « 200psist.
rechts:AnpassungderMeßdatenausAbb. 6.5mittelsderModellfunktion(sieheAbschnitt46) mit den
Zeitkonstantenτ « 0 ¨ 58ps(schwarz),8 ¨ 8ps(grün),93ps(magenta)sowie einer∞-Komponente(blau).
GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

Die transientenSpektrenin Abbildung 6.6 links zeigennochmalsdeutlichdasAusbleichen
dertrans-ππ ¥ -BandedirektnachderAnregung(tD ¡ 200fs). Die PositiondesMinimumsliegt
knappaußerhalbdesMeßbereichesebensowie dasMaximumdertrans-ππ ¥ -Bandedestrans-
Dauerstrichspektrums(bei 339nm, vgl. Tab. 4.5). Die beidenMaximadestransientenSpek-
trums(tD ¡ 200fs) bei 425nm und560nm sindgegenüberdenendestransientenSpektrums
bei tD ¡ 200fs von trans-AMPB verschoben:die kurzwellige transienteAbsorptionsbande
um 5nm zu kürzerenWellenlängenhin. Die entsprichtauchderVerschiebungdertrans-ππ ¥ -
BandederbeidenProben.Dagegenist daslangwelligereMaximumrotverschobengegenüber
AMPB. Bei VerzögerungszeitentD ª 200psist keineAbsorptionsänderungmehrzubeobach-
ten,so daßdavon ausgegangenwerdenkann,daßderChromophorzu diesemZeitpunktdie
Photoreaktionabgeschlossenhat.

6.2.2 cis¤ trans-Isomerisierung

Für die BerechnungderAbsorptionsänderungendesreinencis-lAMPB wurden10%derbei
trans-lAMPB erhaltenenSignalevon den gemessenen„cis“-Transientensubtrahiert.Auch
die elektronischeAnregungvon cis-lAMPB durchLichtimpulsemit einerWellenlängevon
λprobe ¡ 480nm erzeugtbei allenuntersuchtenWellenlängenvon 342 ¦ 606nm eineinstan-
taneAbsorptionsänderung:einesofortigeAbnahmederAbsorptionist bei dieserReaktions-
richtungnur für denBereichdernπ ¥ -Bandezu beobachten(blauerBereichin Abb. 6.7). Die
positivenSignalein Abbildung6.7umdenZeitnullpunktsindnichtkorrigierbareMeßsignale
vomLösungsmittel.
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6 ZeitaufgelösteUntersuchungenanmodifiziertenAzopeptiden

Abbildung 6.7: FemtosekundenmessungenanlinearenAMPB-Peptiden(c§ t). Der Signalbeitragvon
10% trans-lAMPBist herausgerechnet.Zur vollständigenBeschreibung derTransientensind für den
langwelligenAbtastwellenlängenbereichdreiZeitkonstanten(250fs, 1 ¨ 3ps, 10ps) notwendig.Zur An-
passungderDatenim BereichderGrundzustandabsorption benötigtmaneineweitereZerfallszeitvon
58ps. Zusätzlichist einkonstanterAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,umdiezu langenVerzö-
gerungszeitenverbleibendeAbsorptionsänderungdurchPhotoproduktbildungzumodellieren.

Im Spektralbereichder nπ ¥ -Bandeund langwellig davon (außerhalbder Grundzustandsab-
sorption)zeigt sich zu frühen Verzögerungszeiten(tD ¡ 200fs) eine transienteBandemit
einemschwachausgeprägtenMaximum bei etwaλprobe ¡ 550nm, welcheschnellzu kür-
zerenWellenlängenschiebt.Das multiexponentielleAbklingen dieserAbsorptionläßt sich
mit drei Zeitkonstanten(250fs, 1 ¢ 3ps, 10ps) gut beschreiben.Die schnellstenProzessenach
der Anregunglaufensomit gleich schnellab wie bei reinemAMPB (c � t). Der Anteil der
1 ¢ 3ps-Zerfallszeitist im Bereichum λprobe ¡ 540nm maximal,währenddie langsameKom-
ponente(10ps) zu blauerenWellenlängenhin dominiert (500nm) und für λprobe ª 550nm
verschwindet(vgl. Abb. 6.8 rechts).Im Übergangsbereichvon dernπ ¥ - zur trans-ππ ¥ -Bande
(λprobe ¡ 390 ¦ 430nm) war eineAnpassungder Datenim Zeitbereichum 10ps mit diesen
Zerfallszeitennureingeschränktmöglich.

Im Bereichder Grundzustandsabsorption(λprobe ¯ 550nm) benötigtman für eine gut Be-
schreibungderMeßkurvendurchExponentialzerfällezusätzlichzu dendrei schongenannten
Kinetiken eine weitereZerfallszeitvon 58ps, welchenur in diesemSpektralbereichsicht-
bar ist. Ein Vergleich der Amplitudenspektrenvon lAMPB und AMPB für die cis� trans-
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Reaktionsrichtungzeigt, daß die Amplitudenverläufeder drei schnellstenZeiten einander
ähnlichsind.Allerdingsverschwindetim langwelligenSpektralbereichbei lAMPB die 10ps-
Kinetik. Die zu langenZeitenverbleibenderestlichenegative Absorptionsänderung(model-
liert durchdie Zeitkonstanteunendlich),zeigtdie Bildung desPhotoproduktestrans-lAMPB
an.

Abbildung 6.8: links: TransienteSpektrenvon linearenAMPB-Peptiden(c§ t) zu denVerzögerungs-
zeitentD « 0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20¬ 50¬ 200psund 1ns (ausAbb. 6.7). Zusätzlichist nochdasDifferenz-
spektrumgestrichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.7).
rechts:AnpassungderMeßdatenausAbb. 6.7mittelsderModellfunktion(sieheAbschnitt46) mit den
Zeitkonstantenτ « 0 ¨ 25ps(schwarz),1 ¨ 3ps(rot), 10ps(grün),58ps(magenta)sowie einer∞-Kompo-
nente(blau).GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

Die transientenSpektrenin Abbildung 6.8 links zeigenein Ausbleichenim Spektralbe-
reich der nπ ¥ -Bandedirekt nachder Anregung (tD ¡ 200fs). In der trans-ππ ¥ -Bandeent-
stehteineAbsorptionsbande,derenMaximumknappaußerhalbdesMeßbereichesliegt, eben-
sowie dasMaximumder trans-ππ ¥ -Bandedestrans-Dauerstrichspektrums(bei 339nm, vgl.
Tab. 4.5). Somit kanndieserAufbauder Absorptionmit der Produktbildungassoziiertwer-
den.Das Maximum destransientenSpektrumszu frühenVerzögerungszeiten(tD ¡ 200fs)
bei λprobe ¡ 550nm ist gegenüberdem von cis-AMPB um 10nm rotverschoben.Bei Ver-
zögerungszeitentD ª 50ps ist keinewesentlicheAbsorptionsänderungmehrzu beobachten,
so daßdavon ausgegangenwerdenkann,daßein Großteilder angeregtenChromophorezu
diesemZeitpunkteinenstationärenZustanderreichthat.Ein kleinerRestzeigt in der trans-
ππ ¥ -BandenocheineKinetik im Bereichvon einigenhundertPikosekunden.

Zusammenfassendkann festgestelltwerden,daßsich die jeweiligen Kinetiken von lAMPB
unddemreinenChromophorAMPB für beideReaktionsrichtungenrelativ ähnlichsind.Auch
zulAPB findensichParallelen,diedenSchlußzulassen,daßverwandteProzesse,wie z.B.die
BildungderProduktabsorption,in sehrähnlichenZeiträumenablaufen.
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6.3´ Monozyklisc hes AMPB-Peptid

Ebensowie bei derAPB-Peptidfamiliewar nachderDurchführungderbis jetzt vorgestellten
Messungendie Untersuchungder zyklisiertenProbencAMPB und bcAMPB einewichtige
Aufgabe.Der anschließendeVergleichsowohl mit derlinearenVorstufelAMPB alsauchmit
cAPB sollteErkenntnisseüberdenEinflußdesMethylenspacersauf die TriggerungdesFal-
tungsvorgangessowie die RückkopplungderBewegungderAminosäureketteauf denChro-
mophorbringen.

6.3.1 trans¤ cis-Isomerisierung

Abbildung 6.9: FemtosekundenmessungenanmonozyklischenAMPB-Peptiden(t § c) berechnetnach
Gl. 2.6. Zur vollständigenBeschreibung der Transientensind für denlangwelligenAbtastwellenlän-
genbereichzwei Zeitkonstanten(1 ¨ 7ps, 9 ¨ 6ps) notwendig(vgl. Text). Im BereichderGrundzustands-
bandenbenötigtmaneinezusätzlicheZerfallszeitvon120ps, derenAmplitudeallerdingssehrklein ist.
Desweiterenist ein konstanterAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langenVerzöge-
rungszeitenverbleibendeAbsorptionsänderung durchPhotoproduktbildungzumodellieren.

Die Datenin Abbildung6.9 ähnelndenendeslinearenPeptides(Abb. 6.5). Auch daszykli-
siertePeptidzeigtdirektnachderelektronischenAnregungdurch480nm-Lichtimpulsebeial-
lenuntersuchtenWellenlängen(λprobe ¡ 334 ¦ 630nm) eineinstantaneAbsorptionsänderung:
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langwelligvon λprobe ¡ 366nm eineAbsorptionszunahme,für λprobe ° 366nm eineAbnah-
me.Im gesamtenbeobachtetenSpektralbereichsindum denZeitnullpunkt(tD ¡ 0fs) starke
Meßsignalesichtbar. Die Ursachehierfür ist, daßdie Subtraktionder Lösungsmittelsignale
von denMeßdatenin diesemFall nur sehreingeschränkterfolgreichwar. Möglicherweiseist
zwischenderMessungderProbeunddemLösungsmitteldasLaserbündelgedriftet.

Die Datenanpassungerfolgteinsgesamtmit dreiZeitkonstanten:1 ¢ 7ps, 9 ¢ 6psund120ps.Eine
schnellereKinetik, wie siebeiallenzuvor untersuchtenProbenimmersichtbarwar, konnteaus
denDatenmittelsdesverwendetenFitalgorithmusnicht extrahiertwerden.Der Grundhier-
für ist, daßwegenderschwierigenLösungsmittelkorrekturdie Meßdatenerstab tD ¡ 200fs
verwendetwerdenkonnten.Zusätzlichtritt ein, ebenfallsdurchdasLösungmittelverursach-
tes,oszillierendesSignalauf,welchesdieBestimmungeinerZeitkonstantenim 400fs-Bereich
unmöglichmacht.AufgrunddesFehleneinerZeitkonstanteim Subpikosekundenbereicher-
scheinenin demAmplitudenspektrumder1 ¢ 7ps-ZeitkonstantedieKinetikenmehrereProzes-
seüberlagert,diebeidenanderenProbenaufverschiedeneZeitbereicheverteiltwaren.Daher
zeigt dasAmplitudenspektrumder 1 ¢ 7ps-KinetikeinenungewöhnlichenspektralenVerlauf.
Ein direkter Vergleich der Datenmit denenvon lAMPB (t � c) zeigt, daßauchbei dieser
Probe(cAMPB) eineKinetik mit etwa0 ¢ 6ps enthaltenist (vgl. DiskussionAbb. 7.9). Wie
ausAbbildung 6.10 ersichtlich,ist die Form und die GrößedesAmplitudenspektrumsder
9 ¢ 6ps-Zerfallszeitdemder7ps-Zeitvon lAMPB (vgl. Abb. 6.6 rechts)ähnlich.In der trans-
ππ ¥ -Bandekannzusätzlicheine120ps-Kinetik mit geringerAmplitudebeobachtetwerden.

Abbildung 6.10: links: TransienteSpektrenvon monozyklischenAMPB-Peptiden(t § c) zu denVer-
zögerungszeitentD « 0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20¬ 50und200ps(ausAbb. 6.9). Zusätzlichist nochdasDauer-
strichdifferenzspektrumgestrichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.7). DastransienteSpektrumfür tD « 1ns
ist nichtgezeigt,daesidentischzudemjenigenfür tD « 200psist.
rechts:Anpassungder MeßdatenausAbb. 6.9 mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt 46) mit
denZeitkonstantenτ « 1 ¨ 7ps(rot), 9 ¨ 6ps(grün),120ps(magenta)sowie einer∞-Komponente(blau).
GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzu denZeitkonstanten.

Die zu langenZeitenverbleibendeAbsorptionsänderunggleicht von der Form demDauer-
strichdifferenzspektrum(vgl. Abb. 4.7) undbeschreibtdie Photoproduktbildung.
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Die transientenSpektren(Abb. 6.10) voncAMPB zeigen,ebensowie beilAMPB undAMPB,
deutlichdasAusbleichendertrans-ππ ¥ -BandedirektnachderAnregung(tD ¡ 200fs). Die Po-
sition desMinimumsliegt direkt amRanddesMeßbereiches.Bei 338nm ist auchdasMaxi-
mumdertrans-ππ ¥ -Bandedestrans-Dauerstrichspektrumslokalisiert(vgl. Tab. 4.5). Die bei-
denMaximadestransientenSpektrums(tD ¡ 200fs) beiλprobe ¡ 425nmundλprobe ¡ 550nm
befindensichandenselbenspektralenPositionenwie jenebei lAMPB. Bei Verzögerungszei-
tentD ª 200psist keinewesentlicheAbsorptionsänderungmehrzubeobachten,sodaßdavon
ausgegangenwerdenkann,daßderGroßteilderangeregtenChromophorezudiesemZeitpunkt
die Photoreaktionabgeschlossenhat.

6.3.2 cis¤ trans-Isomerisierung

Abbildung 6.11: Femtosekundenmessungenan monozyklischenAMPB-Peptiden(c§ t). Der Signal-
beitragvon 10% trans-cAMPBist herausgerechnet.Zur vollständigenBeschreibung der Transienten
sindfür dengesamtenAbtastwellenlängenbereichvier Zeitkonstanten(190fs,1 ¨ 3ps, 9 ¨ 3psund180ps)
notwendig.Zusätzlichist ein konstanterAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,um die zu langen
VerzögerungszeitenverbleibendeAbsorptionsänderungdurchPhotoproduktbildungzumodellieren.

Für die BerechnungderAbsorptionsänderungendesreinencis-cAMPB wurden10%derbei
trans-cAMPB erhaltenenSignalevon den gemessenen„cis“-Transientensubtrahiert.Ähn-
lich wie bei cis-lAMPB erhältmannachderelektronischenAnregungvon cis-cAMPB durch
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Lichtimpulsemit einerWellenlängevonλpump ¡ 480nmbeiallenuntersuchtenWellenlängen
von334 ¦ 630nmeineinstantaneAbsorptionsänderung:einesofortigeAbnahmederAbsorp-
tion ist beidieserReaktionsrichtungim Spektralbereichdernπ ¥ -Bandezubeobachten(blauer
Bereichin Abb. 6.11). Die in derAbbildung in diesemSpektralbereichsichtbarenpositiven
SignaleumdenZeitnullpunktsindMeßartefakte.

DasmultiexponentielleAbklingen der transientenAbsorptionläßt sich im gesamtenunter-
suchtenSpektralbereichmit vier Zeitkonstanten(190fs, 1 ¢ 3ps, 9 ¢ 3ps, 180ps) sehrgut be-
schreiben.Die schnellstenProzessenachder Anregung (190fs) laufenschnellerab als bei
reinemAMPB (c � t, 250fs) undbei lAMPB (250fs). Ebensowie bei AMPB undlAMPB ist
derBetragderschnellstenKinetik im Spektralbereichλprobe ª 500nmfür λprobe ¡ 600nmam
größten.Die Amplitudender1 ¢ 3ps-Zerfallszeitsindim Bereichumλprobe ¡ 540nmmaximal,
währenddieAmplitudender9 ¢ 3ps-Kinetik zublauerenWellenlängenhin dominiert(500nm)
und für λprobe ª 580nm verschwindet(vgl. Abb. 6.12rechts).BeideletztgenannteZeitkon-
stanten(1 ¢ 3ps, 9 ¢ 3) sindgleichgroßwie die entsprechendenbei lAMPB (1 ¢ 3ps, 10ps).Von
derGrößederAmplitudeetwaeinenFaktordrei schwächer, vom spektralenVerlaufheraber
demAmplitudenspektrumder9 ¢ 3ps-Zeit ähnlich,ist die Amplitudeder180ps-Zeit,welche
ebenfallsfür λprobe ª 580nm keinenBeitragliefert undbei λprobe ¡ 500nm und390nm ein
Maximumbesitzt.

Abbildung 6.12: TransienteSpektrenvon monozyklischenAMPB-Peptiden(c§ t) zu den Verzöge-
rungszeitentD « 0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20¬ 50 ¬ 200psund1ns(ausAbb. 6.11). Zusätzlichist nochdasDau-
erstrichdifferenzspektrumgestrichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.7).
rechts:Anpassungder Meßdatenmittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt46) mit den Zeitkon-
stantenτ « 0 ¨ 19ps(schwarz),1 ¨ 3ps(rot), 9 ¨ 3ps(grün),180ps(magenta)sowie einer∞-Komponente
(blau).GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzudenZeitkonstanten.

In der trans-ππ ¥ -Bande(λprobe ¯ 390nm) fällt ein Unterschiedzu lAMPB (c � t) auf: die
Amplitude der 180ps-Zeit ist negativ, währenddie der 58ps-Zeit bei lAMPB positiv war.
Die BedeutungdiesesUnterschiedeswird in derDiskussionausführlichbehandelt(vgl. Ab-
schnitt7.3.3). Die zu langenZeitenverbleibendeAbsorptionsänderung(modelliertdurchdie
∞-Zeitkonstante)ist durchdieBildungdesPhotoproduktestrans-cAMPB verursacht.
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Die transientenSpektrenin Abbildung 6.12 (links) zeigt im Spektralbereichaußerhalbder
Grundzustandsabsorptionzu frühen Verzögerungszeiteneine transienteBandemit einem
schwachausgeprägtenMaximum bei λprobe ¡ 550nm, welchesschnellzu kürzerenWellen-
längenschiebt.Ebensoist ein Ausbleichenim Bereichdernπ ¥ -Bandedirekt nachderAnre-
gung(tD ¡ 200fs) zuerkennen.In dertrans-ππ ¥ -BandeentstehteineAbsorptionsbande,deren
MaximumknappaußerhalbdesMeßbereichesliegt, ebensowie dasMaximumdertrans-ππ ¥ -
BandedesAbsorptionsspektrums(bei 338nm, vgl. Tab. 4.5). Der AufbaudieserAbsorption
spiegelt dieProduktbildungwieder.

Zusammenfassendkannfestgestelltwerden,daßdie bei cAMPB auftretendenKinetikende-
nenbei lAMPB und AMPB für beideReaktionsrichtungenähnlichsind. Ein Vergleich der
AmplitudenspektrenvoncAMPB undlAMPB für diecis� trans-Reaktionsrichtungzeigt,daß
die Amplitudenverläufederdrei schnellstenZeiteneinandergleichen,ebensowie diejenigen
von lAMPB undAMPB (vgl. Abschnitt6.2). Einzigerwirklich bemerkenswerterUnterschied
zwischendenKinetikendercis� trans-Reaktionvon cAMPB undlAMPB ist einelangsame
Kinetik im Bereichvon hundertPikosekunden,welchebei cAMPB im Spektralbereichder
trans-ππ ¥ -Absorptionein umgekehrtesVorzeichenhatwie bei lAPB. Ob dieseKinetik durch
eine Bewegung der angebrachtenund zyklisiertenAminosäureketteverursachtist, wird in
Kapitel 7 dargelegt.

6.4 Bizyklisc hes AMPB-Peptid

6.4.1 trans¤ cis-Isomerisierung

Nachder elektronischenAnregungvon trans-bcAMPB in der langwelligenFlankeder nπ ¥ -
Bandebeiλprobe ¡ 480nm(vgl. Abb. 4.7) ist auchbeidieserProbeim gesamtenuntersuchten
Wellenlängenbereichvon 342 ¦ 614nm innerhalbder Meßgenauigkeiteine instantantran-
sienteAbsorptionsänderungdetektierbar. Negative Absorptionsänderungendurch dasAus-
bleichender starkentrans-ππ ¥ -Bandeerhält man für die Abtastwellenlängenvon λprobe ¡
342nm ¦ 358nm. Fürλprobe ª 366nmist die initiale Absorptionsänderungpositiv.

Wie in denAbbildungen6.13und6.14zu erkennenist, kanndergesamteDatensatzmit drei
Zeitkonstanten(300fs, 1 ¢ 6ps, 10ps) gut angepaßtwerden.Die primäreKinetik (300fs) ist
bei bcAMPBalsoerheblichschnelleralsbei allenanderenProbenin trans-Konfigurationder
AMPB-Familie, derenkleinsteZeitkonstantenim Bereichvon 500fs liegen.Die beidenan-
derenZerfälle(1 ¢ 6ps,10ps)sindetwagleichschnellwie bei AMPB. Auffällig ist, daßkeine
langsameKinetik im Zeitbereich­ 20pssichtbarist, im Gegensatzzumlinearenundmono-
zyklischenAMPB-Peptid.

Die Amplitudenspektrender 300fs und der 10ps-Zeitsind denender entsprechendenZeit-
konstantenbei AMPB ähnlich (vgl. Abb. 6.14, rechts).Zusätzlichgleicht dasAmplituden-
spektrumder 10ps-Zeit auch dem der 8 ¢ 8ps-Kinetik von lAMPB und der 9 ¢ 6ps-Kinetik
von cAMPB. Hingegen ist dasAmplitudenspektrumder mittleren Zerfallszeit(1 ¢ 6ps) von
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bcAMPB vom spektralenVerlauf keinemAmplitudenspektrumvon AMPB, lAMPB oder
cAMPB ähnlich. Insbesonderedas Maximum bei λprobe ¡ 400nm ist charakteristischfür
bcAMPB(t � c).

Abbildung 6.13: Femtosekundenmessungenan bizyklischenAMPB-Peptiden(t § c) berechnetnach
Gl. 2.6. Zur vollständigenBeschreibung der Transientensind für denuntersuchtenAbtastwellenlän-
genbereichdrei Zeitkonstanten (300fs, 1 ¨ 6ps und 10ps) notwendig.Desweiterenist ein konstanter
Anteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,umdiezu langenVerzögerungszeitenverbleibendeAbsorp-
tionsänderungdurchPhotoproduktbildungzumodellieren.

Auchin dentransientenSpektren(Abb. 6.14links)vonbcAMPBt � c erkenntmandieweitge-
hendeÜbereinstimmungderEntwicklungderAbsorptionzwischendenuntersuchtenAMPB-
Proben.Auf einpaarBesonderheitenseihierhingewiesen:WährenddasMaximumzufrühen
Verzögerungszeiten(tD ± 200fs) bei λprobe ¡ 560nmrelativ zu cAMPB unverschobenist, ist
daszweite,kurzwelligereum etwa15nm blauverschobenauf λprobe ¡ 410nm. Man erkennt
aberdeutlich,daßdie ZentralwellenlängedieserzuletztgenanntentransientenBandeinner-
halbvon5psauf430nmschiebt.Ein Effekt,derbeiAMPB (t � c) überhauptnichtauftritt und
beidenbeidenanderenAMPB-Peptidennursehrschwach.

Bei VerzögerungszeitentD ª 50psist keineAbsorptionsänderungmehrsichtbar, sodaßdavon
ausgegangenwerdenkann,daßein stationärerZustanderreichtist. Die verbleibendeAbsorp-
tionsänderungbei tD ª 1nszeigtan,daßdasPhotoproduktescis-AMPB gebildetwordenist.
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Abbildung 6.14: links: TransienteSpektrenvon bizyklischenAMPB-Peptiden(t § c) zu denVerzöge-
rungszeitentD « 0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20¬ 50und200ps(ausAbb. 6.13). Zusätzlichist nochdasDifferenz-
spektrumgestrichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.7). DastransienteSpektrumtD « 1nsist identischzu
jenembei tD « 200psunddeshalbweggelassen.
rechts:Anpassungder MeßdatenausAbb. 6.13mittels der Modellfunktion (sieheAbschnitt46) mit
denZeitkonstantenτ « 0 ¨ 3ps(schwarz),1 ¨ 6ps(rot), 10ps (grün)sowie einer∞-Komponente(blau).
GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzudenZeitkonstanten.

6.4.2 cis¤ trans-Isomerisierung

Für die Berechnungder Absorptionsänderungendesreinencis-bcAMPB wurden10% der
bei trans-bcAMPB erhaltenenSignalevon den gemessenen„cis“-Transientensubtrahiert.
Man beobachtetfür die cis� trans-Isomerisierungim gesamtenuntersuchtenSpektralbereich
(λprobe ¡ 342 ¦ 614nm) unmittelbarnachdemAnregungsimpulseineAbsorptionszunahme
der Probe(vgl. Abb. 6.15). Die direkt am Zeitnullpunkterfolgende,sehrschnelleZu- und
anschließendeAbnahmeder Absorptionbei Wellenlängenλprobe ª 400nm ist nicht auf ei-
ne ReaktionderProbesondernauf dasnicht vollständigsubtrahierbareLösungsmittelsignal
zurückzuführen.Desweiterenist bei Abtastwellenlängenλprobe ° 400nm im Zeitbereichder
KreuzkorrelationsbreiteeindeutlichesZweiquantenabsorptionssignalsichtbar. Somitsinddie
MeßdatenerstabVerzögerungszeitentD ª 150fs zuverlässigauswertbar. Im Abtastwellenlän-
genbereichumλprobe ¡ 480nmmußteneinigeMeßkurvenaufgrundderstarkenStreuungdes
AnregungslichtesunddemdarausresultierendenRauschenweggelassenwerden.

Ebensowie beimzyklischenAPB-Peptidtritt bei dercis� trans-Isomerisierungdesbizykli-
schenAMPB-PeptidszumerstenMal in derAMPB-FamilieauchaufderNanosekundenzeits-
kalaeineDynamikauf.Zu sehenist diesim Maximumdertrans-ππ ¥ -Bande.

In der nπ ¥ -Bandeund bei Abtastwellenlängenaußerhalbder Grundzustandsabsorptionläßt
sichdasAbklingendertransientenAbsorptiondurchdieVerwendungvondreiZeitkonstanten
(300fs, 5 ¢ 4psund100ps)anpassen(vgl. Abb. 6.15). Dabeiträgtdie300fs-Zeitkonstantema-
ximal bei 600nm bei. Die schnellsteDynamikbei bcAMPB ist somit signifikantlangsamer
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alsbeidenbeidenanderenAMPB-Peptiden.DasAmplitudenspektrumdernächstlangsameren
Zeit (5 ¢ 4ps) hatihr Maximumbeiλprobe ¡ 550nm, dasder100ps-Komponenteliegt beietwa
λprobe ¡ 510nm (vgl. Abb. 6.16rechts).Der Beitragder100ps-Zeiterreichtin der langwel-
ligen Flankeder trans-ππ ¥ -Bandenochmalein Maximum (λprobe ¡ 375nm). Die in diesem
Spektralbereichmußfür eineguteDatenanpassungeine1ns-Kinetik hinzugenommenwer-
den.DieseNanosekundenkinetikliefert bei λprobe ¡ 360nm denmaximalenBeitragzu den
Transienten.

Abbildung 6.15: FemtosekundenmessungenanbizyklischenAMPB-Peptiden(c§ t). DerSignalbeitrag
von10%trans-bcAMPBist herausgerechnet.Zur vollständigenBeschreibungderTransientensindfür
denlangwelligenAbtastwellenlängenbereichdreiZeitkonstanten(300fs,5 ¨ 4psund100ps) notwendig.
Im BereichderGrundzustandsbandenbenötigtmaneinezusätzlicheZerfallszeitvon1ns. Desweiteren
ist einkonstanterAnteil (Zerfallszeitunendlich)notwendig,umdiezu langenVerzögerungszeitenver-
bleibendeAbsorptionsänderungdurchPhotoproduktbildungzumodellieren.

Die Amplitudenspektrender beidenschnellstenZeitkonstantensind mit denender anderen
Probenvom spektralenVerlauf vergleichbar. Zu berücksichtigenist, daßdasSpektrumder
5 ¢ 4ps-Zeit mit demder 1 ¢ 3ps-Zeit von lAMPB und cAMPB verglichenwerdenmuß.Dies
bedeutet,daßderzugrundeliegendeProzeßbei bcAMPB langsamerabläuftalsbei denVer-
gleichsproben.Die 100ps-Kinetik weist ein Spektrumauf, welchesin der trans-ππ ¥ -Bande
demder 58ps-Zeitvon lAMPB (c � t) undauchder120ps-Zeitvon cAMPB (t � c) gleicht.
DerspektraleVerlaufdesAmplitudenspektrumsder180ps-Zeit voncAMPB (c � t) in diesem
Spektralbereichist jedochvollkommenanders.Im Wellenlängenbereichλprobe ª 450nmhin-
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gegengleichensichdie AmplitudenspektrendergenanntenDynamikenvon bcAMPB (c � t)
undcAMPB (c � t). MöglicheUrsachendafürwerdenin Abschnitt7.3.3diskutiert.

Die Nanosekundenkinetikist nur im Bereichder trans-ππ ¥ -Bandesichtbar. Eine nicht voll-
ständigunterdrückteRotationsdepolarisationals Ursachefür diesesSignalscheidetaus,da
ein derartigerEffekt ein Spektrumhervorbringenmuß,welchesdemder unendlichenZeit-
konstantegleicht (bis auf einenSkalierungsfaktor).Hier ist aberdeutlichzu sehen,daßdas
Maximum desAmplitudenspektrumsder 1ns-Zerfallszeitum mindestens20nm gegenüber
demAmplitudenspektrumder∞-Zeitkonstanterotverschobenist.

Abbildung 6.16: TransienteSpektrenvon bizyklischenAMPB-Peptiden(c§ t) zu denVerzögerungs-
zeitentD « 0 ¨ 2 ¬ 0 ¨ 5 ¬ 2 ¨ 0 ¬ 5 ¨ 0 ¬ 20¬ 50¬ 200psund1ns(ausAbb. 6.11). Zusätzlichist nochdasDifferenz-
spektrumgestrichelteingezeichnet(vgl. Abb. 4.7).
rechts:AnpassungderMeßdatenmittelsderModellfunktion(sieheAbschnitt46) mit denZeitkonstan-
tenτ « 0 ¨ 30ps(schwarz),5 ¨ 4ps(rot),100ps(magenta),1ns(türkis)sowieeiner∞-Komponente(blau).
GezeigtsinddieermitteltenAmplitudenzudenZeitkonstanten.

Die transientenSpektrenin Abbildung 6.16 (links) zeigenaußerhalbder Grundzustands-
absorptiondascharakteristischeVerschiebender transientenBande,wie diesz.B. auchbei
cAMPB beobachtetwurde.Im Bereichdernπ ¥ -BandeerkenntmandirektnachderAnregung
(tD ¡ 200fs) ein Ausbleichen.In der trans-ππ ¥ -BandeentstehteineAbsorptionsbande,deren
MaximumknappaußerhalbdesMeßbereichesliegt, ebensowie dasMaximumdertrans-ππ ¥ -
Bandedestrans-Dauerstrichspektrums(bei338nm, vgl. Tab. 4.5). DieserAufbauderAbsorp-
tion ist mit derProduktbildung(trans-bcAMPB)verbunden.

Zusammenfassendkannausgesagtwerden,daßesbeimbizyklischenAMPB-Peptidsichtbare
Auswirkungender Peptidketteauf die IsomerisierungsreaktiondesChromophoresgibt: bei
bcAMPBist für die trans� cis-Isomerisierungvor allemdieschnellsteKinetik gegenüberden
anderenAMPB-Peptidenbeschleunigt,in derumgekehrtenReaktionsrichtung(c � t) verlang-
samt.Zusätzlichtritt bei der cis� trans-IsomerisierungeineNanosekundendynamikauf. Ob
diesemit einerFaltungsbewegungdesPeptidrückgratesin Verbindunggebrachtwerdenkann,
wird im nächstenKapiteldiskutiert.
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7 Diskussion

EineHauptaufgabedieserArbeit wases,eineAntwort auf folgendeFragenzufinden:

  Azobenzol hat sich als gut geeigneter, schneller Photoschalter dargestellt
[NÄGELE etal., 1997, NÄGELE, 1998]. Bleibt diese Eigenschaftaber auch in den
Peptid-Chromophor-Verbindungenerhalten,d.h. schaltetder Chromophorauchnach
demEinbauin einPeptidnochschnellgenugundmit hoherQuantenausbeute?

  Findendie erstenFaltungsvorgängein kleinenModellpeptidenaufeinerZeitskalastatt,
die derFemtosekundenspektroskopiezugänglichist, alsoinnerhalbvon etwaeinerNa-
nosekunde?

  GibteseineRückkopplungvondersichbewegendenAminosäureketteaufdenChromo-
phor, die in VIS-Experimentensichtbarwird, sodaßderFarbstoff nebenderFunktion
deroptischenTriggerungderFaltungsreaktionauchnochals Sondevewendetwerden
kann?

UnterderVoraussetzung,daßmandie Rückkopplungbeobachtenkann,würdemanaufgrund
derNMR-Strukturen(Abb. 4.4 und4.6) erwarten,daßdie durchdenFaltungsvorgangverur-
sachtenEffekte beim zyklischenAPB und beim bizyklischenAMPB am größtensind. Die
Auswirkungenim zyklischenAMPB-Peptidsolltengeringersein,dadie trans-Strukturnicht
sorestriktiv definiertist wie beidenbeidenanderenZyklopeptiden.Falls eseinenEinflußder
FaltungsdynamikderzyklisiertenAminosäureketteaufdenChromophorgibt, soerwartetman
für die linearenAzopeptidedeutlichandereSignaleals für die jeweiligenZyklopeptide.Die
Antwortenauf dieseFragenerfolgengetrenntfür die zwei Chromophortypen(APB/AMPB),
nachdemzuvor anhanddergemessenenDatenvonAzobenzoldiedynamischenEigenschaften
desFarbstoffesdargestelltwurden.

Im erstenTeil derDiskussionwird die Dynamikderzu Pseudoaminosäurenumgewandelten
„reinen“ ChromophoreAPB und AMPB im Hinblick auf die Fragestellunguntersuchtund
mit derDynamikvonAzobenzolverglichen.Anschließendfolgenjeweilsdie linearenPeptide
als Vorstufenfür die zyklischenMoleküle. Ein Vergleich der Transientender linearenund
zyklischenPeptidesolltedannRückschlüsseaufdieDynamikvonKonformationsänderungen
zulassen.

97



7 Diskussion

Vor Beginn dereigentlichenDiskussionwird schematischdie Isomerisierungsreaktionin ei-
nemPotentialflächenbildvorgestellt.Damit soll die Ursachefür verschiedeneMeßsignalbei-
trägeerläutertwerden.
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Abbildung 7.1: EinfacheseindimensionalesPotentialflächenbildfür die Isomerisierungsreaktion:Nach
Anregung(hν) in denerstenangeregtenZustand(S1) folgt eineBewegungentlangderReaktionskoor-
dinatein dasMinimum derS1-Fläche.Von dort erfolgtdie strahlungsloseRückkehrauf die Grundzu-
standspotentialfläche.NachderEquilibrierungmit derUmgebungsinddie angeregtenMoleküleent-
wederwiederim Ausgangszustandoderisomerisiertundbefindensichim anderenPotentialminimum.
SolangedasSystemsichim angeregtenZustandbefindet,kannexcited-state-Absorption(ESA) sowie
stimulierteEmission(nichteingezeichnet)auftreten.

Die Anregung(hν) desMolekülserfolgtauseinemderbeidenMinima derGrundzustandspo-
tentialfläche(transbzw. cis) aufdiePotentialflächedeserstenangeregtenZustandes(S1). Nach
einerBewegungentlangderReaktionskoordinatein dasMinimum derS1-Flächeerfolgt der
strahlungsloseÜbergangaufdieS0-PotentialflächeundvondortdieRückkehrin einesderbei-
denMinima derS0-Fläche.Die VerweildauerdesMolekülsim S1-Zustandläßtsichspektro-
skopischz.B.mit Hilfe derS1� Sn-Absorption(ESA1) bestimmen.SolangesichdasMolekül
dort befindet,kannesdurchdie AbsorptioneinesweiterenPhotonsin höherliegendeZustän-
de(Sn) angeregt werden.Bei Azobenzolz.B. beobachtetmanfür beideReaktionsrichtungen
eineausgeprägteS1� Sn-Absorptionim langwelligenSpektralbereich(λprobe ª 550nm). Da
die stimulierteEmissioneinensehrkleinenWirkungsquerschnittbesitzt,wird ihr Signalbei-
tragvon demderstarkenexcited-stateAbsorptionüberdeckt.Gleichzeitigmit derAnregung
erhältmanaußerdemein Ausbleichender AbsorptionausdemGrundzustandaufgrundder

1engl.excitedstateabsorption
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nunkleinerenBesetzungsdichtedesAusgangszustandes.Mit der Rückkehrder Moleküle in
dieMinima derGrundzustandspotentialflächegehtdiesesAusbleichenwiederzurückbzw. es
erscheinteinePhotoproduktabsorption.

Nach dem strahlungslosenS1 � S0-Übergang befindet sich das Molekül in einem „hei-
ßen“ Grundzustand(gestrichelt in Abb. 7.1 eingezeichnet),wie er schon mehrfachbe-
obachtetwurde [WILD etal., 1985, KAISER undSEILMEIER, 1987, LÄRMER etal., 1989,
HAMM etal.,1997]. EssetzteinEnergieumverteilungsprozeßinnerhalbdesMolekülsundan-
schließendauchmit dessenUmgebungein,bissichLösungsmittelmoleküleundgelösterStoff
im thermodynamischenGleichgewicht befinden.Wirken nachder RückkehrdesMoleküls
aufdie GrundzustandsflächeexterneZwangsbedingungen,z.B.aufgrundeinermechanischen
Spannung,die durcheinePeptidketteverursachtwird, sowird die Grundzustandsenergie an-
gehobensein.Diesführt solangezueinerRotverschiebungdesAbsorptionsspektrums,bisdie
äußerenEinflüsseverschwinden.

Die Zeitbereichefür ÜbergängezwischenelektronischenZuständenundfür Kühlprozesselie-
genjeweils im Bereichvon wenigenPikosekundenundüberlappendaherteilweise.Deshalb
kannin denvorgestelltenAmplitudenspektreneinegenaueZuordnungderbeobachtetenAm-
plitudenzu denzugrundeliegendenProzessenoft nicht ohneZusatzinformationenerfolgen.
Dieserschwertdie detaillierteInterpretationdergezeigtenErgebnisse.

7.1 Azobenzol

Das VerständnisdesdetailliertenAblaufs der Photoreaktionvon Azobenzolist mittlerwei-
le weit fortgeschritten,auchwennbei einzelnenDetailsnochUnklarheitenbestehen.Die im
RahmendieserArbeit aufgenommenenMeßergebnissesollenim Hinblick aufdienachfolgen-
deDiskussionderPeptiddynamikuntersuchtundmit veröffentlichtenDatenverglichenbzw.
in Beziehunggebrachtwerden.Da derSchwerpunktdieserArbeit nicht die Aufklärung der
Azobenzolisomerisierungwar, wird im folgendenaufeineWeiterentwicklungdesIsomerisie-
rungsmodellesverzichtet.Am EndedesAbschnittes7.2.3(Seite112) sind in Tabelle7.1 die
Quantenausbeutensowie dieausderDatenanpassungerhaltenenZeitkonstandenvonAzoben-
zol, lAPB undcAPBaufgelistet.

7.1.1 trans¤ cis-Isomerisierung

An denAnfangderDiskussionsoll ein Vergleichmit schonbekanntenMessungenan trans-
Azobenzolgestelltwerden.Anschließendfolgt einedetaillierteAuseinandersetzungmit den
in Abschnitt5.1vorgestelltenMeßergebnissen.

ZeitaufgelösteMessungenbei einer Anregungswellenlängevon λpump ¡ 435nm im Ma-
ximum der nπ ¥ -Bande,die hier am Lehrstuhldurchgeführtwurden [NÄGELE etal., 1997,
NÄGELE, 1998], ergabenähnlicheKinetikenwie die in Abschnitt5.1 vorgestellten.Die Ab-
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klingzeitenbei denMessungenvon Nägeleet al. warenmit 320fs und 2 ¢ 1ps etwaskleiner.
Die zugehörigenAmplitudenspektrenzeigenjeweilseinMaximumbeietwaλprobe ¡ 530nm,
an derselbenspektralenPositionwie die Amplitudenspektrender 440fs- und 3 ¢ 3ps-Kinetik
(vgl. Abb. 5.2 rechts).Die starkeAbsorptionsbandeum 400nm lag bei denMessungenvon
NägeleaußerhalbdesuntersuchtenSpektralbereiches.Die jeweiligen Verhältnisseder Am-
plitudenderschnellenundlangsamerenZeitkonstanteunterscheidensich:Für die Datenvon
Nägeleergibt sich im Maximum bei λprobe ¡ 530nm ein Quotientvon etwa2 („schnell“ zu
„langsam“),währender bei denhiervorgestelltenMessungenetwa1.5beträgt.Weiter im ro-
tenSpektralbereich(z.B. λprobe ¡ 650nm) ergibt sichein Verhältnisvon 5 für denDatensatz
von Nägele,im Gegensatzzu einemWert von 1 in dieserArbeit. Dies bedeutet,daßin den
hier vorgestelltentrans-Azobenzol-Messungenein größererAnteil von Molekülenlängerauf
der S1-Potentialflächeverweilt als bei denExperimentenvon Nägeleet al. Ursachefür die
leicht anderenZeitkonstantenundAmplitudenverhältnissekönntedie unterschiedlicheAnre-
gungswellenlängesein.Der StartderReaktionerfolgt dadurchin einemanderenBereichdes
S1-Potentialfläche.DieskönnteeinenetwasgeändertenReaktionsablaufnachsichziehen(vgl.
unten,Abschnitt7.1.3).

Lednev et al. beobachtenbei einerAnregungin derkurzwelligenFlankedernπ-Bandeeben-
falls eine biexponentielleKinetik (600fs und 2 ¢ 5ps). Erfolgte die Anregungallerdingsauf
der langwelligenSeitedesMaximumsder nπ ¥ -Absorption,so erhieltensie ein monoexpo-
nentiellesAbklingendertransientenAbsorptionmit 2 ¢ 3ps[LEDNEV et al.,1998b]. Diessteht
im Gegensatzzu denin Kapitel 5 vorgestelltenMessungen.DieseDiskrepanzkönntezum
einendadurcherklärt werden,daßdie eineMessung(λpump ¡ 503nm) mit einerZeitauflö-
sungvon 500fs in einemsehrschmalenWellenlängenbereich(λprobe ¡ 390 ¦ 420nm) durch-
geführtwurde.Aufgrundderrelativ geringenZeitauflösungkönnteesdurchaussein,daßeine
schnellereKinetik nicht nachgewiesenwerdenkonnte.Zum anderenhattedie zweitederar-
tige Messung(λpump ¡ 445nm) von Lednev, die vergleichbareErgebnissewie die von Nä-
geleet al. ergebensollte,einegeringereDatenqualität.Dadurchwar trotz derausreichenden
Zeitauflösung(180fs) dieschnelleDynamiknichtsichtbar. ZudemmachenLednev etal.keine
AngabenüberKonzentrationenundAnregungsenergiedichten,welcheauchursächlichfür die
unterschiedlichenErgebnisseseinkönnen.Dasvon Lednev angegebenetransienteSpektrum,
aufgenommen900fs nacheinerAnregungmit λpump ¡ 445nm, gleichtqualitativ demin Ab-
bildung5.2gezeigten.Die SignalverhältnissederbeidenMaxima(400nmund540nm) zuein-
andersindallerdingsbeiLednev fastumdenFaktor2geringer[LEDNEV etal.,1998b, Abb. 3]
alsim transientenSpektrumbei tD ¡ 900fs (nichtgezeigt)derDatenausAbbildung5.1.

ExperimentevonAzumaetal. aneinemleichtmodifiziertenAzobenzol2 sowie vonLednev et
al. an reinemtrans-Azobenzolergaben,daßbei einerAnregungin derππ ¥ -BandederÜber-
gangvom zweitenangeregten Zustandin denerstenin wenigerals etwa200fs stattfinden
muß.Der Übergangin denGrundzustandfindetdannin einemZeitbereichvon1 ¦ 10psstatt
[AZUMA et al.,1998, LEDNEV etal., 1998b].

Die transientenSpektrenin Abbildung 5.2 zeigen,daßtrans-Azobenzolin der erstenPiko-

2Azuma et al. habendie Experimentean dem Flussigkristalltrans-4-butyl-4’-methoxyazobenzolin Lösung
(n-Hexan)durchgeführt.
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sekundenach einer nπ ¥ -Anregung (λpump ¡ 480nm) außerhalbder Grundzustandsbanden
(530nm ¯ λprobe ¯ 650nm) einedeutlicheAbsorptionaufweist.Eine Rotverschiebung des
GrundzustandeskannhierfürnichtdieUrsachesein,daeinemheißenGrundzustandmit einer
typischenTemperaturvon 1000K[HAMM et al.,1997] in einfacherNährungein etwa10nm
rotverschobenesGrundzustandsspektrumzugeordnetwerdenkann.Datrans-Azobenzollang-
wellig vonλprobe ¡ 530nmnichtmehrabsorbiert(vgl. Abb. 4.2), kanndieauftretendeAbsorp-
tionsbandemit einemMaximum um 550nm nicht durcheinenheißenGrundzustanderklärt
werden.EinzigverbleibendemöglicheUrsacheist eineexcited-stateAbsorption.

Die Amplitudenspektrenausder Datenanpassungder 440fs- und 3 ¢ 3ps-Kinetik (Abb. 5.2,
rechts)sindbeideim Spektralbereichλprobe ª 500nm positiv. Dies ist, wie ebenausgeführt,
demVerschwindeneinerexcited-stateAbsorptionzuzuschreiben.Also verläßteinTeil deran-
geregtentrans-Azobenzolmoleküledie S1-Potentialflächemit 440fs, derRestmit 3 ¢ 3ps. Die
UnterschiedezwischenbeidenAmplitudenspektrenim BereichderGrundzustandsabsorption
weisenaberdaraufhin, daßsichdie AusgangszuständederdenKinetikenzugrundliegenden
ProzesseanverschiedenenStellenderS1-Flächebefindenmüssen.Außerdemfällt auf,daßder
SpektralverlaufderAmplitudender langsamenZeitkonstante(3 ¢ 3ps) demAbsorptionsspek-
trum desGrundzustandessehrähnlichist – allerdingsum etwa80nm rotverschoben.Diese
ÄhnlichkeiteinesAmplitudenspektrumsmit demGrundzustandsspektrumderProbeist auch
beiallenanderenProbenfür die t � c-Isomerisierungzu finden.

Erstmalssichtbarwurdebei denim RahmendieserArbeit durchgeführtenMessungeneine
Kinetik mit 11ps.AufgrunddesspektralenVerlaufsdesAmplitudenspektrumsdieserKinetik
unddemWert derZeitkonstantenliegt die Vermutungnahe,daßhierbeiein intermolekularer
Abkühlprozeßbeobachtetwurde(vgl. untencis� trans-Reaktion).

Die verbleibendeAbsorptionsänderungzulangenZeitentD ª 1nsbzw. dieNotwendigkeitder
Verwendungeiner∞-Zeitkonstantenin derDatenanpassungist derPhotoproduktbildungzuzu-
schreiben:eingewisserBruchteilderangeregtenMoleküleist isomerisiert.Dacis-Azobenzol
einanderesAbsorptionsspektrumwie trans-Azobenzolaufweistundlangzeitstabilist, ist auch
bei tD ¡ 1nsnocheineAbsorptionsänderungdetektierbar. EineAbschätzungder Isomerisie-
rungsquantenausbeuteausdemVerhältnisvon gemessenerlanglebigerAbsorptionsänderung
im Maximumdernπ ¥ -BandezumaximalmöglichemSignal,wenn100%derangeregtenMo-
leküle3 isomerisierenwürden,ergibt eineQuantenausbeutevon Ψ ¡ 20%(vgl. auchBemer-
kungenin Abschnitt7.2.2). Dies ist in guterÜbereinstimmungzu denin der Literatur ver-
öffentlichtenWerten(vgl. Tab. 4.1). Ob die Photoisomerisierungnur mit 440fs bzw. 3 ¢ 3ps
abläuftoderaberbeideKinetiken aucheinePhotoproduktbildungbeinhalten,kannanhand
derAmplitudenspektrennichtentschiedenwerden.

3ProAnregungsimpulswerden0.8%derim AnregungsvolumenvorhandenenMoleküleangeregt.
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7.1.2 cis¤ trans-Isomerisierung

Auch die cis� trans-Isomerisierungwurdeschonfrüher amLehrstuhluntersucht,allerdings
erfolgte die Anregungwiederumbei λpump ¡ 435nm. Damalserhielt man einedominante
Kinetik mit 180fs undzwei weiteremit einer0 ¢ 9ps-ZeitkonstantenundeinervariablenZeit
von 3-20ps [NÄGELE etal., 1997]. Einezusätzliche,von Nägeleet al. bei größerenAbtast-
wellenlängengefundeneDynamikmit einercharakteristischenZeit von 2 ¢ 1pskonntein den
neuenUntersuchungennicht beobachtetwerden.Allerdings könntediesan denkleinenSi-
gnalennaheder AuflösungsgrenzedesSystemsliegen.Die Amplitudenspektrender 0 ¢ 9ps-
Kinetik unddervariablenZeitkonstantevon Nägelesinddenender1 ¢ 1ps-und11ps-Kinetik
(Abbildung5.5 rechts)vom spektralenVerlaufähnlich[NÄGELE, 1998]. Auch die Amplitu-
denverhältnisse(schnellzu langsam)sindbei beidenMessungenvergleichbar.

Im Spektralbereichλprobe ª 580nmerkenntmansowohl andentransientenSpektrenalsauch
andemsehrdominantenAmplitudenspektrumder130fs-Kinetik (Abb. 5.5), daßdie Abnah-
mederBesetzungsdichtedesangeregtenZustandesüberwiegendmit derZeitkonstanten130fs
geschieht.Ob mit der130fs-Kinetik aucheinePhotoproduktbildungverknüpftist, kannmit-
tels deszugehörigenAmplitudenspektrumsnicht beurteiltwerden.Allgemein erkenntman
in AmplitudenspektreneineAbsorptionszunahmebei einemÜbergangvon einemZustandin
dennächstendurchnegativeAmplitudenim entsprechendenSpektralbereich.Mit derBildung
desPhotoproduktestrans-Azobenzolmußdie Absorptionim Spektralbereichder trans-ππ ¥ -
Absorption(λmax ¡ 320nm) relativ zumcis-Ausgangszustandstarkzunehmen.BeiAzobenzol
würdemandeshalbfür λprobe ¯ 380nmnegativeWertefür dieAmplitudender130fs-Kinetik
erwarten,wennmit dieserZeitkonstantenheißestrans-Azobenzolgebildetwird. Gleichzeitig
mit derAbsorptionszunahmedurchdie Bildung von trans-Azobenzolerfolgt aberaucheine
AbsorptionsabnahmeaufgrundderabnehmendenBesetzungsdichtedesangeregtenZustandes.
Besitztdieexcited-stateAbsorptioneinensehrgroßenWirkungsquerschnitt,sokannamRand
der trans-ππ ¥ -Absorption(λprobe ¡ 360 ¦ 380nm) dasSignalderabklingendenexcited-state
AbsorptiondasjenigederPhotoproduktbildungüberwiegen.Essinddannin diesemWellen-
längenbereichpositive Amplitudensichtbar.

Der spektraleVerlauf deszehnmalschwächerenAmplitudenspektrumsder 11ps-Kinetik ist
charakteristischfür ein Kühlspektrum(vgl. Abb. 5.5). Es liegt somitdie Interpretationnahe,
daßdasmit 130fs gebildeteheißetrans-Azobenzolmit 11ps abkühlt. Im Verlauf desAb-
kühlvorgangesverschiebtsichdasAbsorptionsspektrumzu kürzerenWellenlängenhin (vgl.
Diskussionder Abb. 7.11). Im Spektralbereichder langwelligenFlankeder ππ ¥ - und nπ ¥ -
AbsorptionerwartetmandaherwährenddesAbkühlenseineAbsorptionsabnahme.Diesführt
in diesemSpektralbereichzu positiven Amplitudender damit verbundenenZerfallskinetik.
Im AbtastwellenlängenbereichderkurzwelligenFlankenderGrundzustandsabsorptionsollte
hingegeneineZunahmederAbsorptionundsomitbeiderDatenanpassungnegativeAmplitu-
denauftreten.GenaudieserVorzeichenwechselist im Amplitudenspektrumder11ps-Kinetik
sichtbar. Im Amplitudenspektrumder11ps-Kinetikkannabernochein zusätzlicherBeitrag
enthaltensein:aufgrundder sehrkleinenAmplituden für λprobe ª 550nm kannnicht end-
gültig entschiedenwerden,ob ein sehrkleiner Bruchteil der angeregten Moleküle die S1-
Potentialflächeerstnachetwa11psverläßt.
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Die Amplitudender1 ¢ 1ps-Kinetikverschwindenim langwelligenSpektralbereich(λprobe ª
600nm). Da der angeregte Zustandbei allen anderenuntersuchtenProbenauchin diesem
Wellenlängenbereichabsorbierthat, erscheintes unwahrscheinlich,daß dies bei Azoben-
zol andersist. Daher muß die 1 ¢ 1ps-Kinetik einen anderenUrsprungals einen S1 � S0-
Übergang besitzen,da sonst auch für λprobe ª 600nm von Null verschiedeneAmplitu-
den auftretenmüßten.Eine mögliche Ursacheist die intramolekulareEnergieumvertei-
lung [KAISER, 1985, KAISER undSEILMEIER, 1987]. Nach dem schnellenÜbergang auf
die S0-Potentialflächegeht die Besetzungverteilungder SchwingungsmodendesMoleküls
von einer nichtthermischenin eine thermischeVerteilung über. Am Ende diesesProzes-
seskann demMolekül danneine interneTemperaturvon etwa1000K zugeordnetwerden
[WILD etal., 1985, HAMM etal., 1997]. Dasin Verbindungmit dieserEnergieumverteilung
erwarteteAmplitudenspektrumentsprichtabernur begrenztdemjenigender 1 ¢ 1ps-Kinetik
voncis-Azobenzol.Die 1 ¢ 1ps-Kinetik kanndahernichteindeutigeinembestimmtenphysika-
lischenProzeßzugeordnetwerden.

Eine Größenordnunglangsamervollzieht sich der WärmeaustauschzwischendemMolekül
unddemumgebendenLösungsmittel(Wärmebad)[KAISER, 1985]. In einemZeitbereichvon
10 ¦ 20pskühlt dasMolekül aufdieUmgebungstemperaturab[HAMM etal., 1997]. Thomas
Nägelehatdie für diesenAbkühlvorgangcharakteristischeWellenlängenabhängigkeitderzu-
gehörigenZeitkonstantennachweisenkönnenund einevariableZeitkonstantevon 3 ¦ 20ps
gefunden[NÄGELE, 1998]. Da die UntersuchungdieserVorgängenicht Schwerpunktdieser
Arbeit war, wurdenim RahmenderAuswertungderMeßergebnissekeinevariierendenZeit-
konstantenverwendet.Die beobachteteZeit von11pspaßtabergutzueinem„Mittelwert“ der
variablenZeiten.TheoretischeRechnungenkonntenunlängstbestätigen,daßdie Energieab-
gabedesAzobenzolsandasLösungsmittelin diesemZeitrahmenabläuft[CARSTENS, 2001].

EineFragedrängtsichnunauf:WarumsiehtmandieseThermalisierungs-undKühlvorgänge
bei trans-Azobenzolnicht so deutlich?Eine möglicheAntwort ist, daßdie durch dasAb-
kühlenhervorgerufenenAbsorptionsänderungenklein sind im Vergleich zu denendurchdie
excited-state-unddie Grundzustandsabsorptionverursachten.Deshalbwird mandencharak-
teristischenspektralenVerlaufderAmplitudenspektrennurerkennen,wennkeineAbsorption
in höhereZuständeerfolgenkann.Esdarfalsoim ZeitbereichdesAbkühlenskeinenS1� S0-
Überganggeben.Für cis-Azobenzolist dies(weitgehend)erfüllt. Nachdemsehrschnellen
Potentialflächenwechselmußfast die gesamtedurchdie AnregungdeponierteEnergie um-
verteilt werden.Daherkannmansowohl die intra- wie auchdie intermolekulareEnergieum-
verteilungbeobachten.Angeregtetrans-Azobenzolmoleküleverweilenhingegenteilweiseer-
heblichlängerim angeregtenZustand(3 ¢ 3ps). Da in diesemFall sowohl die intramolekulare
Energieumverteilungals auchderS1� S0-Übergangauf ähnlichenZeitskalenablaufen,wird
im zugehörigenAmplitudenspektrumdasThermalisierungssignalvon derviel stärkerenAb-
nahmederexcited-stateAbsorptionüberdeckt.Vergleichtmanaberdie Amplitudenspektren
der 11ps-Zeitkonstantevon trans- und cis-Azobenzol,so erkenntmaneine ziemlich große
Übereinstimmung— ein Hinweisdafür, daßdie zugrundeliegendenProzessedieselbensind:
dasintermolekulareAbkühlenerfolgtbeibeidenIsomerenmit einerZeitkonstantenvon11ps.

Berechnetman die Isomerisierungsquantenausbeuteauf die gleiche Weise wie bei trans-
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Azobenzol,soerhältmanΨ ¡ 30%,wobei1.1%derMoleküle im Probenvolumenangeregt
wurden.DieserWert erscheintim Vergleichzu denLiteraturwerten(Ψl it ± 50%)etwasnied-
rig. Wie in Abschnitt7.2.2näherausgeführt,beträgtallerdingsderrelative FehlerderQuan-
tenausbeutebestimmungetwa50%,sodaßinnerhalbderFehlergrenzeneineÜbereinstimmung
gegebenist.

7.1.3 Isomerisierungsmec hanism us

Ein wichtigerAspektbei denphotochemischenEigenschaftenvon Azobenzolist derReakti-
onsmechanismus.WelcheReaktionswege sind denkbar?Hängendiesevon denunterschied-
lichenAnregungsbedingungenabundsinddie Modellvorstellungenmit denexperimentellen
und theoretischenErgebnissenvereinbar?Hinweise,daßdie Verhältnissekompliziertersind
alsz.B.beiStilben,gabesbeispielsweisedurcheineAnalysederspektralenAbhängigkeitder
Quantenausbeuten.Bei einerAnregungin der nπ ¥ -Bandeist die Quantenausbeutefür beide
Reaktionsrichtungengrößeralsdie entsprechendebei ππ ¥ -Anregung(vgl. z.B. [RAU, 1990]
und Referenzendarin). Desweiterenwurdefestgestellt,daßauchmit Kronetherverbrückte
Azobenzoleisomerisieren[RAU undLÜDDECKE, 1982, RAU, 1984, LEDNEV et al.,1998a].
DieseDerivatesindsterischdarangehindert,eineRotationsbewegungum die N=N-Bindung
auszuführen.Zusätzlichstieg die QuantenausbeutediesermodifiziertenAzobenzolebei ππ ¥ -
Anregungauf denWert bei einernπ ¥ -Anregungan.Deshalbwird heuteangenommen,daß
derIsomerisierungsreaktionje nachAnregungswellenlängeunterschiedlicheIsomerisierungs-
mechanismenzugrundeliegen:der Anregung in der nπ ¥ -Bandefolgt eine Inversionsbewe-
gung, bei der das Molekül einen semilinearenZwischenzustanddurchläuft.Hingegen er-
folgt bei einerAnregung in der ππ ¥ -BandeeineRotationeinesPhenylringesum die N–N-
Bindungsachse[RAU, 1990]. AuchtheoretischeBerechnungenvonAbsorptionsspektrumund
Resonanz-Raman-Anregungsprofilender nπ ¥ -BandegebenHinweiseauf eineInversionsbe-
wegung[BISWAS undUMAPATHY, 1995].

AnhandderexperimentellenBefundewurdenvon Monti et al. sowie Rauet al. theoretische
Berechnungendurchgeführt[MONTI etal., 1982, RAU, 1984]. DasErgebniswarenPotential-
kurven,die nachdenComputerberechnungennochsomodifiziertwurden,daßdie bekannten
experimentellenFaktenBerücksichtigungfanden.

In Abbildung 7.2 sind die einfacheneindimensionalenPotentialverläufefür den Grundzu-
standsowie denerstenundzweitenangeregtenZustand(nπ ¥ undππ ¥ -Anregung)dargestellt.
Dort sind die Ergebnissevon Monti und Mitarbeitern(Inversionsrichtung)und Rau(Rota-
tionsrichtung)vereint.AnhanddieserPotentialdarstellunglassensich viele beobachteteEr-
gebnisseerklären:so erfolgt natürlicherweisebei nπ ¥ -Anregung eine Inversionsbewegung,
dadie RotationdurcheinehohePotentialbarriereverhindertwird. Dagegenbeginnt nachei-
ner ππ ¥ -Anregungersteine Rotationsbewegung,bis ein Übergangauf die S1-Flächestatt-
findet und die Reaktiondannentsprechendder TopologiedieserPotentialflächeweiterläuft
[MONTI et al.,1982, RAU, 1990, AZUMA etal., 1998, LEDNEV etal., 1998b].

Der nπ ¥ -Anregung in den S1-Zustandfolgt eine Bewegung in Richtungdes Potentialmi-
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nimums.Die Geschwindigkeit,mit der dieseserreichtwird, hängtauchvon der Steigung
des Potentialsim jeweiligen Franck-Condon-Bereichab. Bei trans-Azobenzol ist die S1-
Potentialflächeinsgesamtflacherals bei cis-Azobenzol,worausfür trans-Isomereeinelang-
samereIsomerisierungsreaktionals für cis-Isomerefolgen sollte. Dies wird für die jeweils
schnellsteKinetik derbeidenIsomereauchbeobachtet.Der strahlungsloseÜbergangauf die
Grundzustandsflächeerfolgtmit dergrößtenWahrscheinlichkeitim PotentialminimumderS1-
Fläche,da sichhier die beidenPotentialflächenam nächstenkommen.Mit derZeit gibt das
Molekül danndienochüberschüssigeEnergieandieUmgebungab:eskühlt ab.

¸ ¸
¹ ¹ ¹ ¹

º º

Abbildung 7.2: EindimensionalePotentialkurvenverläufe für den Grundzustandsowie den ersten
und zweitenangeregtenZustand.Die Abbildung vereintdie Ergebnisseder Rechnungenvon Mon-
ti und Mitarbeitern(Inversionsrichtung,[MONTI etal., 1982]) sowie Rau et al. (Rotationsrichtung,
[RAU, 1990]). Die Abbildungist [NÄGELE, 1998] entnommen.

In den letztenJahrenhat sich immer mehr gezeigt,daßdieseeinfacheadiabatischeDar-
stellungverbessertwerdenkann, indem man ultraschnelleReaktionendurch Bewegungen
aufmultidimensionalenPotentialflächenbeschreibt[SCHNEIDER etal.,1990]. In diesemFall
könnendie Potentialflächender elektronischenZuständeentartetsein.Die Potentialflächen
können dann durch einen „Reaktionstrichter“miteinanderverknüpft sein, der einen äu-
ßerstschnellenÜbergangvom angeregten Zustandin den Grundzustandermöglicht(koni-
scherSchnitt, siehez.B. [STOCK undDOMCKE, 1993, KLESSINGER, 1995, STOCK, 1995,
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SEIDNER undDOMCKE, 1994, SEIDNER et al.,1995]). Diesist im eindimensionalenadiaba-
tischenBild nichtmöglich,daesdort keineDurchkreuzungvonPotentialkurvengebendarf.

Für Azobenzolkannmansich denReaktionsablaufdannso vorstellen:nachder Anregung
auf die S1-Potentialflächeerfolgt vom Franck-Condon-BereichauseineBewegungauf die-
ser Flächein Richtung des lokalen Gradienten.Dieser führt zu einemMinimum, dessen
Energie mit der einesMaximumsder Grundzustandsflächeentartetist (konischerSchnitt).
DerjenigeTeil der Moleküle,der diesenSchnittpunktdirekt trif ft, wechseltsehrschnellauf
die Grundzustandsfläche.Der andereTeil benötigtmehrZeit zum „Finden“ deskonischen
SchnittesundermöglichtdasAuftreteneinerlanglebigerenexcited-stateAbsorption.Mit die-
semModell läßtsichauchderbeobachtetegrößereAnteil von langsamerreagierendentrans-
Azobenzolmolekülenbei langwelligerenAnregungswellenlängenim Vergleich zu denMes-
sungenvon Nägeleet al. verstehen.Je niedrigerdie Anregungsenergie ist, destonäheram
Minimum der S1-Flächeerfolgt der S1 � S0-Übergang,da der energetischeAbstandder S0-
undderS1-PotentialflächezumMinimum derS1-Flächehin abnimmt.Setztmannäherungs-
weiseeinenparabelförmigenPotentialverlauffür die Energie desS1-Zustandesan,so ist die
S1-FlächebezüglichderinteressierendenReaktionskoordinateumsoflacherje näheranihrem
Minimum mansichbefindet.Somit ist die Franck-Condon-Region umsoflacher, je langwel-
liger die Anregungswellenlängeist. Die Bewegungin RichtungdesMinimumsstartetdaher
beieinerlangwelligenAnregungnichtsogerichtetaufdenkonischenSchnittzuwie beieiner
Anregungmit Licht kürzererWellenlänge.Die Folge ist, daßim erstenFall mehrMoleküle
densehrschnellenÜbergangsbereichderPotentialflächen„verfehlen“.Dasvon Lednev et al.
beobachteteVerschwindender sehrschnellenKinetik (600fs) bei λpump ¡ 503nm (vgl. Be-
merkungobenund[LEDNEV et al.,1998b]) könnteauchdamiterklärtwerden,daßbei dieser
WellenlängenureinsehrkleinerTeil in sehrkurzerZeit isomerisiert.DerkleineSignalbeitrag
derschnellen,abernurschwachpopuliertenSpezieskönnteesLednev, in Verbindungmit der
schlechtenZeitauflösung,unmöglichgemachthaben,dieseschnelleSpezieszubeobachten.

Es sind also noch weitereExperimentenotwendig,um eine wirklich detaillierteBeschrei-
bung der Isomerisierungsbewegungvon Azobenzolgebenzu können.Wahrscheinlichsind
mehrereReaktionskoordinatenan der Isomerisierungmaßgeblichbeteiligt. Denn eine rei-
ne Inversionsbewegung ist aussterischenGründennicht möglich: die beidenPhenylringe
würden beim cis-Isomer zusammenstoßen.Dahermuß noch eine Torsionskoordinatehin-
zugenommenwerden.Diesebeschreibtdie Drehungum eineN–C-Bindung.Dadurchkön-
nen sich die Phenylringe gegeneinanderverdrehenund das Molekül kann diejenigecis-
Konfigurationeinnehmen,welchein Experimentengemessenwurde(vgl. Abb. 4.1). DerHula-
Twist-Isomerisierungsmechanismus,der in Abschnitt4.1.1schonerwähntwurde,beinhaltet
einesolcheTorsionkoordinate[WACHTVEITL etal., 1998].

Zusammenfassung Azobenzol
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Azobenzol stellt sich als gut geeigneterPhotoschalterdar, um in Modellpeptideneine
(Ent-)Faltungsreaktionzu starten:

  es isomerisiertsehrschnell (440fs und 3 ¢ 3ps für die trans� cis- und 130fs für die
cis� trans-Reaktionsrichtung).BeideIsomerehabenihreReaktionnachspätestens20ps
abgeschlossen.

  dieQuantenausbeutensindrelativ hoch.

  die beidenIsomereabsorbierenunterschiedlichundsindsomiteinerselektivenPräpa-
rationundspektroskopischenUntersuchungzugänglich.

  DerFarbstoff ist überlangeZeit photostabil.

7.2 Die APB-Familie

7.2.1 Der Chromophor APB

Wie schonweiterobenausgeführt,wurdederChromophorAPB wegenderspektralenLage
seinerAbsorptionsbandenim RahmendieserArbeit nichtuntersucht.

Am Lehrstuhl wurden allerdings schon früher femtosekundenspektroskopischeUntersu-
chungen von APB durchgeführt, wobei nur die trans� cis-Reaktion betrachtetwurde
[WACHTVEITL etal., 1997]. Die Anregungerfolgtebei λpump ¡ 435nm in der ππ ¥ -Bande.
Es konntegezeigtwerden,daßauchAPB in etwa 1ps mit einer Quantenausbeutevon ca.
20% isomerisiert.Desweiterenwurde im Bereichvon 3-15ps ein Absorptionssignalgefun-
den,dennenspektralerVerlauftypischfür dasintermolekulareAbkühlenist (vgl. Diskussion
Abschnitt7.1.2). Es konntenicht ausgeschlossenwerden,daßein geringererTeil der APB-
Moleküleevtl. erstaufdieserZeitskalaisomerisiert.

Somit war gesichert,daßzumindestfür die trans� cis-Reaktionsrichtungdie Eigenschaft,
schnellundmit hoherQuantenausbeutezu isomerisieren,erhaltenbleibt.

7.2.2 Das Modellpeptid lAPB

Die UntersuchungdeslinearenAPB-Peptidesist ein wichtigerZwischenschrittauf demWeg
vombereitsvorgestelltenAzobenzolzumzyklischenAzopeptid.Zu BeginndieserArbeit war
bekannt,daßlAPB lichtinduziertisomerisiert.In welchemZeitbereichdieserProzeßabläuft,
war unbekannt.Am EndedesAbschnittes7.2.3(Seite112) sind in Tabelle7.1 die Quanten-
ausbeutensowie dieausderDatenanpassungerhaltenenZeitkonstandenvonAzobenzol,lAPB
undcAPBaufgelistet.
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trans� cis-Isomerisierung

Wie ausAbbildung5.7ersichtlich,benötigtmanzurAnpassungderDatensehrähnlicheZeit-
konstantenwie bei trans-Azobenzol.Die schnellsteZeitkonstantebei lAPB (390fs) ist un-
wesentlichschnellerals bei reinemAzobenzol(440fs). DasAuftreteneinersolchschnellen
Kinetik bedeutet,daßauchbeiderAnregungvonlAPB in dernπ ¥ -BandeeinReaktionsschritt
der Isomerisierungsbewegungsehrschnellgeschiehtund/oderein Bruchteil der angeregten
Molekülevollständigisomerisiert.

Am Auftreten von Amplituden im langwelligenSpektralbereich,welche nur durch eine
excited-stateAbsorptionhervorgerufenwerdenkönnen,erkenntman,daßeinigeangeregte
Moleküle die S1-Zustandsflächeerstmit einerZeitkonstantenvon 9 ¢ 5ps verlassen.Die ne-
gativenAmplitudendieserZeitkonstanteum λprobe ¡ 360nm entstehendurchdenRückgang
desAusbleichsignalesaufgrundderWiederbesetzungdestrans-Ausgangszustandes.Bei die-
ser Kinetik beobachtetman also hauptsächlichMoleküle, die nicht isomerisieren,sondern
nachderAnregungin denAusgangszustandzurückkehren.DadasMaximumderAmplituden
(λ ¡ 450nm) der9 ¢ 5ps-Zeit um50nmrotverschobenzu jenemder3 ¢ 3ps-Zeit vonAzobenzol
(λ ¡ 400nm) auftritt undin denDauerstrichspektrendasMaximumdertrans-ππ ¥ -Absorption
ebenfallsbei lAPB um fast 50nm gegenüberAzobenzolrotverschobenist, liegt der Schluß
nahe,daßdieAmplitudendieserKinetikenbeiAzobenzolundlAPB gleichenmit demGrund-
zustandverknüpftenProzessenzuzuordnensind.

Ob zu denAmplitudenspektrender1 ¢ 9ps-Zeitkonstanteeventuellzwei Prozesse,die excited-
stateAbsorptionim gesamtenSpektralbereichundeinKühlenim BereichderGrundzustands-
absorption,beitragen,kann anhandder vorliegendenDatennicht entschiedenwerden.Der
spektraleVerlaufderAmplitudender1 ¢ 9ps-Kinetiklegt dergleichenabernahe.

DasVorhandenseineiner120ps-Zeitkonstantendarf nicht überbewertetwerden.Die Ampli-
tude ist überdengesamtengemessenenSpektralbereichsehrklein. Vor allem bei λprobe ª
550nm, wo einNachweisderBesetzungdesangeregtenZustandeseinfachist, beträgtihr An-
teil nur1%desGesamteffektes.Die Ursachefür dieseKinetik könntefolgendesein:Nachder
Isomerisierungvon trans-lAPB mußdasPhenylalaninandemeinemEndedesChromophores
einenPlatzsehrviel näherbei denrestlichenAminosäureneinnehmenwie vor der Isomeri-
sierung(vgl. auchdie StrukturformelTab. 4.3). Möglicherweisebeeinflußtdasaufgrundvon
sterischenBehinderungennotwendigeRearrangementdesPhenylringesdenChromophorund
führt zudersehrschwachen120ps-Kinetik.

Berechnetmanausderin Tabelle4.5genanntenKonzentrationunddemAbsorptionsspektrum
denProzentsatzderangeregtenMoleküleproAnregungslichtimpuls,soerhältman3.6%.Die
Isomerisierungsquantenausbeuteläßtsich folgendermaßenbestimmen:zuerstberechnetman
ausdenbekanntenAbsorptionsspektrender beidenIsomeredasDif ferenzspektrumD » λ ¼ ¡
Atrans » λ ¼½¦ Acis » λ ¼ . Die SpektrensinddabeiaufdieKonzentrationdertrans-Probewährendder
Femtosekundenmessungnormiert.FürdiemaximaleAbsorptionsdifferenzim Spektralbereich
dertrans-ππ ¥ -AbsorptionerhältmansomiteinenWertD » λmax¼ . Multipliziert manD » λmax¼ mit
demProzentsatzR derpro LaserlichtimpulsangeregtenMoleküleim Anregungsvolumen,so
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erhältmaneineGrößed ¡ D » λmax¼¿¾ R. Diesegibt an,welcheAbsorptionsänderungmanbei
derWellenlängeλmax messenwürde,wennalle angeregtenMoleküle isomerisierenwürden.
AusdenMeßdatenliestmanab,wie großdieAbsorptionsänderungbeiderselbenWellenlänge
zuspätenVerzögerungszeiten∆A » tD ª 1ns® λmax¼ ist. Setztmanvoraus,daßnach1nsjegliche
Photoproduktbildungabgeschlossenist, so kann man die Quantenausbeutedurch Division
berechnen:

Ψ ¡ ∆A » tD ª 1ns® λmax¼
d

Hier ist jedochVorsichtgeboten!Ist daszur Berechnungvon d verwendeteDif ferenzspek-
trumsoskaliertwie obengefordert,danndürfenzurBestimmungvon∆A » tD ª 1ns® λmax¼ die
in dieserArbeit abgebildetenDatennicht direkt verwendetwerden.Dennwie in derEinlei-
tung zu Kapitel 5 beschriebenwurde,sind die Datenfür die AbbildungenausGründender
Vergleichbarkeitso skaliert,daßAtrans» 480nm¼ ¡ 0 ¢ 05 bei einerSchichtdickevon 0 ¢ 5mm
gilt (vgl. Seite63). Vor der Weiterverwendungder ausdenAbbildungenabgelesenenWerte
müssendieseauf die Konzentrationder Probebei denFemtosekundenmessungenreskaliert
werden.Die größtenFehlerquellenbeiderBerechnungderQuantenausbeutenresultierenaus
nur ungenaubekanntenKonzentrationenderProben,wodurchauchderProzentsatzR einen
entsprechendenFehleraufweist.Ebenfallsmit großenFehlernbehaftetsinddie Absorptions-
spektrenAtrans » λ ¼ undAcis » λ ¼ im Spektralbereichdernπ ¥ -Absorption.Daherist der relative
FehlerdernachobigerMethodeberechnetenQuantenausbeuteetwa∆Ψ

Ψ ¡ 50%.

Zur Überprüfungder berechnetenQuantenausbeutenläßt sich auf einemanderenWeg eine
obereSchrankeΨTS

max für die Quantenausbeutebestimmen4. Nimmt manan,daßim Bereich
der trans-ππ ¥ -Absorptionder Wirkungsquerschnittder excited-stateAbsorptionNull ist, so
ist derQuotientausderAbsorptionsänderungzu sehrfrühenVerzögerungszeitentD ¡ 200fs
undderjenigenbei tD ¡ 1nsgleichderQuantenausbeute.BerechnetmandiesesVerhältnisfür
die Wellenlängeλmax mit demgrößtenEffekt im Bereichdertrans-ππ ¥ -Absorption,soerhält
man:

ΨTS
max ¡ ∆A » tD ª 1ns® λmax¼

∆A » tD ¡ 200fs ® λmax¼ ¢
DabeideAbsorptionsänderungenausdemselbenDatensatzgewonnenwerdenunddieabsolu-
teSkalierungderMeßdatennichtin dieGrößeΨTS

maxeingeht,ist ihr relativerFehlersehrgering

undbeträgtetwa∆ΨTS
max

ΨTS
max

¡ 5%.Diesheißt,daßdiesoberechneteobereSchrankeeinensehrre-
striktivenGrenzwertdarstellt.Will mandieAnnahmeaufgeben,daßderWirkungsquerschnitt
derexcited-stateAbsorptionNull ist, sostehtmanvor demProblem,welcheAbsorptionsän-
derungdie excited-stateAbsorptionbei derWellenlängeλmax zu frühenVerzögerungszeiten
hervorruft. Als einfacheNäherungbietetessichan,denmaximalenWert derAbsorptionsän-
derung∆A » tD ¡ 200fs® λrot

max¼ im WellenlängenbereichaußerhalbderGrundzustandsabsorption
zu verwenden.Dennin diesemWellenlängenbereichwird dasMeßsignalzu frühenVerzöge-
rungszeitennur durchdie S1 � Sn-Absorptionder angeregtenMolekülehervorgerufen.Eine

4Das’TS’ stehtfür transientesSpektrum.
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AbschätzungderQuantenausbeuteberechnetsichdannmit

ΨTS ¡ ∆A » tD ª 1ns® λmax¼
∆A » tD ¡ 200fs® λmax¼À¦ ∆A » tD ¡ 200fs® λrot

max¼ ¢

Der Wert ΨTS ist meistetwaszu groß,dadie näherungsweiseverwendeteAbsorptionsänder-
ung∆A » tD ¡ 200fs ® λrot

max¼ für dieexcited-stateAbsorptionbei λmax eherzu klein ist.

Für die c � t-Reaktionsrichtungläßt sich die Methodeder Quantenausbeuteberechnungaus
dentransientenSpektren(ΨTS

max undΨTS) nicht einsetzen,dadasAusbleichendesGrundzu-
standesin dercis-ππ ¥ -Bande(λmax ¡ 270nm) untersuchtwerdenmüßte.DieseWellenlänge
liegt aberweit außerhalbdesuntersuchtenSpektralbereiches.

WendetmandasbeschriebeneVerfahrenaufdie Meßdatenvon lAPB (t � c) an,soerhältman
die zueinanderkonsistentenWerteΨ ± 7%,ΨTS

max ¡ 20%undΨTS ¡ 11%.DieseErgebnisse
zeigen,daßdie trans� cis-Isomerisierungsquantenausbeutevon lAPB einenFaktor3 kleiner
ist alsdievonreinemtrans-Azobenzol,sowie einenFaktor2 kleineralsjenevon trans-APB.

Die Ursacheder Reduktionder Isomerisierungsquantenausbeuteist die zusätzlicheMasse
an den EndendesChromophores.Dies erklärt sich folgendermaßen:Der angeregte trans-
Chromophorbeginnt die Isomerisierungsbewegung. Diese initiale Kinetik ist sogaretwas
schnelleralsbei Azobenzol.Sehrbaldaberverlangsamtsichdie mit derIsomerisierungver-
bundeneGeometrieänderung,dadie AminosäurendurchdenChromophormitbewegt werden
müssen.DieseVerlangsamungder Bewegung in RichtungdesMinimums (S1) sowie eine
eventuelleVeränderungdesReaktionspfadesaufderS1-PotentialflächehatzurFolge,daßdie
Wahrscheinlichkeitsteigt,schonvor demErreichendesPotentialminimumsaufdieS0-Fläche
zu wechseln.Dort angelangt,gibt esabernur einemöglicheReaktionsrichtungunddie führt
zurückin dentrans-Ausgangszustand:dieQuantenausbeuteist erniedrigt.

Da dasVerhältnisderAnzahlderAminosäurenandenEndendesChromophores1:7 beträgt,
wird sichaufgrunddergeringerenMassenträgheithauptsächlichjenesEndebewegen,andem
sich nur eineAminosäurebefindet.Ein interessantesExperiment,welchesdie Theseunter-
stützenwürde,daßdieMassenträgheitfür denRückgangdesQuantenausbeuteverantwortlich
ist, wäredie UntersuchungeinesLinearpeptidesmit einemAufteilungsverhältnisder Ami-
nosäurenvon 4:4. Da dannbeideEndendesChromophoresgleich starkbehindertsind und
sichlangsamerbewegenwerdenalsmit nureinerAminosäure,solltedieQuantenausbeutebei
einerderartigenProbegegenüberdemWert Ψ ¡ 7%nochmalsreduziertsein.

cis� trans-Isomerisierung

Die für lAPB beobachtetenKinetiken(380fs, 3 ¢ 4ps, 33ps) unterscheidensich bei derc� t-
Reaktionsrichtungerheblichvon jenenfür Azobenzol.Die schnellsteDynamik ist bei lAPB
(c � t) fast einenFaktor 3 langsamerals bei Azobenzol.Möglicherweiseist dieseineAus-
wirkung derhöherenMassenträgkeitaufgrundderAminosäuren.Allerdingserfolgtebei der
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t � c-IsomerisierungauchdeinedramatischeVerlangsamungderschnellstenKinetik. Einean-
dereErklärungsmöglichkeitist einegeänderteSteigungderS1-Potentialflächein derFrank-
Condon-Region.DurchdasAnbringendesN- undC-TerminusandasAzobenzolkönntedie
Steigungder S1-Potentialflächegegenübercis-Azobenzolreduziertsein.Da aberkeineEr-
kenntnisseüber die Dynamik von cis-APB vorliegen,kann hier keineendgültigeAussage
darübergetroffenwerden,ob auchbeiAPB (c � t) schoneineVerlangsamungderschnellsten
Kinetik auftritt oderobdiesedurchdie Aminosäurenverursachtist.

Vor allem die Amplitudenspektrender Zeitkonstanten380fs und 33ps weisenim Bereich
dertrans-ππ ¥ -Bande(λprobe ¯ 400nm) einezumDauerstrichdifferenzspektrumsehrähnliche
Form auf. Das negative Vorzeichenin diesemWellenlängenbereichbedeuteteinenAnstieg
der Absorption,d.h. die Bildung einesZustandes,der – zumindestin der ππ ¥ -Bande– wie
trans-lAPB absorbiert.Somit liegt esnahe,diesalsPhotoproduktbildungvon trans-lAPB zu
interpretieren.Diesheißt,daßdieBildungvontrans-lAPB aufdreiZeitskalenstattfindet.Die-
sesVerhaltenist völlig andersalsbei Azobenzol.Dort gibt esnur einesehrschnelle,extrem
dominanteKinetik (130fs), die für die Bildung von trans-Azobenzolin Fragekommt. Die
Aussage,daßauchdie 33ps-Kinetik einenS1� S0-Übergangbeschreibt,wird gestütztdurch
denim zugehörigenAmplitudenspektrumbei λprobe ª 550nmsichtbarenBeitragderexcited-
stateAbsorption.Die S1� Sn-Absorptionist nicht mehrso langwelligwie bei denschnelle-
ren Dynamiken.Dies läßt sich wie folgt erklären:je mehrZeit nachder Anregungvergeht
bevor derÜbergangin denGrundzustandstattfindet,destomehrüberschüssigeEnergiekonn-
te dasMolekül bereitsan dasLösungsmittelabgeben.Damit verbundenerwartetmaneine
Blauverschiebungder AbsorptiondesangeregtenZustandes.Exakt diesbeobachtetmanbei
den Amplitudender drei Zeitkonstanten.Das anfänglicheMaximum desAmplitudenspek-
trumsder380fs-Zerfallszeitbei λprobe ¡ 600nm verschiebtsichum 70nm auf etwa530nm
(3 ¢ 4ps-Kinetik). DannwandertdasAmplitudenmaximumnurmehr30nmzuλprobe ¡ 500nm
(33ps-Kinetik). DaserstschnelleunddannlangsamereVerschieben(vgl. auchdietransienten
Spektrenin Abb. 5.9 links) paßtzu der Tatsache,daßdie Energieabgabean dasLösungs-
mittel erstschnell(bei großem„Temperaturunterschied“zwischenMolekül undUmgebung)
geschiehtunddannimmerlangsamerwird.

Mit denin Tabelle4.5genanntenDatenberechnetsichderAnteil derpro Anregungslichtim-
pulsangeregtenMoleküle im Anregungsvolumenzu R ¡ 3 ¢ 9%.Hiermit berechnetsichnach
derbeidert � c-IsomerisierungbeschriebenenMethodeeineQuantenausbeuteΨ ¡ 44%.Die-
seist somitim RahmenderFehlergrenzengleichgroßwie jenevoncis-Azobenzol.Eineobere
Schrankefür die Quantenausbeutewie bei trans-lAPB läßtsichaufgrundderspektralenGe-
gebenheitenvoncis-lAPB mit denvorhandenenDatennicht ermitteln.

Zusammenfassung lAPB

Es konntenachgewiesenwerden,daßdie lineareVorstufelAPB die t Á c- sowie die cÁ t-
Isomerisierungimmer nochinnerhalbvon Pikosekundendurchführt.Die Reaktionenzeigen
allerdingsdeutlich multiexponentiellenCharakter(t Á c: 390fs, 1 Â 9ps, 9 Â 5ps; cÁ t: 380fs,
3 Â 4ps, 33ps).UrsachedieserMultiexponentialitätist dieMassenträgheitderAminosäurekette.
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JenachdermomentanenKonformationderAminosäureketteist einErreichenjenesBereiches
aufderS1-Fläche,vondemeinÜbergangaufdieGrundzustandpotentialflächeerfolgenkann,
schnelleroderaberlangsamermöglich.

Die schnellsteKinetik dert Á c-Reaktionvon lAPB (390fs) ist gegenüberAzobenzol(440fs)
leichtbeschleunigt.Fürdiec Á t-Reaktionergibt sicheineVerlangsamungderschnellstenKi-
netik von 130fs (Azobenzol)auf 380fs (lAPB). Der Schluß,daßaufgrundder Beschleuni-
gung(t Á c) bzw. Verlangsamung(c Á t) der schnellstenKinetik auchdie Quantenausbeuten
relativ zuAzobenzolerhöht(t Á c) bzw. erniedrigt(c Á t) seinsollten,ist allerdingsnicht rich-
tig. Denndie Isomerisierungsquantenausbeuteist für die t Á c-RichtunggegenüberAzoben-
zol signifikantreduziert(Ψ Ã 7%), für die cÁ t-Richtung(Ψ Ã 44%)allerdingsim Rahmen
der Fehlergrenzenidentischzu jener von Azobenzol.Dies bedeutet,daßdie Reaktionsge-
schwindigkeitin denerstenpaarhundertFemtosekundennicht mit derIsomerisierungsquan-
tenausbeutegekoppeltist. Vielmehrzeigt der multiexponentielleCharakterder Dynamiken,
daßdie Aminosäurenfür beideIsomerisierungsrichtungenzu einererheblichenVerzögerung
desS1 Á S0-Übergangesführen. Somit bleibt als Erklärungfür die beobachtetenQuanten-
ausbeutennur eineÄnderungder Beschaffenheitder S1-Potentialfläche.Auf demWeg von
der trans-Franck-Condon-Region ins globaleMinimum der S1-Flächemüssenmehr kineti-
scheFallen (lokale Minima) bzw. Gelegenheitenfür einenS1Á S0-Übergangexistierenals
auf demReaktionspfadderangeregtencis-Moleküle.Die angeregtencis-lAPB-Moleküleer-
reichendasglobaleMinimum derS1-FlächevielleichtetwasverzögertgegenüberAzobenzol,
wechselnabererstdortaufdieS0-Flächeüber:dieIsomerisierungsquantenausbeuteist ähnlich
zu jenervon cis-Azobenzol.Für trans-lAPB eröffnensich mehrMöglichkeitenals für trans-
Azobenzol,frühzeitigaufdieGrundzustandpotentialflächezuwechseln:dieQuantenausbeute
ist reduziert.

7.2.3 Das Modellpeptid cAPB

Mithilfe dieserProbesolltediespannendeFragebzgl.derSichtbarkeitvonKonformationsdy-
namikin Modellpeptidenbeantwortetwerden.Esstelltesichheraus,daßdieseszyklischePep-
tid sehrwohl photoinduziertKonformationsübergängevollzieht,welcheaufgrundvon Rück-
wirkungenauf denChromophorin pump-probe-Experimentenim sichtbarenSpektralbereich
erkennbarsind.

Von denNMR-Strukturuntersuchungen(vgl. Abschnitt4.4.2) war bekannt,daßein Konfor-
mationsübergangnachderlichtinduziertenIsomerisierungdesChromophoresstattfindet.Für
die Begriffsdefinitionvon„Faltung“und„Entfaltung“ sindjedochzweiSichtweisenmöglich.
Zum einengibt esdie physikalisch-entropischeSichtweisevon Faltung.In diesemBild steht
der Begriff Faltungfür einenÜbergangvon einemZustandmit großemzugänglichenKon-
formationsraum(=großeAnzahlvonmöglichenKonformationen)zueinemZustandmit einer
gegenüberdemAusgangszustandeingeschränktenAnzahlvon Konformationen.Für Proteine
im allgemeinenbedeutetFaltungalso denÜbergangvon nicht-nativen Zuständenzur nati-
ven Struktur. Auf daszyklischeAzopeptidcAPB angewendet,muß man beim cisÁ trans-
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Übergangvon einer lichtinduziertenFaltungsprechen,da für dieseReaktionsrichtungeine
EinschränkungdesKonformationsraumeserfolgt (vgl. NMR-Struktur, Abb. 4.4). Auf deran-
derenSeitegibt eseinebiologischeSichtweise,bei welchersich der Begriff Faltungdurch
dasAusbildenvon Sekundär-/Tertiärstrukturelementendefiniert.Für „normale“ Proteineent-
sprichtderProzeßderFaltungalsowiederdemAufbaudernativenräumlichenStruktur. Bei
denin dieserArbeit untersuchtenzyklischenPeptidenist in der biologischen— und intui-
tiven — Sichtweiseaberder transÁ cis-Übergangals Faltung zu bezeichnen,da dasPep-
tid für dieseReaktionrichtungSekundärstrukturelementeausbildet(vgl. NMR-Strukturund
[RANKA et al.,2000b]). Somitist für diezyklischenPeptidedieDefinitionvonFaltungin der
physikalisch-entropischenundderbiologischenSichtweisegenauentgegengesetzt.Im weite-
renVerlaufdieserArbeit findetdiebiologischeDefinitionvonFaltungAnwendung.

Von denNMR-Strukturuntersuchungenist bekannt,daßcAPB reversibeleinelichtinduzierte
Faltungs-/Entfaltungsreaktiondurchführenkann.Zudemliefertendie Experimenteamlinea-
ren APB-Peptidden Beweis, daßder Chromophorin dieserlinearenVorstufeimmer noch
sehrschnellisomerisiert(vgl. vorangegangenerAbschnitt).Zusammenmit derTatsache,daß
die Absorptionsspektrenvon linearemund zyklischemPeptid nahezuidentischsind (vgl.
Abb. 4.5), warenguteVoraussetzungenfür einenVergleich von Femtosekundenmessungen
an den beidenPeptidenvorhanden.Die Gleichheitder Dauerstrichspektrenkann, in Über-
einstimmungmit den NMR-Daten,so interpretiertwerden,daßim stationärentrans- bzw.
cis-ZustandkeinesignifikanteVerzerrungdesAzobenzolesvorhandenseinkann,dadieseei-
neunterschiedlicheLagedernπ Ä - undππ Ä -Bandenbewirkensollte.DerartigeVeränderungen
sindaberin denSpektrennichterkennbar.

Am EndedesAbschnittes7.2.3(Seite121) sind in Tabelle7.1 die Quantenausbeutensowie
die ausderDatenanpassungerhaltenenZeitkonstantenvon Azobenzol,lAPB undcAPB auf-
gelistet.

transÁ cis-Isomerisierung

Wie anAbbildung5.11ersichtlichist, benötigtmanzurAnpassungderDaten,ebensowie im
FalledesLinearpeptids,vier Zerfallszeiten(260fs, 1 Â 2ps,7 Â 7ps,100ps). An denErgebnissen
fällt folgendesauf: zumeinenist die schnellsteKinetik um 30%schnellerals im nichtzykli-
schenPeptid.Die UrsachehierfürkönnteeineleichtemechanischeVorspannungdesChromo-
phoressein,welchedie initiale Reaktionbeschleunigt.Erklärbarist diesemechanischeVor-
spannungdadurch,daßdieAminosäurekettedurchdenFarbstoff in einesehrgestreckteKon-
formationgezwungenwird (vgl. Abb. 4.4.2). Allerdingskanndie durchdie Aminosäurekette
ausgeübteKraft aufdenChromophornichtsehrgroßsein.Dennwäredertrans-Zustanddurch
die mechanischeVerspannungenergetischüberdencis-Zustandangehoben(vgl. Abb. 7.1),
dannmüßtedercis-Zustanddie thermischlangzeitstabileKonformationsein,wasRenneret
al. widerlegenkonnten[RENNER etal., 2000a]. Diesheißt,daßauchin denzyklischenPepti-
dengilt: Etrans Å Ecis.

In Abbildung 7.3 sind die Transientenvon lAPB und cAPB für die transÁ cis-Reaktions-
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richtung für vier Abtastwellenlängengegenübergestellt:eine Transienteim Maximum der
trans-ππ Ä -Bande(λprobe Ã 366nm), einein derlangwelligenFlankedernπ Ä -Bande(λprobe Ã
504nm), eine knapp außerhalbder Grundzustandsbanden(λprobe Ã 552nm) und eine bei
λprobe Ã 608nm weit rotverschobenzur Grundzustandsabsorption.Die Transientensind so
normiert,daßdieAbsorptionsänderungkurznachderAnregung(tD Ã 150fs) jeweilsfür beide
Probengleichgroßist. DadurchwerdennachfolgendeUnterschiedein denKinetikendeutli-
chersichtbar. An denKurvenerkenntman,daßin denerstenpaarhundertFemtosekundendas
zyklischePeptid(rote Kurven) übereinenweitenSpektralbereicheineschnellereDynamik
zeigtalsdaslineare(schwarzeKurven).

Somit kann davon ausgegangenwerden,daßvon der Peptidketteauf denChromophorein
leichterZug ausgeübtwird, der die Isomerisierungsbewegungbegünstigt.Hierfür sprechen
nochzwei weitereexperimentelleBefunde:die relativ zumGesamteffekt größereAmplitude
derschnellstenZeitkonstantesowie dieAuswertungderQuantenausbeuten.

Abbildung 7.3: Vergleich von Transientendeslinearenund zyklischenAPB-Peptidesfür die Reakti-
onsrichtungtransÆ cis bei vier ausgewähltenAbtastwellenlängen.Die Meßkurven sind so normiert,
daßdieUnterschiedein denKinetikenbesondersgutsichtbarwerden.

Die schnellsteKinetik, die bei Azobenzolmit der Isomerisierungverknüpftwird (sieheAb-
schnitt7.1), weistbei cAPB einedoppeltsohoheAmplitudeauf wie bei lAPB. Ein doppelt
sogroßerAbsorptionsquerschnittderexcited-stateAbsorptionalsUrsachedergrößerenAm-
plitude bei cAPB scheintunwahrscheinlich.Denn im gesamtenSpektralberechist dasVer-
hältnisder Amplitudender schnellstenKinetiken (cAPB zu lAPB) etwa2:1. Die optischen
EigenschaftenderhöherangeregtenZuständevon lAPB undcAPB müssensich daherstark
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unterscheiden.Die Unterschiedein denPotentialflächenvonlAPB undcAPBmüßtensichzu-
fällig soeinstellen,daßderWirkungsquerschnittfür eineS1Á Sn-Absorptionunabhängigvon
derWellenlängebei cAPB doppeltso großist wie bei lAPB. ZusätzlichdürfenderS0Á S1-
undS0Á S2-Übergangnicht verändertsein,da die Absorptionsspektrenvon trans-lAPB und
trans-cAPBidentischsind(vgl. Abb. 4.5). DahermußdasbeschriebeneAmplitudenverhältnis
sointerpretiertwerden,daßderAnteil derin dieserZeit isomerisierendenMoleküleerheblich
größerist alsbei lAPB. Die Aussageder„unterstütztenIsomerisierung“wird durchdieQuan-
tenausbeutenuntermauert.ProAnregungslichtimpulswerden3.2%derMoleküleim betrach-
tetenVolumenangeregt. Nachdemin Abschnitt7.2.2beschriebenVerfahrenberechnetsich
die Isomerisierungsquantenausbeutezu Ψ Ã 26%,knappvier mal sogroßwie bei lAPB. Die
AbschätzungderQuantenausbeuteanhanddertransientenSpektrenergibt ΨTS

max Ã 32%sowie
ΨTS Ã 21%.Somitkannmanmit Sicherheitsagen,daßdie QuantenausbeutedertransÁ cis-
Reaktionfür cAPB signifikantgrößerist alsdievon lAPB.

Wie kannderAnstieg der Isomerisierungsquantenausbeutebei cAPB relativ zu lAPB erklärt
werden?Die natürlicheund logischeFortsetzungderbei lAPB eingeführtenModellvorstel-
lung gibt die Lösung.Die Reduktionder Quantenausbeutebei lAPB gegenüberAzobenzol
wardurchdasVorhandenseinvon kinetischenFallensowie derlangsamenBewegungaufder
S1-Potentialflächebegründetworden.Die Zyklisierungbei cAPB führt zu einerVeränderung
derS1-Fläche:zumeinenist die initiale Reaktionerheblichbeschleunigt.Zum anderenmüs-
sendiebeilAPB vorhandenenlokalenMinimabeicAPBentwederschwächerausgeprägtoder
sogarvollkommenverschwundensein.DahererreichtderChromophorvon cAPB im Laufe
desIsomerisierungsvorgangeseineähnlicheRegion auf derS1-Flächewie trans-Azobenzol.
Dieshatzur Folge,daßsichauchdie Isomerisierungsquantenausbeutevon cAPB wiederder
vonAzobenzolangleicht.

Vergleichtmandie beidenZeitkonstanten1 Â 2ps und7 Â 7psmit denenvon lAPB (1 Â 9psund
9 Â 5ps), so erkenntman,daßin cAPB beideetwaskleiner sind. Die zugehörigenAmplitu-
den zeigenim langwelligenSpektralbereicheine excited-stateAbsorption an. Somit sind
dieseZerfallskinetikenauchmit einemS1 Á S0-Übergangverknüpft.Die Form der Ampli-
tudenspektrender 1 Â 2ps- und 7 Â 7ps-Kinetik in der trans-ππ Ä -Bandegleicht der destrans-
Absorptionsspektrumsvon cAPB.Diesweistauf einenRückgangdesAusbleichsignalesund
somitaufeinezumindestteilweiseRückbesetzungdestrans-Grundzustandesmit diesenZeit-
konstantenhin. Die kleinerenWertederZeitkonstantenzeigenauch,daßderChromophorin
cAPB quasizum Übergangsbereichder beidenPotentialflächengeführtwird. Die mögliche
Isomerisierungläuft hier alsoschnelleralsbei lAPB ohneEinflüssedeszyklisiertenPeptids.
Esmußallerdingsbetontwerden,daßsichder„Führungseffekt“ aufdiesebeidenZeitkonstan-
tenerheblichgeringerauswirktalsbeiderschnellstenKinetik.

Ebensowie bei lAPB tritt auchbei cAPB eineAbsorptionsänderungim Bereichvon 100ps
auf. Ein Vergleich desAmplitudenspektrumsder 100ps-Zeit von cAPB mit demder 33ps-
Zeitkonstantenvon lAPB (c Á t) liefert eine großeÜbereinstimmungder beidenSpektren.
Wie in Abschnitt7.2.2diskutiert,beschreibtdiesesSignaldie langsameBesetzungdestrans-
Grundzustandesausgehendvon einemvibronisch„abgekühlten“S1-Zustand.Andersals bei
lAPB (c Á t) bedeutetaberdie Bildung einertrans-Absorptionhier eineRückbesetzungdes

115



7 Diskussion

Ausgangszustandes,d.h. manbeobachteteineVerlustreaktion,welchedie Isomerisierungs-
quantenausbeutereduziert.Es gibt zwei Gründe,warummandie Verlustreaktionenbei der
t Á c-Isomerisierungsehr gut sehenkann, währendsie bei der entgegengesetztenReakti-
onsrichtung(c Á t) weitgehendverborgenbleibt. Zum einenist die Quantenausbeutefür die
t Á c-Isomerisierunggeringerals für die c Á t-Isomerisierung.Diesheißt,daßbei einerAnre-
gungvon N trans-MoleküleneinegrößereAnzahldieserMolekülewiederin denAusgangs-
zustandzurückkehrenals bei der Anregungvon N cis-Isomeren.Zum anderenbesitztnur
der trans-Zustandim untersuchtenSpektralbereicheinencharakteristischenVerlauf desAb-
sorptionsspektrums(die ππ Ä -Absorptionsbande),sodaßdie Bildung von trans-Isomerenein-
deutigerkennbarist. Aus der Größeder Amplitude der 100ps-Zeit im Maximum der ππ Ä -
Bande(λprobe Ã 366nm) relativ zum maximalenAusbleicheffekt bei einer Anregung von
3.2% der Moleküle im Anregungsvolumenergibt sich der Anteil der langsamreagierenden
Moleküle zu etwa 10%. Dabei ist der – in den Amplitudenspektrengegenläufige– Effekt
derexcited-stateAbsorptionmitberücksichtigt.Wie in Abbildung7.3gut zu erkennenist, ist
dieserlangsameAnteil anMolekülenbeimzyklischenPeptiderheblichgrößeralsbei der li-
nearenVorstufe(vgl. λprobe Ã 504nm bzw. 552nm). Aufgrund der zyklisiertenPeptidkette
gibt es einengrößerenTeil von Molekülen,derenKonformationein raschesErreichendes
S1Á S0-ÜbergangsbereichesaufderS1-Potentialflächenichtgestattet.Erstdurchein aufwen-
digesRearrangementderAminosäurennähernsichdieseMolekülesehrlangsam(100ps) dem
Minimum der S1-Flächeund wechselnauf die Grundzustandspotentialfläche.Der S1 Á S0-
Überganggeschiehtaberhauptsächlichin einemGebietderPotentialflächen,wo auf derS0-
Flächenur die Rückkehrin dentrans-Ausgangszustandmöglich ist: von diesenlangsamen
cAPB-Molekülenisomerisiert(fast)keines.

cisÁ trans-Isomerisierung

Beim BetrachtendertransientenSpektrensowie derAmplitudenspektrenfällt einesehrlang-
sameKinetik auf,diebisherbeikeineranderenin diesemKapiteldiskutiertenProbebeobach-
tetwurde:dieAbsorptionändertsichauchnochaufderNanosekundenzeitskala.Bevor jedoch
diesesnäherbehandeltwird, erfolgt ein VergleichderübrigenErgebnissemit denbisherigen
Erkenntnissen.

Vergleichtmandie ausderDatenanpassungerhaltenenZeitkonstantenderschnellstenKine-
tiken von cAPB und lAPB, so scheintdie initiale Reaktionbei cAPB schneller(230fs) als
lAPB (380fs). Man ist versucht,dieseBeschleunigungvon cAPB gegenüberlAPB mit jener
bei der t Á c-Isomerisierungzu vergleichen.Ein Blick auf die Transientenin Abbildung7.4
zeigt jedoch,daßcAPB bei derc Á t-Reaktionin denersten500fs eineallenfallsunwesent-
lich schnellereDynamik aufweistwie lAPB. Offentsichtlichgibt es bei cAPB (c Á t) eine
Diskrepanzzwischendendirekt ausdenTransientengewonnenenAussagenund jenen,die
ausderDatenanpassungresultieren.Wasist die Ursachefür die falscheZeitkonstantebei der
schnellstenKinetik von cAPB?Der Grundmußdie QualitätderMeßdatensein:ein großes,
nicht korrigierbaresStörsignaldurchdasLösungsmittelum denZeitnullpunktsowie ein un-
günstigesSignal-Rausch-Verhältnisim Spektralbereichder trans-ππ Ä -Absorptionließenden
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Algorithmuszur Datenanpassungbei der Bestimmungder kleinstenZeitkonstanteauf den
Wertτ Ã 230fs konvergieren.Tatsacheist, daßsichmit einerfestvorgegebenenZeitkonstante
τ Ã 300fs für dieseschnellsteKinetik einegenausoguteDatenanpassungerreichenließ.Dies
bedeutet,daßdie schnellsteKinetik bei cAPB eineZeitkonstantevon etwa300fs besitztund
somitetwagenausoschnellist wie jenevon lAPB, in Übereinstimmungmit denErgebnissen
ausdemVergleichderTransienten.

Abbildung 7.4: Vergleichvon Transientendeslinearenund zyklischenAPB-Peptidesfür die Reakti-
onsrichtungcisÆ transbei vier ausgewähltenAbtastwellenlängen.Die Meßkurven sind so normiert,
daßdieUnterschiedein denKinetikenbesondersgutsichtbarwerden.

Berechnetmannachderin Abschnitt7.2.2beschriebenenMethodedie Isomerisierungsquan-
tenausbeute,so erhältman Ψ Ã 77%. Somit liegt der ermittelteWert überdem von lAPB
(Ψ Ã 44%,cÁ t). AufgrunddererwähntenUnsicherheitenbei derBestimmungderQuanten-
ausbeute(relativer Fehleretwa50%) könntendie Quantenausbeutenvon cAPB und lAPB
allerdingsinnerhalbderFehlergrenzenauchidentischsein.Dies ist auf denerstenBlick er-
staunlich.Intuitiv würdemanerwarten,daßdie Quantenausbeutebei cAPB gegenüberder-
jenigenvon lAPB reduziertist, daderChromophorwährendder Isomerisierungdurchseine
geometrischeStreckungdie Peptidkettevon der gefaltetenin einegestreckeKonformation
überführenmuß.DaßdabeimehrChromophorein dencis-Ausgangszustandzurückkehren,
scheintnicht unplausibel.Aus der Tatsache,daßdie Quantenausbeutevon cAPB und lAPB
abergleichsind,folgt, daßdie Peptidketteauf die anfänglicheIsomerisierungsbewegungdes
ChromophoreskeinenEinfluß hat. Dies wärez.B. dannder Fall, wenndie natürlichegeo-

117



7 Diskussion

metrischeLänge5 desPeptidesetwasgrößeralsdergeometrischeAbstandderbeidenEnden
desChromophoresist. Beginnt derChromophornachderAnregungmit derIsomerisierungs-
bewegung,dannwird er anfangsvon der Peptidketteleicht angetrieben.Dies wäremit der
geringfügigenBeschleunigungderschnellstenKinetik von cAPB gegenüberlAPB vereinbar.
Der Chromophorerreichtdie Region auf der S1-Potentialfläche,von der ein Übergangauf
die S0-Flächemöglich ist. Die geometrischeLängedesChromophoressteigt dabeiso an,
daßdie PeptidkettekeineKraft mehrauf denPhotoschalterausübtund umgekehrt.Für den
ChromophorbestehtwährendderBewegungauf derS1-Flächealsonahezukein Unterschied
zwischeneineroffenenbzw. zyklisiertenPeptidkette.Daherist auchdieIsomerisierungsquan-
tenausbeutefür lAPB undcAPBetwagleich.DiejenigenChromophore,die isomerisierenund
die gestrecktetrans-Konfigurationeinnehmenwollen,spürenmit derweiterenVergrößerung
desgeometrischenAbstandesderbeidenEndenimmermehrdenEinflußderPeptidkette.Dies
führt zu einerdrastischenVerlangsamungderWeiterreaktion(=StreckungdesPeptidrückgra-
tesbzw. EntfaltungdesPeptids)in dasS0-Minimum destrans-ZustandesundzumAuftreten
derNanosekundenkinetik(sieheunten).

Die beidenZeitkonstanten(2 Â 7ps und 60ps) sowie die mit ihnenverknüpftenAmplituden-
spektrensind denenvon lAPB ebenfallsähnlich(vgl. Abb. 5.9). DaszusätzlicheMinimum
im Amplitudenspektrumder 2 Â 7ps-Zerfallszeitkönntezum einendurchdenRückgangdes
Ausbleichsignalesder cis-nπ Ä -Bandeverursachtsein.Zum anderenkönnteeine fehlerhafte
Skalierungder Meßdatendafür verantwortlichsein:die Experimentezur Untersuchungder
cÁ t-IsomerisierungkönnennichtanProbendurchgeführtwerden,diezuBeginnderMessun-
geneinecis-Isomerenkonzentrationvon 100%aufweisen.Somit ist in denaufgezeichneten
Transientenbei einercÁ t-Messungimmerein gewisserSignalbeitragenthalten,dervon an-
geregtentrans-Isomerenhervorgerufenist. Um dieTransientenzuerhalten,dieausschließlich
vonangeregtencis-Isomerenstammen,mußderin denMeßdatenenthalteneBeitragdertrans-
Isomeresubtrahiertwerden(vgl. Einleitung5). DazubenötigtmanaberdasgenaueIsomeren-
verhältniswährenddercÁ t-Messungsowie diegenauenKonzentrationenderProbenlösungen
beidert Á c-unddercÁ t-Messung.DaaberdieBestimmungdesIsomerenverhältnissessowie
derKonzentrationenstarkfehlerbehaftetist, ist esdaurausmöglich,daßvon dengemessenen
cÁ t-Transienten20%zuviel t Á c-Transientensubtrahiertwurden.Darauskanndaszusätzli-
cheMinimum im Amplitudenspektrumder2 Â 7ps-Kinetikresultieren.Da dasMeßsignalvon
trans-cAPBnachdenersten50psweitgehendabgeklungenist,beeinflußteinefehlerhafteSub-
traktionderMeßdatennichtdenZeitbereichtD Ç 50psundsomitauchnichtdasAmplituden-
spektrumder60ps-KinetikvoncAPB(c Á t). Im Amplitudenspektrumder60ps-Zeitkonstante
ist im Bereichdertrans-ππ Ä -BandewiederdasEntstehenderProduktabsorptionsichtbar. Die
2 Â 7psund60ps-Kinetikenstellensomitim Hinblick aufdieFragestellungdieserArbeit keine
Besonderheitdar.

Andersverhältessichmit dernur bei cAPB auftretendenKinetik im Nanosekundenbereich.
Ein exakterWert für dieseZerfallszeitist nichtangebbar, dadieFemtosekundenuntersuchun-
gennurbiszuVerzögerungszeitenvontD Ã 3 Â 4nsdurchgeführtwurden.DerWert,denderFit-

5Als natürlichegeometrischeLängewird hier der geometrischeAbstandvon einemzum anderenEndeder
Aminosäurekettebezeichnet,wenndasPeptidkeinenZwangsbedingungen(z.B.Zyklisierung)ausgesetztist.
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Algorithmusliefert (1 Â 4ns), ist dahersehrfehlerbehaftet.Der exakteWert derZeitkonstante
sollteim Bereichvon 1 È 3nsliegen,ist aberfür die InterpretationderNanosekundenkinetik
nicht von Bedeutung.Dennalle anderenauftretendenKinetiken sind mindestenseineGrö-
ßenordnungschneller. Daherwird dasAmplitudenspektrumdieserNanosekundenkinetiknur
unwesentlichvondemgenauenWertderZeitkonstantebeeinflußt.Zudemist auchnichtzuer-
warten,daßmandie Kinetikenin diesemZeitbereichmit nureinerZeitkonstantebeschreiben
kann:DerStartderEntfaltungsreaktionerfolgtvonsehrvielenverschiedenenKonformationen
aus,wie diesauchin denNMR-Strukturensichtbarist. Deshalbwird dieReaktionsgeschwin-
digkeit individuell für jedesPeptidunterschiedlichsein.Esist dahereinegrobeNäherung,nur
eineeinzigeZeitkonstantezurBeschreibungdesFaltungsvorgangeszuverwenden.Die erhal-
teneZeitkonstanteist alseinevereinfachendeZusammenfassungdertatsächlichauftretenden
Kinetikenaufzufassen.Deutlichsichtbarist die sehrlangsameKinetik auchin denTransien-
tenin Abbildung7.4, insbesonderebeiAbtastwellenlängenin derrotenFlankedernπ Ä -Bande
undetwasrotverschobendavon.Weit im rotenSpektralbereichverschwindetdie Nanosekun-
denkinetikvöllig – hiergleichensichdieTransientenvonlinearemundzyklischemPeptidfast
vollkommen(vgl. λprobe Ã 631nm).

EineBesonderheitdesAmplitudenspektrumsder 1-3ns-Kinetik ist die LagedesMinimums
im Bereichdertrans-ππ Ä -Absorption(λmin Ã 390nm): keinzuvor gezeigtesAmplitudenspek-
trumhatteeinMinimum aneinerspektralsoweit gegenüberdertrans-ππ Ä -Absorptionrotver-
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Abbildung 7.5: Erklärung der Ursache der
Nanosekundenkinetikbei cAPB, cisË trans-
Reaktion(vgl. Text).

schobenenPosition.Der spektraleVerlaufderAm-
plituden der Nanosekundenkinetikim Wellenlän-
genbereichλprobe Ì 440nm weist auf die Bildung
eines rotverschobenabsorbierenden,trans-cAPB-
ähnlichenZustandeshin. Zugleicherkenntmanfür
λprobe Ç 440nmdasVerschwindeneinergegenüber
demSpektrumder 60ps-Kinetiknochmalblauver-
schobenenenAbsorptionsbande.DerartigeSignale
könnennur zustandekommen,wenn eine Reak-
tion von einemZustandZ (vgl. Abb. 7.5) in der
Nähe des Übergangsbereichesder beiden Poten-
tialflächenzu einem ZustandT in der Nähe der
trans-cAPB-Gleichgewichtslagestattfindet(gestri-
chelteLinie). Damit verschwindetdie langwellige
Absorptionundzugleichentstehteine,diedertrans-

cAPB-Absorptiongleicht,jedochspektraletwasrotverschobenist. Die Zeitskaladerweiteren
langsamenRelaxation( Í 3ns) in denGrundzustandG, derauchin denAbsorptionsspektren
undNMR-Spektrenbeobachtetwird, ist Femtosekundenmessungennichtzugänglich.

Wie in dentransientenSpektren(Abb. 5.13, links) erkennbarist, entsprichtdie Positionder
Bandebei tD Ã 1nsim Wellenlängenbereichderππ Ä -Bandenicht vollständigderdesDauer-
strichdifferenzspektrums.Ermittelt mandasBandenmaximum(λprobe Ì 430nm) in denein-
zelnentransientenSpektren,z.B. überdie AnpassungeinerGaußfunktion,soerhältmandie
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LagederMaximain AbhängigkeitderVerzögerungszeittD (sieheAbb. 7.6 links (lAPB) und
rechts(cAPB)). Man siehtdeutlichdenUnterschied:währenddasZentrumder ππ Ä -Bande
beimlinearenPeptidabetwatD Ã 200psnicht mehrweiterzu kurzenWellenlängenschiebt,
ist beimzyklischenPeptidüberdengesamtenZeitraumvon1nseinekontinuierlicheBlauver-
schiebung der Zentralwellenlängesichtbar, die auchbei tD Ã 1ns nochnicht abgeschlossen
scheint.

Der unterschiedlicheWert für dieZentralwellenlängederππ Ä -AbsorptionzusehrspätenVer-
zögerungszeitentD Ç 2nsfür lAPB (λcenter Ã 365nm) undcAPB (λcenter Ã 371nm) ist mög-
licherweiseauf eine nicht optimaleEichungder Spektrometerim Pump-Probe-Experiment
zurückzuführen(siehespec1undspec2in Abb. 2.7). EineAbweichungvon Î 2nmist durch-
ausdenkbar.

Abbildung 7.6: Verschiebung der Zentralwellenlängeder Absorptionsbandeim Bereich der ππ Ï -
Absorptionvon lAPB cÆ t(links) undcAPBcÆ t( rechts)

Wasist nundie UrsachedieserNanosekundenkinetik?Wie obenbereitsbeschrieben,werden
bei cAPB die nacheinerAnregung isomerisiertenChromophoredurchdie Peptidketteerst
einmal darangehindert,die gestrecktetrans-Konformationeinzunehmen.Der Chromophor
befindetsich durchdaszyklisierte Peptid in einergeometrischverspanntenKonfiguration.
Die Weiterbewegungin die relaxiertetrans-Konformationwird wahrscheinlichin mehreren
Stufenablaufen.Erst einmalwerdendiejenigenAminosäurenauf denZug durchdenChro-
mophorreagieren,die in direktemKontaktmit demPhotoschalterstehen.DasRearrangement
dieserbeidenAminosäurendürfteesdemChromophorermöglichen,schonfastdieendgültige
Konformationeinzunehmen.SomitkönntediestrukturelleAnpassungdieserzweiAminosäu-
rendie Ursachefür die beobachteteNanosekundenkinetiksein.Auf einernochlangsameren
ZeitskalaordnetsichnundiegesamtePeptidketteum,bissiedieenergieärmsteKonformation
eingenommenhat.

Zusammenfassung cAPB
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Die Zyklisierung verursachtdeutlich sichtbareVeränderungenim dynamischenVerhalten
desAzo-Peptides.Bei der t Á c-Reaktionist die schnellsteKinetik aufgrundeinermechani-
schenVorspannungdesChromophoresdurch dasentfaltetePeptidbeschleunigt.Auch die
Isomerisierungsquantenausbeutesteigt für dieseReaktionsrichtungim Vergleich zu lAPB
(t Á c) an, da die bei trans-lAPB vorhandenenkinetischenFallen auf der S1-Potentialfläche
durchdie treibendeKraft der Peptidketteleichter überwundenwerdenkönnen.Die weite-
re Bewegung der Aminosäurenist in den hier durchgeführtenExperimentenbei der t Á c-
Isomerisierungnichtsichtbargewesen.FürdiecÁ t-IsomerisierungergibtsichfolgendesBild:
im cis-AusgangszustandscheintdasPeptiddenPhotoschalterleicht zu strecken.Erfolgt eine
AnregungdesChromophores,sowird die initiale BewegungdesChromophoreseinwenigbe-
schleunigt.Bei der weiterenIsomerisierungsbewegungauf der S1-Potentialflächeund dem
Übergangauf die Grundzustandspotentialflächespürt der Photoschaltererst einmal nichts
mehrvon der Peptidkette,da der Abstandder EndendesFarbstoffes identischzur natürli-
chengeometrischenLängedesPeptidesist. Bei denjenigenMolekülen,derenPhotoschalter
isomerisiertundsichweiterstreckt,erfolgtnuneinestarkeBehinderungderIsomerisierungs-
bewegungdurchdiePeptidkette.DaderChromophoreinegestrecktetrans-Konformationein-
nehmenmöchte,beginnensichzunächsteinmaldie AminosäurendirektamPhotoschalterzu
rearrangieren.DieserProzeßkönntedie beobachteteNanosekundenkinetikhervorrufen.Die
weitereRelaxationin die trans-Konformationmit einerBewegungaller Aminosäurensollte
dannauf einer langsamerenZeitskalaerfolgen.Die detaillierteAntwort auf die exakteBe-
wegungder Aminosäurenaberkannmit Experimentenim sichtbarenSpektralbereichnicht
gegebenwerden.

In dernachfolgendenTabellesindnochmalsdie ermitteltenZeitkonstantensowie die berech-
netenQuantenausbeutenvon AzobenzolunddenAPB-Peptidenzusammengestellt.

Probe transÁ cis cisÁ trans

Zeiten[ps] Ψ [%] ΨTS
maxÐ %Ñ Zeiten[ps] Ψ [%]

Azo 0.44 3.3 11 20 — 0.13 1.1 11 30-50

lAPB 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: Zusammenfassungder wichtigstenErgebnisseausden Messungenan Azobenzolund
denAPB-Peptidenfür die t Æ c- sowie die cÆ t-Isomerisierung.Nebendenjeweils zur Anpassungder
MeßdatenbenötigtenZeitkonstanten sind noch die (maximalen)Quantenausbeutenangegeben.Die
Zeitkonstantenin denjeweilserstendreiSpaltensindsoangeordnet,daßKinetikenmit einemähnlichen
Amplitudenspektrumuntereinanderstehen.
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7 Diskussion

7.3Ò Die AMPB-Familie

7.3.1 Der Chromophor AMPB

Andersalsbei demChromophorAPB sindbei AMPB die nπ Ä - unddie ππ Ä -Bandespektral
wiederklar getrennt.EineUntersuchungdiesesMoleküleserschiensinnvoll, weil durcheinen
Vergleichmit demlinearenAMPB-Peptiddie Möglichkeit gegebenist, EinflüsseundÄnde-
rungenzustudieren,diedurchdasAnbringenderAminosäurenverursachtsind.DieserAspekt
ist in derAPB-Familie aufgrundderspektralenEigenschaftendesAPB-Chromophoresnicht
zugänglich.AußerdemsindkeinefemtosekundenspektroskopischenUntersuchungenanderer
ArbeitsgruppenanAMPB veröffentlicht.

transÁ cis-Isomerisierung

Die Amplitudenspektrenausder Datenanpassungvon AMPB (Abb. 6.2, rechts)weisenim
Vergleich zu denbishervorgestelltenProbenim wesentlichendenselbenspektralenVerlauf
auf. Hinter derschnellstensichtbarenKinetik (470fs) stehtein Prozeß,bei demdie Absorp-
tion relativ gleichmäßigüberdenSpektralbereichλprobe Ç 350nmabnimmt.Im Potentialbild
(vgl. Abb. 7.1) könntediessowohl demÜbergangvonderFranck-Condon-Regionin dasMi-
nimumderS1-FlächealsauchzusätzlichdemÜbergangaufdieGrundzustandspotentialfläche
entsprechen.Die gleichstarkenAmplitudenderdrei Kinetiken(470fs, 1 Â 6psund7 Â 9ps) im
langwelligenSpektralbereich(λprobe Ç 530nm) weisendaraufhin, daßnur ein Bruchteilder
angeregten Moleküle die S1-Potentialflächein 470fs verläßt.Der größereTeil muß einige
Pikosekundenim elektronischangeregtenZustandverweilen,dasonstkeineexcited-stateAb-
sorptionin diesemZeitbereichzu beobachtenwäre.

Die Amplitudender 7 Â 9ps-Zeit zeigeneinezu denender 9 Â 5ps-Zerfallszeitvon lAPB sehr
ähnlichespektraleAbhängigkeit.Im Wellenlängenbereichλprobe Ì 500nm sind die Positio-
nendesMinimums( Ó 340nm) unddesMaximums(420nm) desAmplitudenspektrumsder
7 Â 9ps-KinetikgegenüberdenExtremadesAmplitudenspektrumsder9 Â 5ps-Zeitkonstantebei
lAPB um etwa25nm blauverschoben.Die trans-ππ Ä -Absorptionvon lAPB undAMPB sind
ebenfallsum diesenBetragzueinanderverschoben(vgl. Tab. 4.5). Die Kinetiken gehören
also zu ähnlichenProzessenin AMPB und lAPB. Da die spektraleLage des Minimums
des Amplitudenspektrumsder 7 Â 9ps-Kinetik im Bereichder ππ Ä -Bandemit der maxima-
len trans-AMPB Absorptionzusammenfälltund auchdie Form desAmplitudenspektrums
der trans-ππ Ä -Bandevon AMPB ähnlich ist, liegt die Interpretationnahe,daßdie negati-
ven Amplituden der 7 Â 9ps-Kinetik in diesemWellenlängenbereichdie Rückbesetzungdes
trans-Zustandesbeschreiben.Dies heißt,daßdie mit dieserZeitkonstantereagierendenMo-
lekülezwarangeregt werden,aberkeineIsomerisierungvollziehen.Da diesebeimÜbergang
in denAusgangszustandauchdie S1-Potentialflächeverlassen,gehtdie vom angeregtenZu-
standausgehendeexcited-stateAbsorptionebenfallszurück.Die positiven Amplituden für
λprobe Ç 400nmder7 Â 9ps-ZeitkonstantebeschreibeneinAbnehmenderexcited-stateAbsorp-
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tion in diesemSpektralbereich.Somitist gezeigt,daßdie7 Â 9ps-Kinetik,zumindestzumüber-
wiegendenTeil, durchdie EntvölkerungderS1-Potentialflächeunddie Wiederbesetzungdes
trans-Ausgangszustandesverursachtist. DasSpektrumder1 Â 6ps-Zeit enthälthingegennoch
andereBeiträge.Zum einenist wiederumein Verschwindenderexcited-stateAbsorptionzu
sehen(λprobe Ç 500nm), zum andereneineAbsorptionszunahmeim trans-ππ Ä -Bereich.Der
spektraleVerlaufdesAmplitudenspektrumsläßtsichjedochnicht alleinedurchdieseAnteile
erklären.Da auchKühlprozesseauf dieserZeitskalaeineRolle spielen,sinddiesesicherlich
mit verantwortlichfür diekompliziertereFormdiesesAmplitudenspektrums.

DiedirekteBeobachtungderBildungdesPhotoproduktescis-AMPB bereitetSchwierigkeiten.
EincharakteristischesspektralesMerkmalvoncis-AMPB wärediecis-ππ Ä -Bande.Dieseliegt
jedochweit außerhalbdesuntersuchtenSpektralbereiches(λmax Ó 260nm). In dernπ Ä -Bande
jedochist derAbsorptionsunterschiedzwischendemtrans- undcis-Isomersogering,daßman
anhandder vorhandenenDatennicht beurteilenkann,ob die beobachteteKinetik durchdie
Bildung descis- odertrans-Isomeresverursachtist. Im Spektralbereichdernπ Ä -Bandekann
manlediglich erkennen,daßdasAusbleichen6 dieserBandewiederzurückgeht,derS1Á S0-
Übergangalsoerfolgt ist.

Im Amplitudenspektrumder 470fs-Kinetik erkenntmanbei λprobe Ã 450nm ein Minimum.
EineeinfacheAbschätzungsoll veranschaulichen,daßdiese„Delle“ im Spektrumdurchdas
Wiedererscheinendernπ Ä -Absorption(sowohl transwie cis) verursachtseinkann.EineUn-
terscheidung,welchesIsomerentsteht,ist abernichtmöglich:Die Absorptionvoncis-AMPB
im Maximumdernπ Ä -Bandebeträgt(laut Tabelle4.5) A Ã 0 Â 16. Umgerechnetauf die Kon-
zentrationder trans-AMPB-Probeergibt diesA Ã 0 Ô 5

1 Ô 6 Õ 0 Â 16 Ã 0 Â 05. Da die Absorptionder
trans-Isomerebei λpump Ã 480nm in der Messungnur A Ã 0 Â 025 beträgt,die dargestellten
Transientenaberauf eineAbsorptionA Ã 0 Â 05 bei λpump Ã 480nmnormiertsind,ergibt sich
für die skalierteAbsorptionvon cis-AMPB im Maximumdernπ Ä -BandeA Ã 0 Â 1. DieseAb-
sorptionwürde man im Maximum der nπ Ä -Bandemessen,wenn man alle Moleküle einer
trans-AMPB-Lösung(mit AbsorptionA Ã 0 Â 05bei λpump Ã 480nm) in diecis-Konformation
überführenwürde.Nimmt manersteinmalan,daß100%derangeregtenMoleküle isomeri-
sieren,so erhältmanbei einerAnregungvon 2.5%der im Anregungsvolumenvorhandenen
trans-AMPB-MoleküleeinemaximalePhotoproduktabsorptionAPhoto Ã 0 Â 0025.Würdekei-
nesder angeregtenMoleküle isomerisieren,so würdendieseim Maximum der nπ Ä -Bande
eineAbsorptionvon A Ã 0 Â 062 Ö 2 Â 5% Ã 0 Â 0016aufweisen.In demAmplitudenspektrumder-
jenigenKinetik, die der Isomerisierungzugeordnetist, sinddamitdie WertederAmplituden
im Spektralbereichdernπ Ä -Absorptionum0 Â 0016È 0 Â 0025kleinerals im Bereichaußerhalb
derGrundzustandabsorption,sofernderWirkungsquerschnittderexcited-stateAbsorptionim
untersuchtenWellenlängenbereichungefährkonstantist. Will man unterscheiden,welches
Isomermit der beobachtetenKinetik gebildetwordenist, so mußmanentscheidenkönnen,
ob der Unterschiedder Amplitudenwerte0 Â 0016 (=Bildung 0% cis-Isomer),0 Â 0018 (=Bil-
dung20% cis-Isomere)oder0 Â 0025(=100%cis-Isomere)beträgt.Im Amplitudenspektrum
der470fs-Kinetik ist einAmplitudenunterschiedvon0 Â 0015È 0 Â 004zusehen.Einegenauere
BestimmungdiesesWertesist nichtmöglich,dadieexakteFormdesexcited-stateSpektrums

6VerursachtdurchdenAnreglichtimpuls.
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nicht bekanntist. Somitkanndie 470fs-Kinetik nicht direkt derPhotoproduktbildungzuge-
ordnetwerden.AnhanddertransientenSpektrenzu spätenVerzögerungszeitentD Ç 1nsbzw.
demAmplitudenspektrumder ∞-Zeitkonstantekannallerdingsfestgestelltwerden,daßein
Teil der angeregtenMoleküle isomerisiertist. In welcherZeit, kannnicht eindeutiggezeigt
werden.Aus dentransientenSpektrenkannjedochentnommenwerden,daßin AMPB nach
50ps jeglicheReaktionabgeschlossenist undsomitdie Isomerisierungschnellerabgelaufen
seinmuß.

Ein Vergleichderfür AMPB (t Á c) erhaltenenAmplitudenspektrenlegt denSchlußnahe,daß
die 470fs-Kinetik hauptsächlichdurchisomerisierendeMoleküleverursachtist, währenddie
beidenanderenKinetiken(1 Â 6psund7 Â 9ps) zumgroßenTeil die „Verlustreaktion“zurückin
dentrans-Ausgangszustanddarstellen.DieseAussagegründetsichaufdieFormderSpektren
im Spektralbereichder trans-ππ Ä -Absorption:in denAmplitudenspektrenderbeidenlangsa-
men Zeitkonstanten(1 Â 6ps und 7 Â 9ps) ist die Entstehungvon trans-Isomerenzu sehen,in
demjenigender470fs-Kinetik nicht.BewiesenwerdenkanndieAussageabernurdurcheine
Messungin dercis-ππ Ä -Bande.

Die BerechnungdesProzentsatzesder angeregtenMoleküle pro Anregungslichtimpulslie-
fert R=2.5%(vgl. Tab. 4.5). Darausberechnetsich die Quantenausbeutezu Ψ Ã 22% (vgl.
Abschnitt 7.2.2), ein zu APB vergleichbarerWert (vgl. Abschnitt7.2.1). Die Abschätzung
QuantenausbeuteausdentransientenSpektrenliefert ΨTS

max Ã 27% und ΨTS Ã 17%.Damit
solltederwahreWertderQuantenausbeuteetwaskleinerals20%sein.

cisÁ trans-Isomerisierung

Wie ausderFormderAmplitudenspektren(Abb. 6.4) im Spektralbereichdertrans-ππ Ä -Bande
der drei Kinetiken (250fs, 2 Â 9ps und 12ps) ersichtlichist, erfolgt die Photoproduktbildung
(trans-AMPB) mit allendrei Zeitkonstanten.Denndie Formderdrei Amplitudenspektrenim
Spektralbereichder trans-ππ Ä -Bandeweist auf die Bildung einesZustandeshin, welcherso
wie trans-AMPB absorbiert.Somit erfolgt der Übergangvon cis- nachtrans-AMPB multi-
exponentiell in einemZeitraumvon wenigenhundertFemtosekundenbis zu einigenzehn
Pikosekunden.Desweiterenist dasMaximum der Bandeim langwelligenSpektralbereich
(λprobe Ç 500nm) desAmplitudenspektrumsder 2 Â 9ps-Kinetik wiedergegenüberdemjeni-
gender 250fs-Kinetik blauverschoben.Eine derartigeVerschiebung wurdeschonbei lAPB
(c Á t) beschrieben(vgl. Abschnitt80). DasMaximum desAmplitudenspektrumsder 12ps-
Zeitkonstante(AMPB) für λprobe Ç 500nm befindetsich an derselbenspektralenPosition
wie jenesder 2 Â 9ps-Kinetik. Dies ist ein klarer Unterschiedzu lAPB. Dort war dasMaxi-
mumdesAmplitudenspektrumsder33ps-Kinetiknochmalsgegenüberdemjenigender3 Â 4ps-
Zeitkonstanteblauverschoben.Es ist bekannt,daßim allgemeinendasvibronischeAbkühlen
umsoschnellerstattfindet,je größerein Molekül ist. SomitsollteauchdasAbkühlendesan-
geregtenZustandesvonlAPB schnellerodergleichschnellablaufenwie beiAMPB. Wenndie
spektraleVerschiebungdesMaximumsderAmplitudenspektrender3 Â 4ps-und33ps-Kinetik
von lAPB durchein weiteresvibronischesAbkühlendesangeregtenZustandeshervorgeru-
fen wäre,dannmüßteman auchbei AMPB eine spektraleVerschiebung der Maxima der
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Amplitudenspektrender 2 Â 9ps- und 12ps-Kinetik sehen.DennAMPB sollte,wie obendar-
gelegt, nicht schnellerabkühlenalslAPB. Nun ist abereinederartigespektraleVerschiebung
bei AMPB nicht sichtbar. Darausläßtsichschließen,daßderAusgangszustandfür die 33ps-
Kinetik beilAPB in AMPB nichtexistiertodernichtzugänglichist.DerphysikalischeProzeß,
welcherder 33ps-Kinetik bei lAPB zugrundeliegt, mußalsoein andererseinals jenerder
12ps-ZeitkonstantevonAMPB.

Die großespektraleÄhnlichkeit der Amplitudenspektrender 2 Â 9ps- und12ps-Kinetik führt
vielmehrnochzu eineranderenInterpretation:esgibt zwei Speziesim Besetungsverhältnis
2:1 von abgekühltenMolekülen im angeregten Zustand,die unterschiedlichlangefür den
Übergangauf die Grundzustandspotentialflächebenötigen.Da beidePopulationenabgekühlt
sind,werdensiesichanbenachbartenStellenaufderS1-Potentialflächeaufhaltenunddieselbe
Energie besitzen.Die Folge ist, daßdie spektraleLage und die Wirkungsquerschnitteder
excited-stateAbsorptionbeiderSpeziesnahezuidentischsind.Nur dieWahrscheinlichkeitfür
denS1Á S0-Übergangist für beideverschieden.

Mit der in Abschnitt7.2.2vorgestelltenMethodeberechnetsich(mit einemAnteil von 2.8%
angeregter Moleküle pro Anregungslichtimpuls)eine sehhoheIsomerisierungsquantenaus-
beutevonetwaΨ Ã 70%.EineobereSchrankefür dieQuantenausbeutewie bei trans-AMPB
läßtsichmit denvorhandenenDatennichtermitteln,dadasMaximumdercis-ππ Ä -Bandeweit
außerhalbdesuntersuchtenSpektralbereichesliegt.

Zusammenfassung AMPB

DerChromophorAMPB stelltsichin denFemtosekundenuntersuchungenalsausgezeichneter
Photoschalterdar. Die Isomerisierungerfolgt insgesamtetwaslangsamerund zeitlich etwas
dispersiveralsin Azobenzol.Trotzdemist derIsomerisierungsvorgangnachwenigenzehnPi-
kosekundenabgeschlossen.Hinzukommt,daßdie Quantenausbeuten(t Á c: 20%,c Á t: 70%)
mit denenvon Azobenzolvergleichbarsind. Dies bedeutet,daßdie für die Triggerungder
FaltungsreaktionrelevantenParametererhaltengebliebensind.Somitist eineAnwendungdes
Chromophoresbei denAMPB-Peptidenbzgl. der schnellenInitiierung einerFaltungsbewe-
gungerfolgversprechend.

7.3.2 Das Modellpeptid lAMPB

Die dynamischenEigenschaftenvon lAMPB müssenvor allem im Vergleich zu denenvon
lAPB sowie demChromophorAMPB gesehenwerden,um möglicheUnterschiedeaufgrund
derzusätzlichenMethylengruppezuerkennen.
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transÁ cis-Isomerisierung

Die initiale Reaktionvon lAMPB nacheinerAnregungbei λpump Ã 480nm verläuft— nach
denErgebnissenderDatenanpassung— etwaslangsamer(580fs) alsdie von lAPB (390fs).
Allerdings sind bei dieserMessungdie durch dasLösungsmittelverursachtenSignaleum
denZeitnullpunktnicht vollkommenkorrigierbar, weshalbdie Meßdatenerstab tD Ã 150fs
zur Datenanpassungverwendetwerdenkonnten.Der visuelleVergleich der Transientender
beidenLinearpeptidezeigt,daßdieKinetikenin diesenbeidenProbennahezuidentischsind.

Abbildung 7.7: Vergleichvon TransientendeslinearenAPB- undAMPB-Peptidesfür die Reaktions-
richtungtransÆ cis bei vier ausgewähltenAbtastwellenlängen.Die Meßkurvensindsonormiert,daß
dieUnterschiedein denKinetikenbesondersgutsichtbarwerden.

In Abbildung7.7 sind für vier Abtastwellenlängendie Transientenvon lAPB (schwarz)und
lAMPB (rot) dargestellt.Zur besserenVergleichbarkeitsinddieKurvenjeweilsbeitD Ã 200fs
aufeinandernormiert.In allen Graphenerkenntmaneinenahezuvöllige Übereinstimmung
derTransienten.DerUnterschiedzuspätenVerzögerungszeitenbeiλprobe Ã 438nmist in der
spektralenLagedesisosbetischenPunktesderDauerstrichabsorptionsspektrenbegründet.Bei
dieserWellenlängeabsorbierttrans-lAPB stärkeralsdascis-Isomer, währendbei lAMPB die
Verhältnissegenauumgekehrtliegen.

DasAmplitudenspektrumderdominatenKinetik (8 Â 8ps) zeigtqualitativ denselbenspektralen
Verlaufwie dasjenigeder9 Â 5ps-Kinetik vonlAPB. WiedergehteingroßerTeil derangeregten
Moleküle mit 8 Â 8ps auf die Grundzustandspotentialflächeüberund relaxiertzurück in den
trans-Ausgangszustand,isomerisiertalsonicht.EineausführlichereDiskussiondieserKinetik
erfolgt weiteruntenin Abschnitt7.3.3.
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Die Form desAmplitudenspektrumsdersehrschwachbeitragenden93ps-Kinetik ist anders
als z.B. bei lAPB. Der spektraleVerlauf desAmplitudenspektrumsim Spektralbereichder
ππ Ä -Bandeweist auf eineBildung von trans-lAMPB mit 93ps hin. Eine Bildung von trans-
IsomerenaufderZeitskalavon100psist bei lAPB nichtsichtbar.

Die Quantenausbeuteergibt sich,bei einerAnregungvon 1.5%derMoleküleim Anregungs-
volumen,zu Ψ Ã 7%. Die Abschätzungder oberenSchrankeliefert ΨTS

max Ã 5%. Die Feh-
ler beiderWertesindbei denAMPB-Peptidengrößeralsbei denAPB-Peptiden,dasichdie
trans-ππ Ä -BandezumgrößerenTeil außerhalbdesuntersuchtenWellenlängenbereichesbefin-
det.Dadurchist die BestimmungdermaximalenAbsorptionsänderungen∆A × tD Ç 1nsØ λmaxÙ
erschwert.Der ausdemDauerstrichdifferenzspektrumberechnetemaximaleWert für dieAb-
sorptionsänderungim Maximumderππ Ä -Bandebeträgtd Ó 30mOD,wenn100%derMole-
küle isomerisierenwürden(vgl. Abschnitt7.2.2). Ein Vergleichmit dentransientenSpektren
(Abb. 6.6) zeigt, daßdieserWert zu klein ist, da die Signalamplitudezu frühen Verzöge-
rungszeiten∆A × tD Ã 200fsØ λmaxÙ Ã 40mOD beträgt.Die Ursachefür dieseDiskrepanzsind
sehrwahrscheinlichSkalierungsfehlerder transientenMeßkurven.Die Gründehierfür wur-
denweiterobenschonausführlicherläutert.Der wahreWert für die Quantenausbeutedürfte
im Bereichum5%liegen,ist alsovergleichbarmit derQuantenausbeutefür lAPB (t Á c).

Ebensowie bei derAPB-Familie wird somitdurchdie MassenträgheitderAminosäurendie
t Á c-IsomerisierungsquantenausbeutegegenüberdemfreienChromophorerheblichreduziert.
Der EinbaueinesSpacershat auf die QuantenausbeutekeinerleiAuswirkung.Dies ist ver-
ständlich,daderChromophortrotz derMethylengruppedie Aminosäurenfür die Isomerisie-
rungmitbewegenmuß.

cisÁ trans-Isomerisierung

Auch die ErgebnissederMessungenan lAMPB cÁ t reihensichgut in die bishergewonne-
nenErkenntnisseüberdie APB-Peptidesowie denChromophorAMPB ein. In Abbildung6.8
(links) erkenntmanim langwelligenSpektralbereich(λprobe Ç 500nm) wiederdasVerschie-
bendesexcited-stateSpektrumszu blauenWellenlängenhin, wie diesauchfür lAPB (c Á t)
beobachtetwurde(vgl. Diskussion,Abschnitt80). Auch im übrigenSpektralbereichist der
qualitativeVerlaufderspektralenAbhängigkeitderAmplitudenbeilAMPB undlAPB ähnlich.
So ist im Bereichder ππ Ä -BandeeinePhotoproduktbildungmit drei Zeitkonstanten(250fs,
1 Â 3psund10ps)sichtbar. LediglichdasMinimum in denAmplitudenspektrender1 Â 3ps- und
10ps-Kinetik beiλprobe Ã 440nmist bei lAMPB deutlicherausgeprägt.Dieskönnteaberauch
dadurchverursachtsein,daßvondengemessenencis-lAMPB-KurveneinzugroßerAnteil der
trans-Kurvenabgezogenwurde(vgl. DiskussioncAPBc Á t, Seite118). DerschwacheBeitrag
der 58ps-Zerfallszeitin der trans-ππ Ä -Bandekannzwei Ursachenhaben:Ein Bruchteil der
angeregtenMolekülekönntevon einemtrans-ähnlichen,energetischhochliegendenZustand
(vgl. Zustand1 in Abb. 7.12) in 58ps zum cis-Ausgangszustandrückisomerisieren.Damit
verbundenwäreein Verschwindeneinerder trans-ππ Ä -Absorptionähnlichen,abersehrweit
rotverschobenen(30nm) Absorption.OderaberdieserZustand1 relaxiertin 58psnachtrans-
lAMPB. DamitverbundenwäreeinBlauverschiebungdeszugehörigenAbsorptionsspektrums
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(eineausführlicheDiskussionderAuswirkungvon spektralschiebendenAbsorptionsbanden
folgt in Abschnitt7.3.3). Der Zustand1, der mit 250fs und 1 Â 3ps besetztwird, besitztein
ca.10 È 15nm rotverschobenestrans-ππ Ä -Absorptionsspektrum.Die spektraleLagedesMa-
ximumsdesAmplitudenspektrumsder58ps-Kinetik im Bereichdertrans-ππ Ä -Bandepaßtzu
einemvollständigenRelaxiereneinessoabsorbierendenZustandes,wasfür die zweiteInter-
pretationsmöglichkeitspricht.

Abbildung 7.8: Vergleichvon TransientendeslinearenAPB- undAMPB-Peptidesfür die Reaktions-
richtungcisÆ transbei vier ausgewähltenAbtastwellenlängen.Die Meßkurvensindsonormiert,daß
dieUnterschiedein denKinetikenbesondersgutsichtbarwerden.

Ein direkterVergleich der Transientender cisÁ trans-Reaktionder Linearpeptidezeigt,daß
lAMPB direkt nachder Anregung eine etwasschnellereKinetik aufweistals lAPB (vgl.
Abb 7.8, λprobe Ã 599nm). Im Bereichder ππ Ä - undnπ Ä -Bandesind die in denTransienten
auftretendenKinetiken zwar ähnlich,die zugehörigenAmplitudenspektrenjedochsind teil-
weisesehrunterschiedlich.Dies ist ein Hinweis darauf,daßdie Sn-Potentialflächen(n Í 1)
bei einerAnregungausdemcis-Zustandbei lAPB undlAMPB etwasunterschiedlicheForm
habenmüssen.EinemöglicheUrsachefür diebeobachtetenUnterschiedederTransientenvon
lAPB undlAMPB bei dercisÁ trans-Reaktionkönnteeine,durchdie bei lAMPB zusätzlich
vorhandeneMethylengruppeverursachte,geänderteGeometriesein.In dercis-Konfiguration
könntenaufgrunddesSpacersanderesterischeHinderungen7 als bei lAPB auftreten.Dies
bedingtfür die cis-Isomerevon lAMPB verändertePotentialverläufesowie dasAuftretender
58ps-Kinetik.In dertrans-Konfigurationhingegenist dasPhenylalaninamN-terminalenEnde

7z.B.vondenSeitengruppenderAminosäuren
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desChromophorsvon vornehereinvon denrestlichenAminosäurenam C-terminalenEnde
räumlichsepariert.Somitsolltenbei dentrans-Isomerenvon lAPB undlAMPB keinegroßen
Unterschiedeauftreten.Dieskonntein denFemtosekundenmessungenbestätigtwerden.

Die Quantenausbeutefür die cisÁ trans-IsomerisierungbeträgtΨ Ã 70%bei 1.6%angereg-
ten Molekülen im Anregungsvolumen.Somit liegt der ermittelteWert überdemvon lAPB
(Ψ Ã 44%,cÁ t). AufgrunddererwähntenUnsicherheitenbei derBestimmungderQuanten-
ausbeute(relativer Fehleretwa50%) könntendie Quantenausbeutenvon lAMPB und lAPB
(c Á t) allerdingsinnerhalbder Fehlergrenzenauchidentischsein.Die bishergenerelleEi-
genschaft,daßdie Quantenausbeutefür die cisÁ trans-Reaktiongrößeralsfür die transÁ cis-
Richtungist, ist auchhiereindeutiggegeben.

Zusammenfassung

lAMPB verhältsichin vielerleiHinsichtähnlichwie lAPB, dasPendantausderAPB-Familie.
Dastrans-lAMPB-Peptidist bezüglichder Kinetikenvon lAPB (t Á c) nicht unterscheidbar.
Dascis-Isomervon lAMPB hingegenisomerisiertetwasschnellerals cis-lAPB. Die Quan-
tenausbeutensindebenfallsmit demlinearenAPB-Peptidvergleichbarundbetragenetwa5%
(t Á c) bzw. 70%(c Á t). Die Voraussetzungenfür eineStudiederzyklischenAMPB-Peptide
sindsomitgenausogutwie bei derAPB-Familie.

7.3.3 Die Modellpeptide cAMPB und bcAMPB
und

Die ErkenntnisseausdenNMR-Strukturen(Abb. 4.6) lassenerwarten,daßdie Auswirkun-
genderZyklisierungauf denIsomerisierungsvorgangbeimbizyklischenAMPB-Peptidgrö-
ßerseinsolltenals beim monozyklischenAMPB. Dennim trans-Zustandist die Einschrän-
kungdesKonformationsraumesfür bcAMPBerheblichstärkeralsfür cAMPB. Außerdemist
beidenPeptidenin dercis-KonfigurationdesChromophoreseingrößererKonformationsraum
zugänglich.Die erwartetenAuswirkungensolltensichsowohl in denIsomerisierungsquanten-
ausbeutenunddeninitialenIsomerisierungskinetikenäußernalsauchzueinemAuftretenvon
sehrlangsamenProzessenauf derZeitskalavon wenigenNanosekundenführen,wie diesbei
derAPB-Familie beobachtetwurde.Der visuelleVergleich der NMR-Strukturenvon cAPB
undcAMPB/bcAMPBlegt hierbeinahe,daßfür dasbizyklischePeptideineähnlicheBeein-
flussungdesIsomerisierungsvorgangeswie für cAPB zu erwartenist. Hingegensolltenbei
cAMPB die in denErgebnissensichtbarenAuswirkungender Zyklisierunggeringerausfal-
len. Ob die vereinfachendeVorstellung,daßzumeinendie Zyklisierungbzw. die Bewegung
derPeptidkettezu einerKraft auf denChromophorführt, welchedie Isomerisierunghemmt
oderbeschleunigtundzumanderendiespektraledynamischeAntwort desChromophoresdie
BewegungderPeptidkettewiderspiegelt, für eineErklärungderbeobachtetenErgebnisseaus-
reichendist, soll anhandderdurchgeführtenMessungendiskutiertwerden.
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7 Diskussion

transÁ cis-Isomerisierung

Beim VergleichderausderDatenanpassungerhaltenenKinetikenvoncAMPB undbcAMPB
fällt zu allererstauf, daßbeim monozyklischenAMPB-Peptidvermeintlichkeineschnelle
Kinetik auftritt, da die schnellsteZerfallszeit1 Â 7ps beträgt(vgl. Abb. 6.10). Die kritische
Betrachtungder Ergebnissezeigt,daßbei demDatensatzvon cAMPB der Algorithmuszur
Datenanpassungbei derBestimmungeinerschnellenZeitkonstanteversagenmuß.Dennzum
einensinddie Meßdatenaufgrundvon nicht korrigierbarenMeßsignalendurchdasLösungs-
mittel erstabeinerVerzögerungszeitvon tD Ã 200fs verwendbar. Zumanderenerschwertdas
vorhandeneRauschender DateneineAnpassungmit einerZeitkonstantenim Bereichvon
400fs, zumalnur eine,verglichenmit dennachfolgendenKinetiken,kleineAmplitudezu er-
wartenist.

Die für dasbizyklischeAMPB-PeptiderhalteneschnellsteZeitkonstante(300fs) ist 1.5-2mal
kleineralsjenevonlAMPB (580fs) undAMPB (470fs). DerdirekteVergleichderschnellsten
ReaktionskinetikenvonbcAMPB undcAMPB mittelsZeitkonstantenist ausobengenannten
Gründennicht möglich.Man kannjedochandentransientenSpektrenvon lAMPB, cAMPB
undbcAMPB(Abb. 6.6, 6.10und6.14) erkennen,daßdie zeitlicheEntwicklungderAbsorp-
tion vonlAMPB undcAMPB sehrähnlichist. EserfolgtbeibeidenProbenim Zeitschrittvon
tD Ã 200fs auf tD Ã 500fs im Spektralbereichλprobe Ç 360nmeineca.halbsogroßeAbsorp-
tionsabnahmewie im Zeitschrittvon tD Ã 500fs auf tD Ã 2ps.Hingegensiehtmanan den
transientenSpektrenvonbcAMPB,daßhierdieGrößederAbsorptionsabnahmein denersten
500fs etwavergleichbarist mit jenervon tD Ã 500fs bis tD Ã 2ps,alsoschnellerabläuftals
bei lAMPB undauchbeicAMPB.

Der visuelleVergleich derTransientenvon lAMPB, cAMPB und bcAMPB bei vier Abtast-
wellenlängen(vgl. Abb. 7.9) verdeutlichtunderweitertdieAussagen:daslineareunddasmo-
nozyklischeAMPB-PeptidbesitzennahezuidentischeKinetiken.Der Unterschiedin der zu
langenVerzögerungszeitenverbleibendenAbsorptionsänderungbeiλprobe Ã 350nmist vor al-
lem durchdie unterschiedlichenIsomerisierungsquantenausbeutenbedingt(sieheunten).Das
PeptidbcAMPBhingegenzeigteinewesentlichschnellereAbsorptionsabnahmeinnerhalbder
ersten500fs. Dahersolltemanfür die Kinetikenundauchdie zugehörigenAmplitudenspek-
trenvon cAMPB undlAMPB ähnlicheWerteerwarten.DasFehleneinerZeitkonstantenim
400fs-Zeitbereichist somittatsächlichauf ein, in diesemFall unvermeidliches,Versagendes
Fitalgorithmuszurückzuführen.

Die naheliegendeErklärung für den Unterschiedin den schnellstenReaktionszeitenvon
AMPB, lAMPB undcAMPB auf dereinenSeiteundbcAMPB auf deranderenist folgende:
Wie schonbeidenAPB-Peptidengesehen,bewirkt dieZyklisierungderAminosäureketteeine
ZugkraftaufdenChromophorim trans-Zustand.Durchden,beiderAMPB-Familiezusätzlich
vorhandenenflexiblen Spacerkanndie mechanischeSpannungim monozyklischenAMPB-
Peptidreduziertwerden,indemsichdieMethylengruppeetwasausihrerGleichgewichtslage8

8Die Gleichgewichtslagedefiniertsichdurchdie PositionderMetyhlengruppeohnezusätzlicheexterneKraft
(vgl. lAMPB).
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7.3 Die AMPB-Familie

herausbewegt. Dadurchwird derEinflußderexternenKraft aufdasAzobenzolselbstvermin-
dert.Da die Methylengruppenicht in daskonjugierteπ-Elektronensystemintegriert ist (vgl.
Abschnitt4.3.2), muß mit der Veränderungder PositiondieserGruppenicht zwangsläufig
eineVeränderungdesAbsorptionsspektrumseinhergehen.Die äußereKraft auf denlichtab-
sorbierendenTeil desChromophoreswird bei cAMPB somitgeringerseinalsbei cAPB.Der
Konformationsraum,welcherder Aminosäurekettezugänglichist, ist aufgrunddesSpacers
für cAMPB größeralsfür cAPB,wie auchdie NMR-Strukturenzeigen.Wird jedochdie Di-
sulfidbrückezwischendenCysteinengeschlossen(bcAMPB),reduziertsichdiegeometrische
AusdehnungdesPeptidesunddermechanischeZugaufdenChromophorwächst.Damitver-
bundenbeschleunigtsichauchdie initiale Reaktionvon trans-bcAMPB bei einerAnregung,
wie diesauchbeidenExperimentenantrans-cAPBbeobachtetwurde.Beimmonozyklischen
trans-AMPB-Peptidhingegenist die externetreibendeKraft auf denChromophordurchden
Spacersostarkreduziert,daßkeineÄnderungderReaktionsgeschwindigkeitfestzustellenist.
Verglichenmit lAMPB undcAMPB besitztbeibcAMPBdieAmplitudederschnellstenKine-
tik für λprobe Ç 500nmeinengrößerenrelativenAnteil amGesamtsignal.Diesist einweiterer
Hinweisauf die treibendeKraft derPeptidkette:esreagierenbei bcAMPB prozentualmehr
Molekülein 300fs alsbei lAMPB in 580fs.

Abbildung 7.9: Vergleich von Transientendeslinearen(schwarz),zyklischen(rot) und bizyklischen
(grün) AMPB-Peptidesfür die ReaktionsrichtungtransÆ cis bei vier ausgewähltenAbtastwellenlän-
gen.Die dargestelltenMeßkurvenwurdensoaufeinandernormiert,daßdie Absorptionsänderungbei
tD Ú 200fs für alledrei Probengleichgroßist.

Die Zeitkonstantenim Bereich weniger Pikosekunden(AMPB: 1 Â 6ps, cAMPB: 1 Â 7ps,
bcAMPB: 1 Â 6ps)sindvon derZyklisierungnicht beeinflußt.Lediglich derspektraleVerlauf
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7 Diskussion

der Amplitudenspektrenist bei bcAMPB verglichenzu AMPB leicht unterschiedlich(vgl.
Abb. 6.2und6.14). Bei lAMPB konntekeineKinetik in diesemZeitbereichgefundenwerden.
DasAmplitudenspektrumder1 Â 7ps-Kinetik von cAMPB kannwiederumnur bedingteinbe-
zogenwerden,dadiesesdurchdasFehleneinerschnellerenKinetik verfälschtist. Trotzdem
erkenntman in diesemAmplitudenspektrumbei λprobe Ç 450nm positive Amplituden,ein
globalesMaximum bei λprobe Ã 400nm sowie zu nochkürzerenWellenlängenstarkabneh-
mendeAmplituden.Somitist diesesAmplitudenspektrumdemjenigender1 Â 6ps-Kinetik von
bcAMPB qualitativ ähnlich.Der spektraleVerlaufderAmplitudenim Bereichdertrans-ππ Ä -
Absorptionbedeutetin allenFällen(AMPB, cAMPB,bcAMPB)dieBildungeinesZustandes,
der so absorbiertwie dasjeweilige trans-Isomer. Man beobachtetdaherdenRückgangdes
Ausbleichensder trans-ππ Ä -Bande.Im langwelligenSpektralbereich(λprobe Ç 500nm) wei-
sendiepositivenAmplitudenaufeinenS1Á S0-Überganghin.Somitbeobachtetmanbeidieser
Kinetik hauptsächlichdenÜbergangvom angeregtenZustandin dertrans-Ausgangszustand.
Obdesweiterenauchcis-Isomeremit einerZeitkonstantenim Zeitbereichvon1 È 2psgebildet
werden,kannnichtentschiedenwerden.

Im 10ps-ZeitbereichsinddieKinetikenderAMPB-Peptidesowie desAMPB-Chromophores
einandersehrähnlich.Der spektraleVerlaufderAmplitudenderzugehörigenZeitkonstanten
(AMPB: 7 Â 9ps;lAMPB: 8 Â 8ps; cAMPB: 9 Â 6ps; bcAMPB:10ps)ist beidenvier Probenna-
hezuidentischundbeschreibtwiedereinenÜbergangvonderS1-Potentialflächein dentrans-
AusgangszustandunddamiteinenVerlustkanalim Hinblick auf die Isomerisierungsquanten-
ausbeuten.Die Amplitudenspektrender8 Â 8ps-Zeit(lAMPB) und 9 Â 6ps-Zeit(cAMPB) sind
zusätzlichvom absolutenWert sowie vom relativen Anteil am Gesamtsignalfast gleich. In
beidenProbendominiertdieseKinetik (vgl. Abb. 6.6und6.10). BeimbizyklischenPeptidist
die Kinetik im 10ps-Zeitbereichlangsamer(10Â 4ps) alsbei lAMPB/cAMPB. Ursachedafür
könntedie Reorganisationderdirekt andenChromophoranschließendenAminosäurensein:
nachderAnregungbewegt sichderChromophoraufderS1-PotentialflächeaufdasMinimum
derS1-Flächezu.Dort angekommenwird die GeometriedesFarbstoffeseinemZwischenzu-
standzwischendertrans- unddercis-Konformationentsprechen.Bei demAnteil derangereg-
ten Moleküle,deretwa10ps im angeregtenZustandverweilt, beginnensich die zumChro-
mophorbenachbartenAminosäurenderneuenGeometrieanzupassen.DieseAnpassungsbe-
wegungwird umsoschnellergeschehen,je größerdie Kräfte auf die Aminosäuren,d.h. die
mechanischeRingspannungist. SievollziehtsichalsobeibcAMPBschnelleralsbeicAMPB
und bei cAMPB schnellerals bei lAMPB. Ein Großteilder Moleküle vollendetallerdings
die Isomerisierungsbewegungnicht (sieheunten),sondernkehrtin dentrans-Zustandzurück.
DieseRückkehrin dentrans-Zustandist aberumsoschwieriger, je weiterdie Reorientierung
dererwähntenAminosäurenfortgeschrittenist undwird deshalbbei bcAMPB langsamerge-
schehenals bei cAMPB und bei cAMPB wiederumlangsamerals bei lAMPB. Ebensoist
die Abnahmeder relativen Stärkeder Amplitude der 10ps-Zeitkonstantevon bcAMPB im
Vergleichzu cAMPB im BereichderGrundzustandsabsorptionzu verstehen:mit wachsender
Schwierigkeit,in dentrans-Ausgangszustandzurückzukehren,solltesichdieIsomerisierungs-
wahrscheinlichkeiterhöhen.Dadurchverringertsich der charakteristischeBeitragzumAm-
plitudenspektrumder10ps-Kinetikim Spektralbereichdertrans-ππ Ä -Absorption.Bei cAMPB
ist dieseAuswirkungderZyklisierungnichtsostark,weswegenbeidiesemMoleküldie9 Â 6ps-
Kinetik stärkerhervortritt alsbeibcAMPB.
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7.3 Die AMPB-Familie

Eine Kinetik mit einerZeitkonstantengrößerals einhundertPikosekundenist nur bei dem
monozyklischenAMPB-Peptid (t Á c) erkennbargewesen.Die Amplitude der 120ps-Zeit
(cAMPB) hat außerdemnur wenigerals 10% Anteil am Gesamtsignalund tritt nur in der
ππ Ä -Bandeauf.Als UrsachediesesSignalskommendreiProzessein Frage.Zumeinenkönn-
te die Rotationsdepolarisation(sieheBeginn Kapitel 5) ein derartigesAmplitudenspektrum
hervorrufen,wenndasSignalverhältnisder Messungenmit parallelerund senkrechterPola-
risationsgeometriegestörtwar9. Dafür würdesprechen,daßdie Bandenformexakt mit dem
desSpektrumsder ∞-Zeitkonstanteübereinstimmt.Dagegenspricht,daßbei keineranderen
bisherdiskutiertenProbeeineRotationsdepolarisationsichtbarwar.

AnderemöglicheUrsachenkönntenProzessesein,wie siein Abbildung7.10dargestelltsind:
Nachder Anregungkehrendie cAMPB-Moleküleschnellauf die Grundzustandsflächezu-
rück.Wie obenausgeführt,wird einerheblicherAnteil derangeregtenMolekülezurückin den
Ausgangszustandreagieren.Ein gewisserBruchteil der Chromophorewird jedochaufgrund
derschonbegonnenenBewegungderPeptidkettedarangehindertsein,sofortwiederdie für
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Abbildung 7.10: Erklärung der Ursacheder
Pikosekundenkinetikbei cAMPB, transË cis-
Reaktion(vgl. Text).

den Farbstoff optimaletrans-Geometrieeinzuneh-
men.Dieser„verspannte“Chromophorist energe-
tischetwasangehoben,waszueinemrotverschobe-
nentrans-Absorptionsspektrumführt (in Abb. 7.10
übertriebeneingezeichnet).Nun sind zwei Vari-
antendenkbar. Zum einen könnte doch noch ei-
ne,nun thermischaktivierte, Isomerisierungerfol-
gen (Variantea). Zum anderenist ein langsames
EntspannendesChromophoresmit einerZeitkon-
stantenvon 120ps vorstellbar(Varianteb.) Da im
langwelligenSpektralbereichkeineAbsorptionsän-
derungauf der 100ps-Zeitskalabeobachtetwurde,
kann der verspannteZwischenzustandenergetisch
nicht sehr weit über dem Potentialminimumdes
trans-Zustandesliegen.Dannsprichtabergegendie

Variantea, daßeinesehrhohePotentialbarrierethermischüberwundenwerdenmuß,um die
Isomerisierungdochnochzu vollziehen.Ein Übergangvon einemenergetischleichtangeho-
benenzumrelaxiertenZustandsolltemit einemAmplitudenspektrumverknüpftsein,welches
in ersterNährungderAbleitungdesAbsorptionsspektrumsentspricht(sieheDiskussionunten,

9In Messungenunterdem„magischenWinkel“ sollte keineRotationsdepolarisation zu sehensein.In dieser
Arbeit wurdenjedochnur Messungenmit zueinanderparallel und senkrechtorientierterPolarisationvon
Anregungs-undAbtastlichtimpulsdurchgeführt.Aus diesenMeßdatenwurdedasSignalfür eineMessung
untermagischemWinkel berechnet(Gl. 2.6). Es könntensich jedochzwischender Messungmit paralle-
ler undsenkrechterAnreg/AbtastgeometriedieexperimentellenParameterveränderthaben.Möglich ist dies
z.B. dadurch,daßzwischendenbeidenMessungendasExperimentnachjustiertwerdenmußte.Ist im An-
schlußandie Justagez.B. derBündelradiusdesAnregungslichtesein wenig größeralsvor derJustage,so
werdenwenigerMoleküleproVolumeneinheitangeregt. Dadurchwird daserhalteneMeßsignalkleinersein
alsesohnedie ÄnderungderSystemparametergewesenwäre.In Folge davon verschwindenSignalbeiträ-
ge der Rotationsdepolarisationbei der Berechnungder Meßkurven für denmagischenWinkel nicht mehr
vollständig.
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cÁ t-Richtung,Abb. 7.11). Die AbleitungdesAbsorptionsspektrumsvontrans-cAMPBist bei
370nmmaximalundverschwindetbei340nmsowie bei Ó 400nm. DasAmplitudenspektrum
der120ps-Zeit voncAMPB gleichtsomitzwarqualitativ derAbleitungdesAbsorptionsspek-
trumsvon trans-cAMPB.DasMaximumdesAmplitudenspektrumsliegt jedochbei Ó 360nm
undist somitrelativ zumMaximumderAbleitung(370nm) etwa10nmblauverschoben.Dies
sprichtgegenVarianteb. Die obendargelegtenArgumentelassendaherdie Rotationsdepo-
larisationalsdie plausibelsteUrsacheder120ps-Kinetik bei cAMPB erscheinen.Ebensoist
aucheineÜberlagerungder genanntenProzessedenkbar. Eine endgültigeEntscheidungfür
ein Modell kannanhanddervorliegendenDatennichtgefälltwerden.

EinenweiterenHinweis,daßdaseinfacheBild einermechanischenSpannungauf denChro-
mophoraufgrundderZyklisierungzutreffendist, gibt dieAuswertungderQuantenausbeuten.
FürderenBerechnungnachderin Abschnitt7.2.2beschriebenenMethodewird diemaximale
Produktabsorptionim Spektralbereichdertrans-ππ Ä -Absorptionbenötigt.Die spektralePosi-
tion desMaximumsder Produktabsorptionsbande(Dauerstrichdifferenzspektrum)liegt aber
außerhalbdesuntersuchtenMeßbereiches.Zudemnimmt dasRauschender Transientenzu
blauenWellenlängenimmermehrzu. Daherist derFehlerderangegebenenQuantenausbeu-
tenbeidenAMPB-PeptidengrößeralsbeiderAPB-Familie.Die maximalenQuantenausbeu-
ten ΨTS

max sind ebenfallsmit einemgrößerenFehlerbehaftetals bei denAPB-Peptiden.Eine
TendenzbeimVergleich derQuantenausbeutenvon lAMPB, cAMPB und bcAMPB ist aber
trotzdemsichtbar. Für cAMPB ergibt sich, bei einerAnregungvon 1 Â 5% der Moleküle im
Anregungsvolumen,eineQuantenausbeuteΨ Ã 22% und ΨTS

max Ã 18% sowie ΨTS Ó 14%.
InnerhalbderFehlergrenzenkannsomitdieForderungΨ Å Ψmaxerfüllt werden.

Bei bcAMPBist dieBestimmungderQuantenausbeutennochetwasschwieriger, danichtein-
deutig ist, bei welcherWellenlängeder Wert der Absorptionsänderungfür die Berechnung
abgelesenwerdensoll. Ein sturesAblesenderWerteführt auf Ψ Ã 35%(1.3%derMoleküle
im Anregungsvolumenwerdenangeregt) und ΨTS

max Ã 25%. Nimmt manin den transienten
Spektrendie AbsorptionsänderungderkurzwelligstenTransienteetwaskleineranalsgemes-
sen,um einenvermeintlichphysikalischsinnvollerenVerlaufderSpektrenzu erreichen(vgl.
auchdasgestrichelteingezeichneteDauerstrichdifferenzspektrumin dentransientenSpektren
Abb. 6.10, links), dannergibt sichΨ Ã 20%undΨTS

max Ã 10%.

Hilfe bietet in diesemFall dasBetrachtender Abbildung 7.9. Bei der Abtastwellenlänge
λprobe Ã 350nm ist die Produktbildungsehrgut sichtbar. Nimmt man an, daßdie Grund-
zustandsabsorptionsowie die AbsorptionausdemangeregtenZustandbei dendrei AMPB-
Peptidenjeweils etwagleich großist, dannmußdie Absorptionsänderungzu frühenVerzö-
gerungszeitenbei lAMPB, cAMPB und bcAMPB gleich sein.Unter dieserAnnahmesind
die Transientenin Abbildung 7.13 aufeinandernormiert. Die Produktabsorption∆A × tD Ç
1nsØ λprobe Ã 350nmÙ ist beibeidenzyklischenPeptidengleichgroßundetwadreimalsogroß
wie bei lAMPB. Multipliziert mandiefür lAMPB erhaltene(maximale)Quantenausbeutemit
demFaktordrei, dannergibt sich für cAMPB undbcAMPB ΨTS

max Ó 15%.Dies ist mit dem
obenangegebenenWert für die maximaleQuantenausbeuteverträglich.Ebensoergibt sich
Ψ Ã 15%,ein Wert, der mit denberechnetenQuantenausbeutenvon cAMPB und bcAMPB
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vereinbarist. Somitliegt die QuantenausbeutederIsomerisierungvoncAMPB undbcAMPB
bei etwa15 È 20%.Sie ist signifikanthöherals bei lAMPB. Ein Unterschiedzwischenden
Quantenausbeutender beidenzyklischenPeptidewar allerdingsnicht feststellbar. Dies be-
deutet,daßdie ZyklisierungdieseIsomerisierungzwarunterstützt,einehöheremechanische
Vorspannungabernicht zu einemweiterenAnsteigenderQuantenausbeuteführt. Eserfolgt
dannnureineBeschleunigungderReaktion.

cisÁ trans-Isomerisierung

Die schnellsteKinetik bei dercisÁ trans-IsomerisierungdesChromophoresvon cAMPB ist
tendenzielletwasschneller(190fs) alsbei reinemAMPB (250fs) undlAMPB (250fs), wäh-
rendbeibcAMPBeineVerlangsamungdieserKinetik (300fs) gegenüberdenanderenAMPB-
Peptidenauftritt. Die initiale cisÁ trans-Reaktionist bei bcAMPB somit genausolangsam
wie diejenigeder t Á c-Richtung.Ebensowie bei AMPB und lAMPB erkenntman in den
AmplitudenspektrenderschnellstenKinetikenvoncAMPB undbcAMPBim Spektralbereich
dertrans-ππ Ä -AbsorptiondenAufbaueinerProduktabsorption(vgl. Abb. 6.12und6.16). Je-
dochabsorbiertder gebildeteProduktzustandetwasrotverschoben(λmax Ã 350nm) gegen-
überdemstationärentrans-Zustand(λmax Ã 338nm), eineTatsache,die bei AMPB nicht be-
obachtetwurde10. Die Amplitude der 190fs-Zeit von cAMPB hat, verglichenmit jenerder
250fs-Kinetik von lAMPB, einengrößerenrelativenAnteil amGesamtsignal.Der Anteil der
Amplitudeder300fs-Kinetik bei bcAMPBist hingegengegenübercAMPB wiederreduziert.
Ursachefür dengeringerenAnteil der 300fs-Kinetik am Meßsignalkönntedie Anzahl der
in diesemZeitbereichreagierendenMolekülesein.DieseAnzahlsolltebei bcAMPB verrin-
gertsein.Dennverglichenzu cAMPB startetbei bcAMPBein größererProzentsatzaller cis-
Isomeredie Isomerisierungsbewegungmit Konformationen,welcheeineschnelleReaktion
nichtzulassen.

DasAmplitudenspektrumder1 Â 3ps-Zeitvon cAMPB weistim langwelligenSpektralbereich
λprobe Ç 500nmrelativ zumSpektrumder190fs-ZeitkonstanteeineBlauverschiebungauf,de-
renUrsachevermutlicheinAbkühlendesangeregtenZustandesist undbeidenAPB-Peptiden
schondiskutiertwurde(vgl. Abschnitt80). Im Spektralbereichdertrans-ππ Ä -Absorptiondes
Amplitudenspektrumsist die Bildung einesintermediärenPhotoproduktesmit 1 Â 3pserkenn-
bar. Diesesabsorbiertebenfallsrotverschobengegenüberdemstationärentrans-cAMPB, wie
jenesder190fs-Kinetik. EsmußdahernochmindestenseinweitererReaktionsschrittfolgen,
beidemsichdieAbsorptiondesPhotoproduktesderjenigenvon trans-cAMPB angleicht.

In bcAMPB konnteeine Zeitkonstantevon etwa 1 Â 3ps auchdurch die Hinzunahmeeines
weiterenExponentialzerfallesnicht nachgewiesenwerden.Ein Vergleich desAmplituden-
spektrumsder 5 Â 4ps-Kinetik bei bcAMPB mit jenemder 1 Â 3ps-Zeitkonstantevon lAMPB
undauchcAMPB liefert im Spektralbereichλprobe Ç 450nmeineweitgehendeÜbereinstim-
mungderBandenformund-position.Bei kürzerenWellenlängen(λprobe Ì 450nm) gleichtdas

10Bei AMPB bildet sichmit 250fs ein Zustand,dersowie trans-AMPB in derDauerstrichabsorptionsmessung
absorbiert(λmax Ý 340nm, vgl. Abb. 4.3).
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Amplitudenspektrumvon bcAMPB (5 Â 4ps) mehrdemder10ps-Kinetik von lAMPB. Esbe-
schreibtdie Bildung einesgegenübertrans-bcAMPB ca15nm rotverschobenabsorbierendes
Photoproduktes.Vermutlich ist die 1 Â 3ps-Kinetik von lAMPB bei bcAMPB auf 5 Â 4ps ver-
langsamt.Dadurchsinddie Prozesse,die bei lAMPB der1 Â 3ps- und10ps-Kinetik zugrunde
liegen,beibcAMPBdurchdenverwendetenFitalgorithmusnichtmehrtrennbar. Somitüberla-
gernsichdieBeiträgedieserProzesseim Amplitudenspektrumder5 Â 4ps-Zeit. Ein Grundfür
die VerlangsamungderKinetik von 1 Â 3psauf 5 Â 4pskönntedie Peptidkettesein,die im bizy-
klischenPeptidaufgrundderreduziertengeometrischenLängedie Isomerisierungsbewegung
desChromophoreszu einemfrüherenZeitpunktbremstals dies im monozyklischenPeptid
derFall ist.

Die nur bei cAMPB, aber nicht bei bcAMPB vorhandeneKinetik im 10ps-Zeitbereich
(cAMPB: 9 Â 3ps) besitztein sehrähnlichesAmplitudenspektrumwie die 10ps-Kinetik von
lAMPB. Die relative Amplitudenstärkeder 9 Â 3ps-Zeitkonstanteam Gesamtsignalist bei
cAMPB höherals diejenigeder 10ps-Kinetik bei lAMPB. Dies bedeutet,daßbei cAMPB
ein größererAnteil derangeregtenMoleküle langsamerreagiertals in lAMPB. Am spektra-
len Verlauf desAmplitudenspektrumsder 9 Â 3ps-Kinetik im Spektralbereichder trans-ππ Ä -
Absorptionerkenntman,daßauchmit dieserZeitkonstantetrans-cAMPB gebildetwird.

Die Amplitudenspektrender langsamenKinetiken (ZeitkonstantenÍ 50ps) von lAMPB,
cAMPB undbcAMPBergebenaufdenerstenBlick einsehruneinheitlichesBild. Die 180ps-
Zeit von cAMPB besitztein Spektrum,welchesdemder 9 Â 3ps-Kinetik sehrähnlichsieht.
Nur ist dieAmplitudenstärkeim langwelligenSpektralbereichrelativ zur trans-ππ Ä -Bandebei
der180ps-Zeitkonstantekleineralsbeider9 Â 3ps-Zeit.DerAmplitudenverlaufim Spektralbe-
reichdertrans-ππ Ä -Absorptionweistscheinbarauf die Bildung von trans-cAMPB mit 180ps
hin. Die 58psbzw. 100ps-Kinetik bei lAMPB bzw. bcAMPB beschreibthingegeneinenan-
derenProzeß.Dennim Bereichdertrans-ππ Ä -AbsorptionunterscheidensichdiezudiesenKi-
netikengehörendenAmplitudenspektrenstarkvon demjenigender180ps-Zeitkonstantevon
cAMPB. EinemöglicheInterpretationbzw. LösungdiesesProblemsfolgt weiterunten.Der
spektraleVerlauf der Amplitudender 58ps (lAMPB), 180ps (cAMPB) und 100ps-Kinetik
(bcAMPB) im Wellenlängenbereichλprobe Ç 400nm weistauf ein Verschwindeneinerlang-
welligenAbsorptionhin. Diesbedeutet,daßderAusgangszustandfür dieseKinetik entweder
auf derS1-Potentialflächeliegt oderein energetischstarkangehobenerS0-Zustandseinmuß.
Im erstenFall resultiertdie langwelligeBandeim Amplitudenspektrumvon derexcited-state
Absorption.Im anderenFall ist die Grundzustandabsorptiondurchdie Anhebung der Ener-
gie desGrundzustandesrotverschoben.Im Spektralbereichder trans-ππ Ä -Bandewürdeman
für einenlangsamenÜbergangvom angeregtenZustandin dastrans-Minimum der Grund-
zustandspotentialflächein denAmplitudenspektrennegative Amplitudenerwarten,die einen
spektralenVerlaufähnlichdertrans-ππ Ä -Absorptionzeigen.DennbeieinemlangsamenÜber-
gang(ZeitkonstanteÍ 50ps) ist dasAbkühlenauf der Grundzustandsflächenicht sichtbar,
da der Kühlvorgangerheblichschnellerabläuft (vgl. Abschnitt7.1). Somit ist in denAm-
plitudenspektrendie direkteBildung desrelaxiertenPhotoproduktes(trans-Isomer)mit die-
serZeitkonstantesichtbar. Würdedie Kinetik in diesemZeitbereichdie Reaktionzurückin
die cis-Konformationbeschreiben,würdemanin denAmplitudenspektrennur die Abnahme
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7.3 Die AMPB-Familie

derexcited-stateAbsorptionsehen,dadie cis-IsomerederAMPB-Familie im Wellenlängen-
bereichum 350nm nur sehrschwachabsorbieren.Zwar ist überdie Form desexcited-state
Spektrumsnicht viel bekannt,sodaßkeineVorhersagenfür denAmplitudenverlaufgemacht
werdenkönnen.EskannjedochdiesichereAussagegetroffenwerden,daßim Fall derRückre-
aktionin dencis-Zustandim Wellenlängenbereichder trans-ππ Ä -Bandeim Amplitudenspek-
trum derzugehörigenKinetik nurpositive AmplitudendurchdasAbklingenderexcited-state
Absorptionauftretenkönnen.

WelcheSignaleim SpektralbereichderGrundzustandbandenzuerwartensind,wennderAus-
gangszustandein energetischangehobenerZustandauf derGrundzustandspotentialflächeist,
soll anhandvon Abbildung 7.11erläutertwerden.Die energetischeAnhebung führt in ein-
fachsterNäherungnurzueinerRotverschiebungdesDauerstrichabsorptionsspektrums,dader
energetischeAbstandzu denelektronischangeregtenZuständenverringertwird. Im oberen
Teil von Abbildung 7.11 ist dastrans-bcAMPB Absorptionsspektrumeingezeichnet(durch-
gezogeneLinie). Zusätzlichist dasselbeSpektrumum 5nm ( ÈÞÈ ) und um 15nm ( ÈßÖ6Ö6ÖàÈ )
spektralrotverschobengezeigt.Im unterenTeil derAbbildungsindim gleichenMaßstabDif-
ferenzspektren(rotverschobenÈ Orginalspektrumbzw. 15nm verschobenÈ 5nm verscho-
ben)dargestellt.

Abbildung 7.11: ErwarteteAbsorptionsänderungen,die durchdasspektraleSchiebenvon Absorpti-
onsbandenverursachtwerden.Im oberenTeil ist dasAbsorptionsspektrum von trans-bcAMPBsowie
dasselbeSpektrumum 5nm bzw. 15nm rotverschobengezeigt.Im unterenTeil sind in demselben
Maßstabwie in deroberenAbbildungdiemöglichenDifferenzabsorptionsspektrendargestellt.

Manerkennt,daßdie Dif ferenzspektrenin etwadie negativeAbleitungdesAbsorptionsspek-
trumswiedergeben(v.a. ÈáÈ ). Zusätzlichsiehtman,daßdie ExtremalwertedesDif ferenz-
spektrumsumsogeringerwerden,je kleinerdieVerschiebungderSpektrenzueinanderist. Für

137



7 Diskussion

dentrans-ππ Ä -BereichdesAmplitudenspektrumsder100ps-KinetikvonbcAMPBergibt sich
die größteÜbereinstimungmit demDif ferenzspektrum(b)-(c) ( ÈâÖ2È ). Diesesist mit einem
Prozeßverknüpft,dervon einemZustandmit einemetwa15nm rotverschobenenSpektrum
startetundbeieinemZustandendet,welcherein,relativ zumbcAMPB-trans-Isomer, ca.5nm
rotverschobenesAbsorptionsspektrumbesitzt.EssprechenalsoeinigePunktedafür, daßdie
100ps-Kinetik in bcAMPB eineAbsenkungder Grundzustandsenergie beschreibtund nicht
einenÜbergangvom angeregtenZustand.Desweiterenwird dieseThesedadurchunterstützt,
daßdie schnellerenKinetiken (300fs und 5 Â 4ps) die BesetzungeinesZustandesbeschrei-
ben,dessenAbsorptionsmaximum10 È 15nm rotverschobenvon demjenigender trans-ππ Ä -
AbsorptionvonbcAMPBliegt.

DasAmplitudenspektrumder1ns-KinetikweistkeineAbsorptionsänderungim langwelligen
Spektralbereichauf. DeshalbkanndieseKinetik keinenS1Á S0-Übergangbeschreiben.Ver-
gleichtmandie Form desAmplitudenspektrumsin der trans-ππ Ä -Bandemit denobenabge-
bildetenDif ferenzspektren,soerkenntmaneineguteÜbereinstimmungmit demgestrichelten
Spektrum,welchesdurcheineVerschiebungdesAbsorptionsspektrumsum5nmentsteht.

Somit drängtsich folgendeInterpretationauf: direkt nachder Anregungvon bcAMPB be-
ginnt der Chromophormit der Isomerisierungsbewegung.Es folgt in 300fs und 5 Â 4ps ein
Übergangauf die Grundzustandspotentialfläche.Bei demjenigenTeil derMoleküle,der iso-
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Abbildung 7.12: Reaktionsmodellfür bcAMPB
(cË t). Auf dem Weg zum PhotoproduktP durch-
laufendie Moleküledie Zwischenzustände1 und2.
Umbekanntist,wie dieRelaxationin denAusgangs-
zustandG erfolgt.

merisiert,erfolgteineRelaxationin Richtungdes
trans-MinimumsderGrundzustandspotentialflä-
che.DieseRelaxationgeschiehtabernicht, wie
z.B. bei Azobenzol,in wenigerals 10ps. Viel-
mehr bildet sich, aufgrunddes Einflussesder
PeptidketteaufdenChromophor, einenergetisch
höherliegendesPhotoproduktmit einerdemrela-
xiertentrans-ZustandähnlichenGeometrie(Zu-
stand1 in Abb. 7.12). Der Chromophormöchte
den trans-Zustandeinnehmen,wird aberdurch
die Peptidkettedarangehindert.Es ist ein ver-
spanntertrans-Chromophorentstanden.Die Ab-
sorption,insbesondereim Bereichdertrans-ππ Ä -
Bande,diesesintermediärenPhotoproduktesist
relativ zum Dauerstrichabsorptionsspektrumca.
15nm rotverschoben,wie denAmplitudenspek-
trender beidenKinetiken(300fs und 5 Â 4ps) zu

entnehmenist. Im Laufe der Zeit werdensich erst die direkt an den Chromophorangren-
zendenAminosäurenrearrangieren,späterauchdasrestlichePeptid.Mit dieserReorganisa-
tion ist die energetischeRelaxationdesFarbstoffesverbunden.Dieseist auf der100ps- und
1ns-Zeitskalasichtbar. In 100psrelaxiertdasSystemsoweit, daßdasAbsorptionsspektrum
desChromophoresnur nochum 5nm gegenüberdemDauerstrichspektrumrotverschobenist
(Zustand2 in Abb. 7.12). Mit demÜbergangvon 1 Á 2 ist auchdasVerschwindender lang-
welligenAbsorptionverknüpft.Die weitereEntspannungdesChromophoresin diestationäre
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7.3 Die AMPB-Familie

trans-Konfiguration(ZustandP)erfolgtin etwa1ns.DannhatdieexterneKraft derPeptidkette
aufdenChromophorsoweit nachgelassen,daßeineBeeinflussungdesAbsorptionsspektrums
in denhiervorgestelltenExperimentennicht mehrsichtbarist. Die Frage,ob sichdie Peptid-
ketteauf einerlangsamerenZeitskalanochweiterumorganisiert,kanndahermit dendurch-
geführtenExperimentennichtbeantwortetwerden.Hierfür sindzeitaufgelösteMessungenim
infrarotenSpektralbereichnotwendig.

Akzeptiertman diesesReaktionsmodell,so bleibt die Fragezu klären,warum die Ampli-
tude der 1ns-Kinetik größerals die der 100ps-Zeitkonstanteist, obwohl man nachAbbil-
dung7.11 genauden umgekehrtenFall erwartenwürde.Eine möglicheErklärungist, daß
nur ein Bruchteilaller Moleküle,derenChromophorisomerisiertist, denZwischenzustand1
bevölkern.Ein derartigesSzenarioist durchausplausibel,wennmanberücksichtigt,daßin
dercis-KonfigurationdesChromophoresmehrereverschiedenePeptidkonformationsfamilien
auftretenkönnen(vgl. NMR-StrukturenAbb. 4.6). WerdendurcheinenLichtimpulsMoleküle
ausverschiedenenStartkonformationenangeregt, so ist esdurchausvorstellbar, daßdie Mo-
leküleverschiedenenReaktionspfadenaufderS1-Flächefolgen:Ein Bruchteilderangeregten
MoleküleweisteineräumlicheStrukurauf,dieeineneinfachenundschnellenÜbergangdirekt
in Zustand2 ermöglicht.Für einenanderenTeil wiederumist ersteinegrößereUmorganisa-
tion der Aminosäurennotwendig,bevor der Chromophordie Chancehat, einenrelaxierten
trans-Zustandzu erreichen.Die 100ps-Kinetikwird nur vom letztgenanntenTeil verursacht,
währendder Übergangvon Zustand2 Á P von allen isomerisiertenMolekülen durchlaufen
wird. ZusätzlichzudenbisherdiskutiertenReaktionspfadentritt sicherauchdieRückreaktion
vomangeregtenZustandin dencis-AusgangszustandG auf („?“ in Abb. 7.12). Eventuellgibt
essogarnocheineRückisomerisierungvon Zustand1Á G. VorgängedieserArt sind in den
transientenSpektrenundAmplitudenspektrennur sehrschwerzu identifizieren,daesim un-
tersuchtenSpektralbereichbei dencis-IsomerenkeinecharakteristischeAbsorption11 wie für
dentrans-Zustandgibt.DaherkannzudiesenVorgängenkeinedetailliertereAussagegetroffen
werden.

Ein Blick aufdasAmplitudenspektrumder58ps-Kinetikvon lAMPB (c Á t) in Abbildung6.8
zeigt,daßdiesesSpektrumdemder100ps-Zeitkonstantenvon bcAMPB gleicht.Somit liegt
die Interpretationnahe,daßauchbei lAMPB zumindestein Teil der angeregten Moleküle
einenZwischenzustand1 bevölkert. Diesermußauf derGrundzustandspotentialflächeener-
getischhochliegendsein,dasonstim Amplitudenspektrumkeinelangwelligepositive Bande
auftretenwürde.Im Unterschiedzu bcAMPB relaxiertlAMPB mit einerZeitkonstantenvon
58psdirekt in denPhotoproduktzustandP. EinemöglicheUrsachefür dasAuftretender58ps-
Kinetik sowie dasFehleneinersolchenbei lAPB wurdebereitsdiskutiert.

Ein großesRätselbirgt die Diskrepanzder spektralenCharakteristikder Zeitkonstantenim
100ps-Zeitbereichvon lAMPB und bcAMPB auf der einen und cAMPB auf der ande-
ren Seite.Dennwährenddie 180ps-Kinetik von cAMPB so interpretiertwerdenkann,daß
mit dieserZeit ein Übergangvom angeregten Zustandin die trans-Konformationerfolgt,
scheintbei lAMPB undbcAMPBaufder100ps-ZeitskaladieRelaxationinnerhalbdertrans-

11HierzumüßtederMeßbereichbisauf etwaλprobe Ý 250nmausgedehntwerden.
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Konfigurationundnicht die Bildung von trans-IsomerenderdominanteProzesszu sein.Ei-
ne möglicheErklärungist eine teilweiseBeimischungeinesRotationsdepolarisationssigna-
les bei denMessungenan cAMPB. Für die beidenanderenProben(lAMPB und bcAMPB)
scheidetein solcherBeitragaus,da derspektraleVerlauf der Amplitudenspektrender lang-
samenKinetiken nicht dem der ∞-Zeitkonstantegleicht. Bei cAMPB allerdingskann auf-
grundderFormdesAmplitudenspektrumsder180ps-Kinetikim BereichderGrundzustands-
absorptiondie ExistenzeinesRotationsdepolarisationsbeitragesnicht ausgeschlossenwer-
den.Auch war bei der transÁ cis-Isomerisierungvon cAMPB eine120ps-Kinetik beobach-
tet worden,derenUrsprungnicht eindeutigfestzulegenwar. Dort war ebenfallsein Beitrag
durch die Rotationsdepolarisationin Erwägunggezogenworden.Für eine grobeAbschät-
zungkannmanannehmen,daßdie 120ps-Kinetikbei cAMPB (t Á c) vollständigdurchRo-
tationsdepolarisationverursachtist undsetztdenselbenrelativenBeitrag12 auchbei dercÁ t-
Reaktionsrichtungvoraus.DannerhältmannachderSubtraktiondiesesEffektesein Ampli-
tudenspektruma × λ Ù Ã a × τ Ã 180psØ λ Ù Èå×�È 1

3a × τ Ã ∞ Ø λ Ù!Ù mit folgenderEigenschaft:in der
trans-ππ Ä -Bandeist derspektraleVerlaufdesAmplitudenspektrums(180ps) demjenigender
Amplitudenspektrenvon lAMPB (58ps) und bcAMPB (100ps) sehrähnlich.Damit würde
sichdie Interpretationder180ps-KinetikvoncAMPB besserin dasbestehendeReaktionsmo-
dell integrierenlassen.Da die t Á c unddiecÁ t-IsomerisierungvoncAMPB direkthinterein-
andergemessenwurde,ist esdurchausmögich,daßspeziellbei denMessungenancAMPB
die experimentellenParametervomOptimumabgewichensind.

BisherentstandderEindruck,daßdie ZyklisierungdasIsomerisierungsverhaltendesmono-
zyklischenAMPB-Peptidesnicht sonderlichbeeinflußt.In Abbildung 7.13erkenntmanbei
λprobe Ã 598nm, daßdie Transientenvon lAMPB und cAMPB völlig identischsind. Das
bizyklischePeptidzeigt im Vergleich zu diesendirekt nachder Anregungeine langsamere
Reaktion.Desweiterenist bei bcAMPB die Dynamik im Zeitbereichvon 1 È 10ps erheb-
lich stärker— ein Zeichendafür, daßein größererBruchteil der angeregtenMoleküle die
S1-Potentialflächelangsamerverläßtalsdiesbei lAMPB undcAMPB derFall ist. Am Rand
der langwelligenFlankeder nπ Ä -Bande(λprobe Ã 550nm) tritt eineÄnderungauf: dasmo-
nozyklischePeptidist hier zwar immer nochschnellerals bcAMPB, aberlangsameralsdas
lineareAMPB-Peptid.Bei nochetwaskürzerenWellenlängen(λprobe Ã 518nm) gleichensich
nundie Transientenvon cAMPB undbcAMPB,währendallein lAMPB eineschnellereDy-
namik aufweist.In der trans-ππ Ä -Bandeist kein Unterschiedin denprimärenKinetiken bis
tD Ã 1pssichtbar. Ob die in Abbildung7.13(λprobe Ã 342nm) sichtbareKinetik im Bereich
von 100ps È 1000psvoncAMPB echt13 ist, kannhiernichtentschiedenwerden(vgl. oben).

Mittels der Transienten(Abb. 7.13) kann man auchAussagenüber die Quantenausbeuten
gewinnen.ManerkenntandernaheamMaximumdertrans-ππ Ä -Absorptionaufgenommenen
Kurve(λprobe Ã 342nm), daßΨcAMPB Ó ΨlAMPB undΨbcAMPB Ó 0 Â 75 Õ ΨcAMPB. DieseAussa-
gekanngetroffenwerden,wenndieKurvenaufdieselbeAbsorptionsänderungbei tD Ã 200fs
skaliertwurden,wie in Abbildung 7.13 geschehen.Desweiterenmußbeachtetwerden,daß

12Amplitudena æ τ Ý 120psç λ è½éëê 1
3a æ τ Ý ∞ ç λ è�ç λ Ý 340 ì2ì2ì 380nm

13Echtim Sinnedavon,daßdieProzesse,welchedieKinetik verursachen,in derProbeablaufen.Ein Rotations-
depolarisationssignalwäremit dieserDefinitioneine„unechte“Kinetik.

140



7.3 Die AMPB-Familie

die Wertefür die Quantenausbeutevon cAMPB größereUnsicherheitenausweisenwie jene
von lAMPB undbcAMPB, danicht geklärtist, ob in denTransientenvon cAMPB auchein
Rotationsdepolarisationsanteilenthaltenist (sieheoben).EineweitereVoraussetzung,daßdie
ebengenanntenBeziehungenderQuantenausbeutenausder Abbildungentnommenwerden
können,ist die Gleichheitder Absorptionsänderungdirekt nachder Anregungder AMPB-
Peptide.Dennwennsich die AbsorptionswirkungsquerschnittederangeregtenZuständeder
AMPB-Peptideunterscheiden,ist die obendurchgeführteSkalierungauf die Gleichheitdes
SignalesnachtD Ã 200fs nicht mehrsinnvoll. Zusätzlichist für die AbschätzungderQuan-
tenausbeutennochzuberücksichtigen,daßbcAMPBeineNanosekundenkinetikaufweist,also
die in Abbildung7.13sichtbareAbsorptionfür tD Í 1nssichnochändert.

Abbildung 7.13: Vergleichvon Transientendeslinearen(schwarz),zyklischen(rot) undbizyklischen
(grün) AMPB-Peptidesfür die ReaktionsrichtungcisÆ transbei vier ausgewähltenAbtastwellenlän-
gen.Die dargestelltenMeßkurvenwurdensoaufeinandernnormiert,daßdieAbsorptionsänderungbei
tD Ú 200fs für alledrei Probengleichgroßist.

Ermittelt mannachder in Abschnitt7.2.2beschriebenenMethodedie Quantenausbeuten,so
ergebensichbei einerAnregungvon 1.7%(cAMPB) bzw. 1.3%(bcAMPB)derMoleküleim
Anregungsvolumendie QuantenausbeutenΨ Ã 70%bzw. Ψ Ã 50%.DieseErgebnissepas-
senzuderausdemVergleichderTransientengewonnenenAussage,daßdieQuantenausbeute
beibcAMPBgegenüberlAMPB undcAMPB reduziertist: die mechanischeSpannungin der
Aminosäureketteist im bizyklischenAMPB-Peptidso groß,daßein verglichenzu cAMPB
größererAnteil angeregterChromophoreanderIsomerisierunggehindert,bzw. nachderIso-
merisierungzu einersofortigenRückisomerisierungin dencis-Ausgangszustandgezwungen
wird. Hingegenist bei cAMPB keineAuswirkungderZyklisierungauf die Quantenausbeute
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sichtbar. Die QuantenausbeutevoncAMPB ist innerhalbderFehlergrenzengenausogroßwie
diejenigevoncAPBundlAMPB.

Zusammenfassung

DerEinflußderZyklisierungaufdiecisÁ trans-Isomerisierungist sowohl beidenmonozykli-
schenalsauchbeidenbizyklischenAMPB-Peptidensichtbar. Bei cAMPBist dieAuswirkung
gering,aberdennochdurcheinenVergleichder transientenAbsorptionskurvennachweisbar.
Dahingegenzeigtdie IsomerisierungsreaktionvonbcAMPBdeutlicheVeränderungengegen-
überdenbeidenanderenAMPB-Peptiden:Fürdie t Á c-Reaktionwird die initiale Kinetik auf
300fs beschleunigt,währendbei der cÁ t-Richtungsich dieseauf 300fs verlangsamt.Auch
die Reaktionsgeschwindigkeitenvon bcAMPB im Pikosekundenzeitbereichsindfür t Á c hö-
herund für c Á t niedrigerals bei lAMPB undcAMPB. Desweiterenist bei bcAMPB (c Á t)
derEinflußderPeptidkonformationsdynamikaufdenChromophorerkennbar, sichtbarandem
AuftreteneinerNanosekundenkinetikin Verbindungmit einemdamit verknüpftenAmplitu-
denspektrum,welchesauf die vollständigegeometrischeRelaxationdesChromophoreshin-
weist.DieseKinetik ist von derjenigenbei cAPB (c Á t) zu unterscheiden.Bei cAPB war im
Zeitbereichvon einerNanosekundedie Bildung einesverspanntenChromophoreszu sehen,
welchervermutlichauchnochauflängerenZeitskalenrelaxiert.Grundfür diesenUnterschied
ist der Methylenspacerbei denAMPB-Peptiden:die auf Zeitskalen Í 2ns ablaufendenBe-
wegungender Aminosäureketteist bei bcAMPB nicht sichtbar, weil der bewegliche Spacer
dieseBewegungenausgleichtunddenmechanischenStressauf denChromophorstarkredu-
ziert. Bei cAPB hingegenwird jedermechanischeZug in der Peptidkettean denFarbstoff
weitergegeben,wodurchauchkleineAbweichungenderPeptidkonformationvonderrelaxier-
tenStrukturdenChromophorbeeinflussen.BeimmonozyklischenAMPB-Peptidhingegenist
derChromophorfastvollständigvon derPeptidbewegungentkoppelt.

In dernachfolgendenTabellesindnochmalsdie ermitteltenZeitkonstantensowie die berech-
netenQuantenausbeutenvonAMPB unddenAMPB-Peptidenzusammengestellt.

Probe transÁ cis cisÁ trans

Zeiten[ps] Ψ [%] ΨTS
maxÐ %Ñ Zeiten[ps] Ψ [%]

AMPB 0.47 1.6 7.9 22 27 0.25 2.9 12 70

lAMPB 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: Zusammenfassungder wichtigstenErgebnisseausdenMessungenan AMPB und den
AMPB-Peptidenfür die t Æ c- sowie die cÆ t-Isomerisierung.Nebendenjeweils zur Anpassungder
MeßdatenbenötigtenZeitkonstantensind noch die (maximalen)Quantenausbeutenangegeben.Die
Zeitkonstantenin denjeweilserstendreiSpaltensindsoangeordnet,daßKinetikenmit einemähnlichen
Amplitudenspektrumuntereinanderstehen.
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DasZiel dieserArbeit war es,Informationendarüberzu gewinnen,ob sich Faltungsvorgän-
gein kleinenModellpeptidenauchauf derFemto-bis Nanosekundenzeitskalaabspielen.Die
bisherteilweiseherrschendeMeinung,daßdie BewegungeinerAminosäurebeimFaltungs-
vorgangschnellstensim 10ns-Zeitbereichablaufenkann[GALZITSKAYA et al.,2001], konn-
te, zumindestfür die hier vorgestelltengetriebenenSysteme,eindeutigalsFehleinschätzung
eingestuftwerden.

DasStudiumschnellsterKonformationsdynamikbedurfteeinigerVoraussetzungen,die in den
letztenJahrengeschaffenwurdenundzu Beginn dieserArbeit erfüllt waren:Kenntnisseüber
dasIsomerisierungsverhaltenvon Azobenzolunddie Verfügbarkeitvon ausreichendProben-
material.DerChromophorAzobenzolisomerisiertinnerhalbwenigerhundertFemtosekunden
mit hoherQuantenausbeuteundbildetein langlebigesPhotoprodukt— dasjeweilsandereIso-
mer—, wie femtosekundenspektroskopischeUntersuchungenzeigten[NÄGELE, 1998]. Bei
demIsomerisierungsvorgangändertsich die geometrischeLängedesAzobenzolesum fast
einenFaktorzwei.SomitschienAzobenzoldasgeeigneteMolekül zu sein,um einephotoin-
duzierteKonformationsänderungauszulösen.Die Synthesevon geeignetenkleinenPeptiden,
die als AminosäuregetarntesAzobenzolin der Aminosäuresequenzenthalten,erfolgte am
Max-Planck-Institutfür Biochemiein MartinsriedunterProf.L. Moroder. Ebensowurdedort
die ZyklisierungdieserModellpeptidesowie u.a.eineNMR-spektroskopischeUntersuchung
derProbenvorgenommen[BEHRENDT, 2000, RENNER et al.,2000a, RENNER etal.,2000b].

FürdieDurchführungderfemtosekundenspektroskopischenUntersuchungenwurdeim ersten
Jahrder Arbeit ein neuesLasersystemaufgebaut.Zusammenmit demKollegen Ingo Lutz
wurdeein regenerativer Verstärkermit einerWiederholratevon 1kHz konzipiertund reali-
siert.Die wichtigstenRandbedingungenwareneinehoheAusgangsimpulsenenergievonetwa
1mJproLichtimpulsbei gleichzeitigmöglichstniedrigemRauschenundhoherStrahlstabili-
tät.AußerdemsolltedasSystemmöglichstkompaktaufgebautwerden,umaufdemoptischen
Tisch Platzfür zwei getrennteexperimentelleAufbautenverfügbarzu haben.Anschließend
erfolgtederAufbaubzw. UmbaudesPump-Probe-Experimentes.DadieAnregungderzuun-
tersuchendenProbenin der langwelligenFlankedernπ í -Absorption(λpump î 480)erfolgen
sollte,war die direkteVerwendungdesfrequenzverdoppeltenLaserlichtes(λ î 400nm) aus
demVerstärkersystemnichtmöglich.Die notwendigeWellenlängenkonversionerfolgtedurch
die Verwendungvon nichtkollinearenoptisch-parametrischenVerstärkern,derenDesignauf
die Generierungvon Licht bei λ î 480nm optimiertwerdenmußte.DasvorhandeneDetek-
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8 Zusammenfassung

tionssystem,welchesein gleichzeitigesAufzeichnenvon 42 Meßkurven bei verschiedenen
Wellenlängenermöglicht(Vielkanaldetektion),wurde in dasExperimentintegriert. Im Zu-
gederOptimierungdeszugänglichenAbtastwellenlängenbereicheswurdedabeidasMedium
zurErzeugungdesAbtastweißlichtesvonSaphiraufKalziumfluoridumgestellt.Aufgrundder
fehlendenMöglichkeit,dieanfallendenDatenmengensinnvoll undschnellbearbeitenzukön-
nen,wurdeim AnschlußandieersteMeßserieeineAuswertesoftwaremit Benutzeroberfläche
entworfenundprogrammiert.

WelcheErkenntnissekonntenausdenMessungengewonnenwerden?BekanntwarzuBeginn
dieserArbeit nur, daßreinesAzobenzolals optischesTriggermolekülsehrgut geeigneter-
schien.EinfacheAbsorptionsmessungenzeigten,daßderChromophorauchnachdemEinbau
in die Peptideisomerisiert.Die NMR-Messungenbelegten,daßsichauchdie Konformation
desPeptidrückgratesstarkändert[RENNER et al.,2000a, RENNER et al.,2000b]. Zu beant-
wortenwar die Frage,wie schnellund mit welchenQuantenausbeutendie Isomerisierungs-
reaktionen(t ï c, c ï t) desFarbstoffesin denlinearenundzyklisiertenPeptidenablaufen.Es
stelltesichheraus,daßin allenuntersuchtenProbeneinTeil derangeregtenChromophorewei-
terhin in einigenhundertFemosekundenisomerisiert.Allerdings ist derAnteil derMoleküle
mit langsamerPhotochemie(d.h.dieIsomerisierungerfolgt im Pikosekundenzeitbereich)grö-
ßeralsbeireinemAzobenzol.Diesgilt vor allemfür diecisï trans-Reaktion.Somitwurdeder
Beweis erbracht,daßdie durchgeführtenExperimenteso,wie sie geplantwaren,auchsinn-
voll sind: auchbei denZyklopeptidenerfolgt die ÄnderungdergeometrischenAusdehnung
desChromophoressehrschnellinnerhalbvonPikosekunden.Mandarfdeshalbvoneinemklar
definiertenStartzeitpunktdesFaltungsvorgangesim PeptidrückgratdieserMolekülesprechen.
Desweiterenist dendurchgeführtenMessungenzuentnehmen,daßderChromophorAzoben-
zol nebenseinerEigenschaftalsTriggerauchnochalsSondefür diePeptidbewegungfungiert.
Die Aminosäurekettebeeinflußtwährendihrer FaltungsbewegungdenChromophorsostark,
daßdie zeitlicheVeränderungderoptischenEigenschaftendesAzobenzolesgut detektierbar
ist.

FaltungsreaktionenkönnenalsBewegungentlangeines(komplizierten)Reaktionspfadesauf
einermehrdimensionalenPotentialflächebeschriebenwerden.DiesePotentialflächensindkei-
neswegsglattsondernweisenmehrerelokaleMinimaauf[FRAUENFELDER et al.,1991]. Mo-
leküle,welchesichfalten,verweilenaufdemWeg zurnativenStrukturunterUmständensehr
langein diesenlokalenMinima undsinddannalsfehl- odernochnichtvollständiggefaltetete
Intermediatesichtbar.

WendetmaneineähnlicheBeschreibung auchauf dassehrvereinfachendeeindimensionale
Potentialbildan(vgl. DiskussionAbb. 7.1), so erhältmanein schematischesBild, wie esin
Abbildung8.1 gezeigtist. Betrachtetmandie Energieflächennur sehrungenau,soerscheint
die PotentialflächedesangeregtenZustandesalsparabelförmigundglatt.NachderAnregung
erfolgt eineBewegungzumMinimum derS1-Flächeundvon dort ausderÜbergangauf die
Grundzustandspotentialflächesowie die Relaxationin denAusgangs-oderin denPhotopro-
duktzustand.Es ergibt sich aberfolgendesProblem:die Kinetiken im Zeitbereichvon etwa
10psaller ProbenaußerAzobenzolwurdenalsS1 ï S0 Überganggedeutet.Innerhalbdieser
Zeitspannemüsstedie überschüssigeEnergie desangeregtenZustandesabgegebenworden
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sein,sodaßsichdasMolekül energetischim Minimum desS1-Zustandaufhaltensollte.Nun
erscheintin der linken Bildhälfte diesesMinimum dasselbezu sein,egal, ob ein trans- oder
ein cis-Isomerangeregt wurde.Tatsacheist aber, daßsich die Amplitudenspektrender Ki-
netikenisomerenabhängigstarkunterscheiden.Diessprichtgegendie Aussage,daßsichdie
angeregtentrans- bzw. cis-MolekülenachderRelaxationim angeregtenZustandin demselben
Minimum befinden.
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Abbildung 8.1: Eine„rauhe“S1-PotentialflächealsErklärungsansatzfür dasAuftretenvonunterschied-
lichenQuantenausbeutenundexcited-state-Spektren.

Ist die Potentialflächeaber„rauher“, dannergebensich Reaktionspfade,wie sie in der Ver-
größerungauf der rechtenBildhälfte von Abbildung8.1 zu sehensind.Für einenmehroder
mindergroßenBruchteil der angeregtenMoleküleendetdie Bewegungentlangder Reakti-
onskoordinateschonfrühzeitig in einemlokalenPotentialminimum.Da ein Entkommenaus
diesemMinimumnichteinfachmöglichist,bleibendie„eingesperrten“Molekülerelativ lange
Zeit andieserPosition.Dadurchgewinnt derdirekteÜbergangvon diesemMinimum auf die
GrundzustandsflächeanBedeutung(senkrechtePfeilenachunten),auchwenndieÜbergangs-
wahrscheinlichkeitsehrviel kleinerist verglichenmit derjenigenim Bereichdervermiedenen
Kreuzung(bzw. deskonischenSchnittes).Alle diejenigenMoleküle,die von einemsolchen
Nebenminimumauf die S0-Flächewechseln,relaxierenanschließendwiederzurück in den
Ausgangszustand,isomerisierenalsonicht. Auch läßtsich durchdasVorhandenseinsolcher
lokalenMinima zwangloserklären,daßdie langsamreagierendenMoleküle, je nachange-
regtemIsomer, unterschiedlichabsorbieren.Somit ergibt sich aucheineeinfacheErklärung,
warumdie IsomerisierungsquantenausbeutenbeidenlinearenPeptiden(APB undAMPB) re-
duziertist. Nimmt manan,daßbei diesenPeptidendie GeschwindigkeitderBewegungauf
der S1-Flächeaufgrundder größerenMasseund der damit verbundenenTrägheitreduziert
ist, so ist zu erwarten,daßmehrMolekülevon denerstenauftretendenlokalenMinima der
S1-Flächeeingefangenwerden.Da alle dieseMolekülenicht isomerisieren,ist die Quanten-
ausbeutegegenüberAzobenzolbzw. AMPB reduziert.
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Bei denzyklischenPeptidennimmt die Quantenausbeutewiederzu. Dies ist zu verstehen,
wennmandie durchdieZyklisierunghervorgerufeneexterneKraft aufdenChromophormit-
berücksichtigt.Die potentielleEnergie von Molekülenist angehoben,wenneinebestimmte
KonfigurationderMolekülenurmit dieserexternenKraft aufrechterhaltenwerdenkann.Be-
reicheder Potentialfläche,denenReaktionskoordinatenohneexterneKraft zugeordnetsind,
werdennicht beeinflußt.Damit ergibt sich,analogzumeinemkraftmikroskopischenExperi-
ment,eineVerzerrungder Potentialflächeundals Folge davon ein möglichesVerschwinden
von lokalenMinima.

Auch mit einemrein mechanischenBild läßt sich dies verstehen.Alle Chromophoresind
sowohl im trans- wie im cis-Zustandedurchdie Peptidkettezumindestleicht vorgespannt.
Diesbedeutetin allenFälleneinetreibendeKraft in RichtungderIsomerisierungskoordinate.
Die lokalenMinima, in denendie linearenPeptideaufgehaltenwurden,werdenübersprun-
genunddie Quantenausbeuteerhöhtsich.Ist die treibendeKraft besondersgroßwie z.B. bei
dertransï cis-Reaktionvon cAPB undbcAMPB,sowird die meßbareschnellsteKinetik so-
garbeschleunigt.Die Moleküleisomerisierenschneller, alsdasreineAzobenzolbzw. AMPB.
Die Quantenausbeuteerhöhtsichdadurchabernichtmehr. Wirkt dieKraft derPeptidketteder
Isomerisierungsbewegungentgegen,so erkenntmansogareineReduktionder Reaktionsge-
schwindigkeitwie bei bcAMPB(c ï t).

Bei der cisï trans-Isomerisierungvon cAPB undbcAMPB beobachtetmanzusätzlichnoch
eineKinetik aufderNanosekundenzeitskala.Diesewird dadurchverursacht,daßderChromo-
phornachderAnregungisomerisiert,vonderPeptidketteaberanderEinnahmedergewünsch-
tentrans-Konfigurationgehindertwird — derFarbstoff ist nochverspannt.Im LaufederZeit
gebendie Aminosäurender durchdenChromophorausgeübtenKraft nach— derFarbstoff
relaxiert,wodurchsichseinAbsorptionsspektrumspektralverschiebt.Diesist derBeweis,daß
die Bewegungvon denweitervom ChromophorentferntenAminosäurenundsomitauchder
Beginn derFaltungsreaktionim ZeitbereichvonwenigenNanosekundenablaufenkann.

WeitereExperimenteim infrarotenSpektralbereichmit Femto-undNanosekundenzeitauflö-
sungsowie MessungenderTemperaturabhängigkeitderKinetikenwerdenweitereEinsichten
in dasspannendeGebietderschnellstenProzessederProteinfaltunggeben.
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