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Kurzfassung

In lebenden Organismen spielen Proteine eine wichtige Rolle bei Stoffwechselvorgan-
gen. Fiir ihre Funktion ist die dreidimensionale Anordnung der Aminosédurekette von
entscheidender Bedeutung. Um die frithen Faltungsprozesse von bestimmten Sekundér-
strukturelementen zu analysieren, ist die Verwendung von Modellpeptiden noétig, da
hier die Bildung solcher Strukturelemente getrennt beobachtet werden kann. Der Ein-
bau eines optischen Schalters wie Azobenzol in Modellpeptide ermdglicht durch dessen
lichtgetriebene cis/trans Isomerisierung eine Auslosung der Faltungsprozesse auf ultra-
kurzer Zeitskala (< 10 ps). Ein wesentliches Merkmal der Kombination dieses Photo-
schalters mit der in dieser Arbeit verwendeten Methode der UV-Anreg-Infrarot-Abtast-
Spektroskopie ist die Moglichkeit, Zwischenzustéinde, sogenannte Intermediate, zeitlich
einordnen und mittels ihrer Infrarotspektren Aussagen iiber ihre Struktur treffen zu
konnen.

Als Modell fiir das Sekundarstrukturelement des (-Faltblatts dient eine [-Hairpin
Struktur. Diese Struktur besteht aus zwei anti-parallelen Aminosaurestrangen, welche
durch Wasserstoffbriickenbindungen verbunden sind. Eine Kehre aus vier Aminoséuren
schlieft die Stringe auf einer Seite ab. Als photoschaltbares §-Hairpin Modellpeptid
wurde im Rahmen dieser Arbeit das AzoTrpZip2 mit der Sequenz H-Ser-Trp-Thr-Trp-
Glu-AMPP-Lys-Trp-Thr-Trp-Lys-NH; eingesetzt, wobei AMPP eine auf Azobenzol ba-
sierende pseudo-Aminosdure bezeichnet. Das Peptid AzoTrpZip2 bildet als cis-Isomer
zu 45 % im Losungsmittel Methanol-d4 eine S-Hairpin Struktur aus. Das cis-Isomer des
AMPPs ersetzt dabei zwei Aminosduren der Kehre. Das Ensemble an trans-Isomeren
des AzoTrpZip2 hingegen besitzt eine deutlich weniger definierte Struktur.

Ausgelost durch die Isomerisierung des Schalters AMPP beginnt die Entfaltung der
G-Hairpin Struktur des AzoTrpZip2 mit einem reiffverschlussartig sich fortsetzenden
Bruch der schalternahen Wasserstoftbriickenbindungen und der Bildung eines desolva-
tisierten Zustandes mit einer Zeitkonstante von 4,1 ps. Mit 26 ps entsteht ein weiteres
Intermediat, das mit einer Zeitkonstante von 630 ps in einer Klappbewegung mit den
Strangmitten als Scharnier in einen Zustand iibergeht, der dem Endzustand des trans-
Ensemble dhnlich ist. Die Entfaltung ist nach 3 ns also weitgehend abgeschlossen.

Auch bei der Faltungsreaktion erfolgt die Isomerisierung des Photoschalters auf der
Pikosekundenzeitskala. Somit ist die zentrale Kehre der g-Hairpin Struktur bereits in-
nerhalb weniger Pikosekunden ausgebildet. Ahnlich wie bei der Entfaltung wird mit
einer Zeitkonstante von 4,8 ps ein desolvatisierter Zustand erreicht, der mit einer Zeit-
konstante von 64 ps in ein Faltungsintermediat iibergeht. Daraus wird mit der Faltungs-
zeitkonstante von 30 us die S-Hairpin Struktur gebildet. Die in der Literatur kontrovers
diskutierte Frage nach dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt konnte fiir dieses Mo-
dellpeptid geklért werden: Es ist die korrekte Anordnung der Wasserstoffverbriickung
der Strange und nicht die Ausbildung der Schleife.
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1 Die Erforschung der Peptiddynamik und ihre
Ziele

1.1 Entstehungsgeschichte und Bedeutung von
Proteinen

Wie das Leben auf unserem Planeten entstand, ist fiir manche eine religiose Frage, fiir
andere eine wissenschaftliche Problemstellung und Gegenstand moderner Forschung.
Ein héufig diskutiertes Szenario ist die primordiale Ursuppe, in der organische Substan-
zen wie Zuckerbausteine, Elemente der Erbinformationsmolekiile Desoxyribonukleinséu-
re (DNS) bzw. Ribonukleinsdure (RNS) und Aminoséduren sowie erste Polypeptidketten
vorkommen. Katalysiert durch das ultraviolette Licht der Sonne und durch Lichtblitze
von Gewittern fand die Synthese dieser Substanzen vor ca. 3 Milliarden Jahren aus den
in der frithen Atmosphére vorhandenen anorganischen Molekiilen Kohlendioxid, Koh-
lenmonoxid, Stickstoff, Wasser und vielleicht Ammoniak, Methan und Wasserstoff statt
[Cre93]. Wegen ihrer Fahigkeit zur Selbstreplikation und katalytischen Aktivitéat war die
RNS am Beginn des sich bildenden Lebens allein vorhanden, woraus sich aber schnell die
chemisch stabileren DNS-Molekiile und die Proteine als bessere Katalysatoren entwickelt
haben [Mun00].

Eine jiingere Theorie zur Entstehung des Lebens auf der Erde geht von einer heiflen,
vulkanischen Umgebung aus, in der durch katalytische und zum Teil autokatalytische
Prozesse aus Aminoséuren an Oberflichen von Ubergangsmetallsulfiden kleine Peptide
entstanden [Hub98]. Durch diese Oberflichenprozesse tritt das Hauptproblem der Ur-
suppentheorie nicht auf, das darin besteht, dass sich die in geringen Mengen gebildeten
organischen Substanzen im Ozean stark verdiinnen und so nicht fiir weitere Reaktio-
nen zu komplexeren Molekiilen zur Verfiigung stehen [Wac(07]. Baaske et al. schlagen
alternativ dazu zur Losung dieses Hauptproblems der Ursuppentheorie eine durch einen
Temperaturgradienten getriebene Anreicherung von fiir die Synthese von RNS relevan-
ten Molekiilen in Porensystemen vor [Baa07]. In ihren Simulationen fanden sie eine
1,7-10°-fache Anreicherung bei einem Temperaturgradienten von 30 K in einem natiir-
lich vorkommenden Porensystem.

Heute kodieren jeweils drei DNS Basen eindeutig eine von 20 natiirlich vorkommen-
den Aminosduren, den Monomeren, aus denen die Proteine als Biopolymere aufgebaut
sind. Unter der Primérstruktur von Proteinen versteht man die Abfolge der Amino-
sduren. Die Sekundéarstruktur bezeichnet die rdumliche Anordnung nahe benachbarter
Aminoséuren. Beispiele fiir Sekundérstrukturelemente sind die a-Helix, eine wendeltrep-
penartig gewundene Anordnung, und das g-Faltblatt, bei dem die Aminosaurekette anti-
parallel gestreckt vorliegt. Die Tertidrstruktur bezeichnet die rdumliche Anordnung der
Sekundérstrukturelemente zueinander. Wenn ein Protein aus mehreren Aminosédureket-
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ten aufgebaut ist, beschreibt die Quartarstruktur die Anordnung dieser Kettenunterein-
heiten untereinander. Im Durchschnitt bestehen Proteine aus ca. 450 Aminoséuren, die
durchschnittliche molare Masse liegt bei 50 000 g/mol. Proteine werden in der Zelle von
sogenannten Ribosomen synthetisiert [Par03, Moo03] ein Vorgang, der als Translation
bezeichnet wird (siche Abbildung 1.1). Nach ihrer Synthese liegen sie im allgemeinen
als ungefaltete Kette von Aminoséduren in Form eines entropischen Knéuels vor [Uve03].
Aufgrund der groBlen Anzahl an Freiheitsgraden, die eine Aminosédurekette besitzt, wiir-
de ihre zufillige Faltung zu funktionierenden Proteinen Jahre dauern. Sie lduft aber
in Zellen typischerweise auf Sekundenzeitskala oder deutlich schneller ab (Levinthal-
sches Paradox) [Zwa92]. Es miissen deshalb Mechanismen vorliegen, die eine gerichtete
Faltung ermdoglichen.

Exit tunnel

L22

Abbildung 1.1: Durch sogenannte Ribosome werden in der Zelle Proteine synthetisiert. Ribosome bestehen
aus einer zentralen rRNA Einheit (im Bild dargestellt durch Bénder und Stébchen) und unterstiitzenden
Proteinuntereinheiten, die in einer Oberflachenreprisentation gezeigt sind. In der Mitte des Bildes befindet
sich der Ausgangstunnel (Exit tunnel), durch den die neu synthetisierte Peptidkette entweicht. Er wird durch
die Peptide L4, L 22 und L 39e gebildet. Die Proteine L 23, L 24, L 19e und L 29 dienen der Ausldsung
einer Signalkette und der unspezifischen Bindung an Faltungshelferproteine. Bild entnommen aus [Bro05].
Abdruck mit freundlicher Genehmigung des Verlags: Blackwell Publishing, Oxford.

Proteine sind notwendige Bestandteile von tierischen und pflanzlichen Zellen und er-
ledigen dort die wesentlichen Funktionen des Lebens. Unter den vielfiltigen Aufgaben
der Proteine finden sich neben der enzymatischen Katalyse, dem Transport und der
Speicherung von z. B. Sauerstoff, der Bewegung von Muskeln und der mechanischen
Stiitzfunktion auch Aufgaben, bei denen ihre spezifische Wechselwirkung mit anderen
Molekiilen ausgenutzt wird. Diese Eigenschaft von Proteinen spielt eine wichtige Rolle
bei der Immunabwehr, wo Proteine als Antikorper Viren und Bakterien erkennen und
diese fiir die Zerstorung markieren [Str91].

In diesem Zusammenhang koénnen kleine Proteine als eine neue Klasse von Medi-
kamenten eine grofle Bedeutung erlangen. Wegen ihrer intrinsischen Biokompatibilitét
konnten sie gezielter und vor allem nebenwirkungsfreier in bestimmte Stoffwechselpro-
zesse eingreifen als konventionelle Medikamente. Herkommliche Medikamente sind im
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allgemeinen anorganische oder organische Molekiile mit einer Molmasse von kleiner 1000
g/mol [Aut99], deren Wechselwirkung mit Molekiilen im Organismus oft nur schemen-
haft verstanden ist. Gelingt es jedoch, kleine Proteine zu entwickeln, die genau in die
Bindungstaschen von Enzymen passen und deren Bindungsaffinitit fein abgestimmt
werden kann, konnte man sehr viel gezielter bei der Medikamentenentwicklung vorge-
hen. Ein Nachteil dieser neuartigen Medikamente — der Abbau im Verdauungstrakt des
Patienten in einzelne Aminoséuren — kann mit verschiedenen Ansétzen behoben werden
[Che06].

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Erforschung von Proteinen liegt in deren Rolle bei
der Auslosung verschiedener Krankheiten des Menschen wie Creutzfeld Jakob (CJD),
Alzheimer [Har02], Chorea Huntington [Tem03] und Parkinson [Dau03]. Bei Tieren exis-
tieren verwandte Krankheiten wie Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) [Agu05]
bei Rindern oder etwa die Traberkrankheit (engl.: Scrapie) bei Schafen. Bei all die-
sen Krankheiten vermutet man falsch gefaltete Proteine als Ausloser. Tragischerweise
werden solche falsch gefalteten Proteine nicht immer von Proteasen wieder in ihre Ein-
zelteile zerlegt. Dies fiithrt dazu, dass diese kranken Proteine sich anreichern koénnen.
Nach der sogenannten Amyloid Hypothese bilden sich zunéchst amyloide (-Strukturen
heraus, die fiir eine Aneinanderlagerung sorgen. Dies fithrt dann zu stabilen ldnglichen
Eiweistrukturen wie Fibrillen im Zellinneren oder im Falle von Alzheimer und Par-
kinson zu sogenannten Lewy-Koérpern zwischen den Zellen [Dob03]. Es wird zur Zeit
daran geforscht, welche Peptidsequenzen besonders fiir die Auslosung dieser amyloiden
Zwischenzustidnde verantwortlich sind [EC05, Cru05]. Stanley Prusiner hat fiir die in-
fektiose Form von Proteinen den Namen Prionen geprigt [Pru98]. Im Falle von BSE
wird intensiv mittels Entfaltungsstudien des natiirlich vorkommenden Proteins PrP¢
untersucht, wie sich dieses Protein zur infektidsen Form PrP®¢ umfaltet und welche
Zwischenzustidnde dabei auftreten [Hos05, Ber01]. Es gibt Hinweise, dass Fragmente des
Prion Proteins PrP¢ stabile S-Hairpin Strukturen ausbilden, die eine wichtige Rolle bei
den entscheidenden Umfaltungsprozessen spielen [Koz01].

1.2 Einige Grundlagen zur Struktur von Peptiden

Mit der Ausnahme von Prolin unterscheiden sich die natiirlich vorkommenden Amino-
sduren nur in ihren Seitenketten, die kovalent an das sogenannte C,-Atom gebunden
sind. In Abbildung 1.2 werden die Seitenketten wie chemische Restgruppen mit R; und
Rs bezeichnet. Wegen des Stickstoffatoms (N) in der endstédndigen protonierten Amino-
gruppe wird dieses Ende des in Abbildung 1.2 synthetisierten Peptids N-Terminus ge-
nannt. Wegen der Carboxygruppe heifit das andere Ende C-Terminus. Der N-Terminus
ist bei neutralen pH-Werten positiv, der C-Terminus negativ geladen. Jede Peptidkette
hat also einen eindeutigen Richtungssinn. Die Aminosduresequenz eines Peptids wird
in der Literatur immer beginnend mit dem N-Terminus angegeben, wobei entweder ein
Drei- oder ein Einbuchstabencode zur Anwendung kommt.

Zur Ausbildung einer Peptidbindung muss Energie aufgewendet werden. Deswegen
unterliegt jedes Peptid prinzipiell der Gefahr der Hydrolyse, der Spaltung der Peptidbin-
dung durch Addition von Wasser. Jedoch liegt die Zeitkonstante dieser Spaltung unkata-
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Abbildung 1.2: Ausbildung einer Peptidbindung (hier in Valenzstrichformeldarstellung), wie sie in den
Ribosomen katalysiert wird. Bei der Bildung der Peptidbindung wird ein Wassermolekiil frei. Der umgekehrte
Vorgang der Spaltung einer Peptidbindung heiBt Hydrolyse.

lysiert bei 1000 Jahren [Ber02a], so dass die Priméarstruktur von Peptiden im allgemeinen
als stabil angesehen werden kann. Abbildung 1.3 zeigt zwei mesomere Grenzstrukturen
der Peptidbindung. Das hohe Gewicht der mesomeren Grenzformel auf der rechten Seite
hat zur Folge, dass die Kohlenstoff-Stickstoff Bindung partiellen Doppelbindungscharak-
ter hat. Sauerstoff- (rot), Kohlenstoff-(schwarz), Stickstoff- (blau) und Wasserstoffatom
einer Peptidbindung in einer Aminoséurekette liegen i. a. in einer Ebene (vgl. auch Abb.
1.4). Nur um die Einfachbindungen zum C,-Atom kann sich das Peptidriickgrat "frei”
drehen, wobei die moglichen Winkelbereiche durch sterische Wechselwirkungen einge-
schrinkt werden. Abbildung 1.4 dient der Definition dieser Dihedralwinkel & und W
der beiden Einfachbindungen, die dem Peptidriickgrat als Freiheitsgrade zur Verfiigung
stehen.

0 R, 0

R,
+

NH - - NH -

H3N+J\n/ 1)]\0 H3N+Jﬁ¢ 1)]\0

O R, 0 R,

Abbildung 1.3: Mesomere Resonanzstruktur der Peptidbindung. Das relativ hohe statistische Gewicht
der zweiten mesomeren Grenzstruktur, welche eine Doppelbindung zwischen dem Stickstoffatom und dem
Carbonylkohlenstoffatom aufweist, bedingt die Planaritdt des Peptidbindungsplattchens. Die Atome O, C,
N und H eines Peptidplittchens liegen in einer Ebene [Fis00].

Wie bei jeder ethenartigen Struktur mit vier unterschiedlichen Resten, kann auch bei
der Peptidbindung zwischen cis- und trans-Isomeren beziiglich der C-N-Bindung unter-
schieden werden. Abbildung 1.3 zeigt nur das trans-Isomer, da das cis-Isomer aufgrund
sterischer Wechselwirkung eher selten vorkommt.
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Abbildung 1.4: Definition der Dihedralwinkel ® und ¥. Der Dihedralwinkel um die N-C,-Einfachbindung
heiBt ® und der um die C,-C-Einfachbindung W. Der Wertebereich liegt in beiden Fillen zwischen -180°
und +180°. Bild entnommen aus [Sie05].
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Die Konfiguration (Abfolge der kovalent gebundenen Atome) eines Peptids ist durch
seine Aminosauresequenz, die Primérstruktur, bestimmt. Die Konformation des Pepti-
driickgrats ergibt sich eindeutig aus der Angabe aller Winkel ® und ¥ zwischen den
Aminosduren. Abgesehen von der genauen Form und Lage der Seitenketten, ist damit
auch die Sekundarstruktur des Peptids festgelegt.

Greift man beispielhaft das anti-parallele 3-Faltblatt als haufiges Sekundarstruktur-
element von Proteinen heraus, so zeigt Abbildung 1.5 die Verbindung zwischen Struktur
und Winkelverteilung der Dihedralwinkel. Im anti-parallelen 5-Faltblatt liegen einander
gegeniiberliegende Peptidstriange in entgegengesetzter Ausrichtung beziiglich des N- und
C-Terminus vor.
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Abbildung 1.5: (a) Beispiel einer Valenzstrichdarstellung eines anti-parallelen S-Faltblatts mit einer Keh-
re aus drei Aminosiuren. Die gestrichelten Linien deuten Wasserstoffbriicken zwischen den Stringen an.
Die blauen Pfeile geben die Richtung der Aminosiurekette vom N- zum C-Terminus an. Abbildung ent-
nommen aus [Hug06]. Abdruck mit freundlicher Genehmigung des Verlags: Copyright Elsevier (2006). (b)
Ramachandran-Plot der Winkel ® und ¥ von hochaufgeldsten Proteinstrukturen (Auflésung besser als
0,1 nm) aus der Proteindatenbank PDB [Ber02b]. Die Farben stehen fiir die bekannten Sekundarstruk-
turelemente a-Helix (rot), §-Faltblatt (blau) und fiir Kehren und andere Strukturen (griin). Die Winkel, die
im Ramachandran-Plot nicht vorkommen (weiBe Bereiche), sind sterisch und damit energetisch sehr ungiins-
tig und treten deshalb nicht auf. Abbildung entnommen aus [Sim05]. Abdruck mit freundlicher Genehmigung
des Verlags: Copyright (2005) National Academy of Sciences, U.S.A.

Stabilisiert wird das anti-parallele S-Faltblatt durch zwei Wasserstoftbriickenbindun-
gen zwischen jeweils einer Aminoséure eines Stranges zu genau einer gegeniiberliegenden
Aminosdure auf dem anderen, anti-parallelen Strang (siehe Abbildung 1.5(a)). Die Sei-
tenketten zeigen dabei abwechselnd nach oben und nach unten beziiglich der durch die
Stringe definierten Ebene. Die Seitenketten einander gegeniiberliegender Aminoséduren
stehen in die gleiche Richtung, konnen also miteinander in Wechselwirkung treten.
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1.3 Modellpeptide zur Untersuchung der Peptiddynamik

Um die Faltungsprozesse, die zur Ausbildung von Krankheiten fithren, verstehen oder
Peptide als Medikamente einsetzen zu kénnen, ist ein Verstandnis der Relation zwischen
der Primérstruktur eines Proteins und seiner rdumlichen Struktur unabdingbar. Wichtig
sind auflerdem die Dynamik der Faltungsprozesse und die dabei auftretenden Zwischen-
zusténde, insbesondere pathogene Intermediate. Abhéngig von Grofle und Komplexitit
des Proteins spielt sich seine Faltung zum nativen Zustand auf Zeitskalen von Mikrose-
kunden bis teilweise Minuten ab. Diese Zeitdauer versteht sich als Spanne zwischen der
Synthese der Peptidkette und der Bildung des nativen Zustandes. Es gibt jedoch auch
Proteine, bei denen Teile ihrer Peptidkette im ungefalteten Zustand verbleiben oder sich
immer wieder umfalten. Bei solchen Proteinen kann keine sinnvolle Faltungszeit definiert
werden.
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fs ps ns us ms s A"bbildl-mg 1.6: Ze.itskalen in der Mole—
kiilphysik und Peptidfaltungsdynamik: In
frjot‘?f/b 00,7/ der oberen Halfte sind typische Vorgan-
/'7% s afa{‘esjcl;bf ge aus der Molekiilphysik zeitlich einge-
Peptide /78/'1/5/7\@/0,0[ ' ,b”oaff’e@/f%bo ordnet dargestellt. Die untere Bildhalfte
Dynamics Sfa(@ i”)&e 0’%‘, po’bo% zeigt die Zeitskalen der Peptiddynamik,
/7@0,]/ 60,7@ /%99 welche sich iiber viele GroBenordnungen

erstreckt [Cre93].

Neben dieser Faltungszeit eines gesamten Proteins ist es auch interessant, die Bil-
dungszeit von Sekundérstrukturelementen wie zum Beispiel einer a-Helix oder eines (-
Faltblatts zu kennen, da sie geschwindigkeitsbestimmend fiir die Faltung des gesamten
Proteins sein kann. Um die Dynamik solcher struktureller Untereinheiten untersuchen
zu konnen, muss man zu Modellpeptiden als Untersuchungsgegenstand iibergehen. Je
kleiner das untersuchte Peptid, desto schneller ist dabei i. a. dessen Dynamik. Der Grund
dafiir liegt in der bei kleinen Peptiden geringeren trigen Masse, die durch das viskose
Losungsmittel bewegt werden muss, und in der kleineren Anzahl moglicher Konforma-
tionen. Abbildung 1.6 gibt einen Uberblick iiber die Zeitskalen molekularer Vorginge
und zeigt, dass sich Peptiddynamik iiber viele Gréfenordnungen in der Zeit erstrecken
kann. Unter Peptiddynamik sei hier die zeitliche Anderung der Dihedralwinkel ® und ¥
verstanden. Eine damit verbundene Bewegung der Seitenketten der Aminosduren werde
nicht beriicksichtigt.
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Unter den beiden wichtigen Sekundérstrukturelementen entfiel ein Grofiteil der for-
scherischen Aufmerksamkeit zundchst auf die a-Helix, da alaninreiche Peptide als ein-
fach zu synthetisierende Modellsysteme mit einer groflen Tendenz zur Helixbildung zur
Verfiigung standen [Eat00]. Temperatursprungentfaltungsstudien mit Zeitauflosungen
im Nanosekundenbereich [Lu97, Vol97] haben mittels des Gleichgewichts zwischen un-
gefaltetem Zustand und gefalteter Helix Faltungszeiten von einigen 10 ns bestimmt
[Wil96, Tho97, Eat98]. Bredenbeck et al. ist es erstmals gelungen, die Bildungsgeschwin-
digkeit eines photoschaltbaren Modellpeptids einer a-Helix zu 1,2 us bei Raumtempe-
ratur zu bestimmen [Bre05b]. Eine Erklarung fiir die in diesem Fall gemessene ldngere
Faltungszeit konnte in der Tatsache liegen, dass in den Temperatursprungexperimen-
ten das thermische Equilibrium durch den geringen Sprung von typisch 20 K nicht
ausreichend gestort wurde, so dass sich beim anschliefenden Falten native Wasserstoff-
briicken aufgrund von sterisch giinstiger Anordnung wieder schnell ausbilden konnten.
Die Gruppe um Thomas Kiefhaber hat Kontaktraten frei beweglicher Aminoséureketten
gemessen und kam zu einer minimalen Faltungszeit von 20 ns fiir die Kontaktbildung
[Bie99b]. Beat Fierz et al. konnten im Rahmen einer Zusammenarbeit der Gruppen
Zinth und Kiefhaber Dynamiken der Schleifenbildung (engl. loop formation) von unge-
falteten Peptiden unterschiedlicher Sequenz und Lénge {iber viele Gréf8enordnungen in
der Zeit beobachtet werden [Fie07]. War die Ausgangslage der Peptide giinstig, konn-
ten Faltungszeiten zwischen 50 ps und 500 ps fiir eine als barrierefrei angenommene
Schleifenbildung nachgewiesen werden. Noch schnellere Peptiddynamiken wurden in zy-
klischen Peptiden ausgestattet mit einem Azobenzolschalter als Ausloser fiir die Umfal-
tung beobachtet [Bre03d]. Hier muss aber auch eine durch diesen Schalter getriebene,
beschleunigte Dynamik beriicksichtigt werden [Ren06].

H-Ser'-Tip*Thr-Trp*-Glu’- NH—C—Q
Abbildung 1.7: Aminosiuresequenz des

ﬁ untersuchten (-Hairpins AzoTrpZip2.
Rechts ist der Schalter Azobenzol zu se-
NH,-Lys"-Trp*-Thr-Tp '-Lys——C /N

hen, dessen cis/trans-Isomerisierung die
2 — Entfaltung/Faltung auslost.

Wiéhrend die Faltungsdynamik von a-Helices intensiv untersucht wurde, war bislang
die Dynamik der zweiten wichtigen Klasse an Sekundéarstrukturelementen, die der (-
Faltblatter, der Forschung unzuggénglich, da geeignete Modellpeptide fehlten. Das Pro-
blem hierbei liegt in der Tatsache, dass (-artige Peptidstrukturen zur Aggregation nei-
gen. Erst Cochran et al. ist es gelungen, ein thermodynamisch besonders stabiles (-
Hairpin Modellpeptid zu entwickeln, das sich in ausreichender Konzentration in Wasser
16st und dabei als Monomer vorliegt [Coc01]. Ein g-Hairpin kann zum einen als mini-
males Modellsystem fiir ein g-Faltblatt angesehen werden und spielt zum anderen als
Wendesequenz fiir die Peptidkette in einem Protein eine eigenstéindige, wichtige Rolle.



1 Die Erforschung der Peptiddynamik und ihre Ziele

Basierend auf dieser Sequenz gelang es Shou-Liang Dong et al., ein lichtschaltbares Mo-
dellpeptid herzustellen, bei dem die Struktur eines S-Hairpins fiir die cis-Konfiguration
des Azobenzolschalters realisiert ist. Abbildung 1.7 zeigt die sich ergebende Aminoséu-
resequenz und die Position des Schaltermolekiils. Im folgenden wird dieses Molekiil mit
AzoTrpZip2 bezeichnet.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte anhand dieses Modellpeptides zum ersten Mal die
Faltungs- und Entfaltungsdynamik einer -Hairpin Struktur auf ultrakurzer Zeitskala
untersucht werden.



2 Experimentelle Untersuchungsmethoden der
Peptiddynamik

Analog zu dem Begriff der Peptiddynamik ist die Proteindynamik als Dynamik der
Konformationen des Riickgrats der Aminosdurekette eines ganzen Proteins definiert.
Sie schlieft die Proteinfaltung und -entfaltung als Spezialfille ein. Die Proteinfaltung
ist ein inhdrent dynamischer Prozess, bei dem es viele ungefaltete Ausgangszustinde und
einen definierten, gefalteten Endzustand gibt. Deswegen lassen sich alle experimentellen
Methoden zur Untersuchung der Proteinfaltung nach deren Ziel einteilen, entweder einen
statischen Zustand zu charakterisieren oder die Dynamik zwischen Ausgangszustdnden
und Endzustand zu verfolgen.

Héufig wird bei den dynamischen Untersuchungen das einfachste Proteinfaltungsmo-
dell, ein Zwei-Zustands-Modell, zugrunde gelegt [Gru99]. Einer der beiden Zusténde
ist der gefaltete (F, fiir engl. folded), der andere der ungefaltete Zustand (D fiir engl.

denatured):
k
D ?f F (2.1)
Dabei stehen k¢ und k, fiir die Raten des Faltens und Entfaltens [Zwa97]. Die Gleich-
gewichtskonstante K., berechnet sich einerseits aus deren Quotient und zum anderen

aus dem Verhéltnis der Konzentrationen im thermischen Gleichgewicht:

(2.2)

Die Gleichgewichtskonstante lésst sich meist leicht bestimmen, indem die Gleichge-
wichtskonzentrationen ¢(F') und ¢(D) gemessen werden. Legt man dieses Modell zu-
grunde und misst die Gleichgewichtskonstante sowie die Summe aus Entfaltungs- und
Faltungsrate k, z. B. nach thermischer Auslenkung aus dem Gleichgewicht, so kann
die Faltungsrate nach Gleichung 2.2 berechnet werden. Komplexere Faltungsmodelle
erfordern mehr experimentelle Daten zum Beispiel iiber Art und Anzahl der Ubergangs-
zustédnde (Intermediate) zwischen gefaltetem und denaturiertem Zustand. Einen guten
Uberblick iiber Faltungsmodelle liefern [Gru99, Sat04a, Bre05a).

2.1 Statische Methoden zur Strukturaufkldarung von
Proteinen

Unter den strukturellen Charakterisierungsmethoden seien hier im weiteren nur diejeni-
gen etwas ausfiihrlicher besprochen, die bei dem in der Einleitung vorgestellten Modell-
peptid AzoTrpZip2 zur Anwendung kamen.



2 Experimentelle Untersuchungsmethoden der Peptiddynamik

2.1.1 Rontgenstrukturanalyse

Die am h#ufigsten verwendete Methode zur Strukturanalyse eines statischen Protein-
zustands, die Rontgenbeugung, setzt voraus, dass sich die zu untersuchenden Proteine
kristallisieren lassen [Ber02b, Str68b, Sch07a]. Bei dem weichen 3-Hairpin Modellpeptid
AzoTrpZip2 ist eine geeignete Kristallisation unwahrscheinlich. Zudem kann die Kris-
tallbildung Einfluss nehmen auf die Struktur der Peptide, so dass die Struktur, die in
Losung vorliegt, nicht mit der im Kristall {ibereinstimmen muss.

2.1.2 Neutronenstreuung

Wegen ihrer Féahigkeit, Wasserstoffatome sichtbar zu machen, wird die Neutronenstreu-
ung als komplementédr zur Rontgenbeugung angesehen, die fiir Wasserstoff aufgrund
dessen geringen Streuquerschnitts blind ist. Aber auch die Strukturanalyse mittels Neu-
tronenstreuung setzt Proteinkristalle voraus, was ihren Einsatz fiir die vorliegenden
Modellpeptide verhindert.

Aus Neutronenstreuung in Losung kann nur auf den sogenannten Gyrationsradius ge-
schlossen werden, der ein Maf fiir das Volumen ist, das das Protein in Losung einnimmt
[Stu04].

2.1.3 Kernspinresonanz

Saunders et al. berichten iiber eines der ersten mit der Methode der Kernspinresonanz
(engl.: Nuclear Magnetic Resonanz, NMR) aufgenommenen Spektren eines Peptids im
Jahre 1957 [Saub7]. Es handelt sich dabei um ein sogenanntes eindimensionales NMR-
Spektrum, das bereits Strukturinformationen enthélt. Bei Peptiden reichen die Infor-
mationen der eindimensionalen NMR-Spektroskopie nicht aus, um auf eine Struktur zu
schliefen. Hier kommt die zwei- und mehrdimensionale NMR-Spektroskopie zum Einsatz
[Wiit86].

Die Vorgehensweise bei der Strukturanalyse eines kleinen Peptids besteht zunéchst
in der Zuordnung der Banden des eindimensionalen NMR-Spektrums zu Protonen aus
den einzelnen Aminoséuren. Uber skalare Kopplungen wie der J-Kopplung kénnen dann
erste Strukturinformationen entlang der Peptidkette gewonnen werden, die ebenfalls zur
Zuordnung der Banden beitragen. Durch die NOESY Impulssequenz erfahrt man etwas
iiber die Abstédnde einzelner Peptidstrange voneinander. Mit diesen Absténden (engl.:
restraints) als Randbedingungen wird eine Molekulardynamiksimulation (MD) durchge-
fithrt, wobei die Primérstruktur des Peptids und sinnvolle Bindungsléngen und -winkel
als Startwerte angenommen werden (engl.: simulated annealing). Die Dihedralwinkel @
und V¥ des Riickgrats werden in der MD-simulation optimiert, bis sich die Gesamtenergie
des Peptids nicht mehr dndert. Die zehn Strukturen mit der niedrigsten Gesamtener-
gie werden in einer typischen Darstellung iiberlagert gezeigt. Christian Renner hat fiir
das Molekiil AzoTrpZip2 diese Struktur in [Don06] veroffentlicht. Die Stirke der NMR
Methode liegt darin, dass die Struktur von Peptiden direkt in Losung bestimmt werden
kann.
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2.1 Statische Methoden zur Strukturaufkldrung von Proteinen

2.1.4 Circulardichroismus

Circulardichroismusspektrometer messen die unterschiedliche Absorption von links- und
rechts-zirkular polarisiertem Licht abhéingig von dessen Wellenldnge. Angegeben wird
haufig nicht die oben erwihnte Absorptionsdifferenz sondern die molare Elliptizitit [©],
welche mit der Differenz der Extinktionskoeffizienten fiir links bzw. rechts zirkular po-
larisiertes Licht Ae wie folgt zusammenhéngt [Joh88]:

6]

- o0 9.
© 7 3208 (2:3)

Die Einheit von [0)] ist dabei deg-cm?-dmol™" oder deg-dl-mol~'-dm~". Circulardichrois-
mus (CD) Spektren von a-Helices haben ein ausgepriagtes Maximum bei 192 nm und ein
Doppelminimum bei 208 und 222 nm. Anti-parallele §-Faltblétter besitzen ein Maximum
bei 195 nm und ein Minimum bei 215 nm. Eine ungeordnete Peptidstruktur weist ein
Minimum bei 198 nm auf, wie in Abbildung 2.1 gezeigt. Mittels des CD-Spektrums im
ultravioletten Spektralbereich kann deshalb zwischen verschiedenen Sekundérstrukturen
unterschieden werden. Es gibt vielversprechende Anséitze, CD-Spektren theoretisch zu
berechnen und so die Struktur-Spektren-Korrelation zu verbessern [Oak06]. Die Infor-
mationen iiber eine genaue Anordnung der Atome des untersuchten Peptids in Losung
konnen jedoch nicht gewonnen werden.

Abbildung 2.1: Typische Circulardichroismusspek-
tren von Sekundarstrukturelementen. Die durchge-
zogene Linie bezeichnet das CD-Spektrum einer a-
Helix, die strichpunktierte ein solches von einem
(-Faltblatt und die punktierte Linie steht fiir das
CD-Spektrum einer §-Kehre. Die gestrichelte Li-

N/ nie reprasentiert CD-Spektren von zufillig gefalte-

random coil | ten Peptiden (engl. random coil). Die Abbildung ist

N T S T entnommen aus [Joh88]. Abdruck mit freundlicher

180 200 220 240 Genehmigung des Verlags: Copyright 1988 by An-
Wavelength {nm) nual Reviews (www.annualreviews.org).

Auch im infraroten Spektralbereich kann Circulardichroismus beobachtet werden
(engl.: Vibrational Circular Dichroism, VCD). Hieraus konnen ebenfalls wertvolle Struk-
turinformationen iiber Peptide gewonnen werden [Kei02].

2.1.5 Dauerstrich-Infrarotspektroskopie

Abbildung 2.2 zeigt die Abhéngigkeit des Infrarotabsorptionsspektrums eines Proteins
von seinem Gehalt an unterschiedlichen Sekundérstrukturelementen anhand der Beispie-
le Porin und Bakteriorhodopsin. Der spektrale Unterschied von 31 cm™! zwischen dem
Absorptionsmaximum des a-helikalen Bakteriorhodopsins und dem des Porins, das aus

11



2 Experimentelle Untersuchungsmethoden der Peptiddynamik

G-Faltblattstrukturen besteht, lédsst sich leicht auflésen. Die Infrarotspektroskopie kann
sehr gut zwischen diesen beiden Sekundérstrukturelementen unterscheiden. Zufillig an-
geordnete Peptidstrukturen haben eine Infrarotabsorption zwischen 1640 und 1648 cm ™!
[Cre93]. Deren Faltung wiirde also eine spektrale Verschiebung von mindestens 10 cm™!
bedeuten, welche ebenfalls leicht nachweisbar ist.

e
Bacteriorhodopsin |
(a-helical)

Abbildung 2.2: Infrarotabsorptionsspektren des vorwiegend a-he-
likalen Bakteriorhodopsins mit einem ausgepragten Maximum bei
1662 cm™! und des Porins, das hauptsichlich aus S-Faltblatt-Sekun-
dirstrukturelementen besteht und bei 1631 cm™ ein Absorptions-
maximum besitzt. Deutlich sichtbar ist der Unterschied zwischen
den beiden Spektren, was die Sensitivitat der Infrarotspektroskopie

Amide Il 5f die Sekundirstruktur von Proteinen zeigt. Die Abbildung ist
900 T, entnommen aus [Har92]. Abdruck mit freundlicher Genehmigung

Wavenumber (cm™) des Verlags: Copyright Elsevier (1992).

Absorbance

Der Nachweis der durch die Umfaltungsprozesse verursachten Anderungen im Infra-
rotspektrum konzentriert sich auf den Bereich der sogenannten Amid-I Schwingung,
sieche Abbildung 2.3. Wie Berechnungen am Modellmolekiil N-Methylacetamid zeigen,
liefert die Streckschwingung der Kohlenstoff-Sauerstoff-Doppelbindung den Hauptbei-
trag zu dieser Normalschwingung, die in jeder Peptidbindung einmal auftritt, siehe auch
Abbildung 1.2. Tauscht man den am Stickstoff gebundenen Wasserstoff gegen das Isotop
Deuterium aus, spricht man von der Amid-I" Schwingung, wobei der kleine Apostroph
andeuten soll, dass die Bande frequenzverschoben ist und eine leicht verinderte Bewe-
gungsform besitzt [Kri86]. Die Ursachen fiir die Struktursensitivitdt der Amid-I-Bande
werden in Kapitel 4.4.4 genauer besprochen.

2.2 Zeitaufgeloste Methoden zur Untersuchung der
Peptiddynamik

Da der Aufbau und die Erweiterung einer zeitaufgelosten Messmethode fiir die Peptid-
dynamik ein wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit war, seien hier zunéchst die verschie-
denen in der Literatur vorhandenen methodischen Ansétze beziiglich ihrer Zeitauflosung
und ihrer Ndhe zum natiirlichen Faltungsprozess vorgestellt. Abbildung 2.4 gibt einen
Uberblick iiber die Zeitbereiche, die mittels der verschiedensten Messmethoden zuging-
lich sind. Einige Ubersichtsartikel befassen sich mit der Beschreibung verschiedener Me-
thoden zur Messung der Proteindynamik und versuchen die gewonnenen Informationen
iitber bestimmte Modellpeptide zusammenzufiigen, um so ein Bild der Proteinfaltung
und ihrer initialen Schritte zu entwerfen [Bie99a, Eat00, Rod99, Gre04, Dob04].

12
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Amide | Amide Il

Abbildung 2.3: Normalschwingungen von N-Methylacetamid als Modell fiir ein Peptidbindungsplatt-
chen (nach [Sch02a, Kri86]). Die Amid-I Schwingung (um 1650 cm™) besteht hauptsichlich aus einer
Streckschwingung des Sauerstoffs (O) zum Kohlenstoff (C) zusammen mit gegenphasigen Anteilen einer
Kohlenstoff-Stickstoff (N) Streckschwingung und einer C-C-N Deformation. Ein kleiner Anteil einer N-H
Biegeschwingung in der Ebene fiihrt zu einer Verschiebung der Amid-1 Bande zu niedrigeren Wellenzahlen,
wenn der Wasserstoff gegen Deuterium ausgetauscht wird. Die Amid-Il Schwingung (undeuteriert um 1525
cm™) setzt sich zusammen aus einer ebenen N-H Biegeschwingung und einer C-N Streckschwingung, die
gegenphasig zueinander sind. Wegen des N-H-Anteils dieser Mode verschiebt die Deuterierung die Bande
auf ca. 1480 cm™.

Hier wird eine Einteilung der verschiedenen Messanséitze in fiinf methodisch unter-
schiedliche Klassen vorgenommen. Besonderes Augenmerk lag bei dieser Einteilung dar-
auf, auch die Einordnung neuer Verfahren, die bis jetzt noch nicht realisiert wurden, zu
ermoglichen.

2.2.1 Einzelmolekiilansatze
Einzelmolekiilkraftspektroskopie

Eine etwas schwer in dieses Raster einzuordnende, aber durchaus erwédhnenswerte Me-
thode ist die Einzelmolekiilkraftspektroskopie [Rou04, Sch00]. Typischerweise wird hier
ein einzelnes Proteinmolekiil zwischen einer Glasoberfliche und einer Blattfeder (engl.:
Cantilever) eingespannt, deren Auslenkung in Abhéngigkeit ihres Abstandes von der
Glasoberfliiche als Messgrofie dient. Uber die Federkonstante der Blattfeder kann aus
der Auslenkung auf die Kraft geschlossen werden, die gerade an dem Proteinmolekiil
anliegt. Arbeiten von Rief et al. haben gezeigt, dass ein Titinmolekiil komplett durch
Anlegen von Kraft iiber die Blattfeder entfaltet werden kann. Dabei zeigte sich die auf-
einanderfolgende Entfaltung einzelner Titindoménen in einem sédgezahnartigen Muster
in der Kraft-Ausdehnungskurve. Aus diesen Daten ergab sich ein tieferes Verstdndnis
fiir die Rolle von Titin bei der passiven Elastizitat von Muskeln [Rie97]. Auch einzelne
Bakteriorhodopsinmolekiile konnten aus ihrer natiirlichen Umgebung, der Purpurmem-
bran, heraus entfaltet werden, wobei die transmembranen Helices nacheinander einzeln
aufgelost wurden [Oes00, Mul02]. Die Kraftspektroskopie kann zwischen nativem, ge-
falteten Zustand und einem entfalteten, ausgedehnten Zustand hin- und herschalten.
Somit ist sie keine statische Methode, jedoch weist sie durch hydrodynamische Limitie-
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Abbildung 2.4: Zur Untersuchung der Proteindynamik eingesetzte Methoden, sortiert nach deren expe-
rimentell zuganglichen Zeitskalen. Die laserbasierte Anreg/Abtast-Spektroskopie schlieBt die Liicke hin zu
Proteindynamiken auf ultrakurzen Zeitskalen. Bis auf “NMR relaxation” und “ultrasonic absorption” gehdren
alle dargestellten Methoden zu den Relaxationsmethoden. Sie beruhen also auf einer getrennten Auslsung
der Faltung oder Entfaltung eines Proteins und der Detektion seiner Relaxation in das neue Gleichgewicht.
Die Abbildung basiert auf [Bie99a]. Abdruck mit freundlicher Genehmigung von Walter de Gruyter Scientific
Publishers, Berlin und von Prof. Dr. Thomas Kiefhaber.

rungen eine recht geringe Zeitauflosung auf und liefert deswegen kaum Informationen
iitber die Dynamik der Faltung. Dennoch haben Marszalek et al. in einer Studie iiber
Titin Faltungsintermediate identifizieren konnen [Mar99).

Die Kraftspektroskopie liefert auch wertvolle Aussagen iiber den Schalter Azobenzol,
so wie er in dem (-Hairpin Modellpeptid AzoTrpZip2 eingebaut ist. Thorsten Hugel
et al. haben zeigen konnen, dass ein Polymer aus dem Schalter Azobenzol und den
Aminosduren Glycin und Lysin ab einer angelegten Kraft von 500 pN nicht mehr die
fiir Azobenzol typische trans nach cis Isomerisierung aufweist [Hug02]. Dies gibt eine
obere Grenze an, wieviel Kraft der Schalter Azobenzol bei seiner Isomerisierung von
trans nach cis auf ein angehéngtes Peptid ausiiben kann.

Forsterresonanzenergietransfer

Beim Forsterresonanzenergietransfer (engl. FRET) wird an einer Stelle in einem Prote-
in ein Donorfluoreszenzfarbstoff und an anderer Stelle ein Akzeptorfluoreszenzfarbstoff
eingebaut. Licht geeigneter Wellenlénge regt im Fokus eines konfokalen Mikroskops den
Donor an. Befindet sich der Akzeptor in ausreichend geringem Abstand zum Donor,

14



2.2 Zeitaufgeléste Methoden zur Untersuchung der Peptiddynamik

kommt es zum Energietransfer und die Fluoreszenz des Akzeptors wird beobachtet, wel-
che rotverschoben zu der des Donors auftritt. Messgrofle ist die sogenannte Forsteref-
fizienz, die als Verhéltnis aus der Anzahl der Akzeptorfluoreszenzphotonen normiert
auf die Gesamtzahl an Fluoreszenzphotonen gebildet wird. Je néher sich Donor und
Akzeptor wihrend des Beobachtungszeitraums (gegeben durch die Diffusion der Pro-
be durch das Beobachtungsvolumen) sind, desto grofer ist der aufgezeichnete Wert der
Forstereffizienz. Geschieht die Umfaltung eines ungefalteten Proteins auf einer Zeitskala,
die grofler als der Beobachtungszeitraum ist, fithrt dies zu einer Verbreiterung der Ver-
teilung der gemessenen Forstereffizienzen. Der Grund dafiir liegt darin, dass in diesem
Fall durch die Umfaltungsprozesse verschiedene Absténde zwischen Donor und Akzeptor
beobachtet werden. Man kénnte also fiir den Grenzfall eines unendlich kurzen Beobach-
tungszeitraums alle auftretenden Abstédnde zwischen Null und der gestreckten Lénge der
Aminoséuresequenz zwischen Donor und Akzeptor messen, hétte also eine sehr breite
Verteilung der Forstereffizienzen zwischen 0 % und 100 %. Aus Vergleichen mit einer als
stabférmig angenommenen poly-Prolin Sequenz zwischen Donor und Akzeptor konnten
Schuler et al. jedoch zeigen, dass sich die Breiten der Verteilungen der Forstereffizienzen
fiir ihr ungefaltetes Protein von den in diesem Fall gemessenen nicht unterschieden. Sie
schlossen daraus, dass sich ihr Protein schnell rekonfiguriert auf einer Zeitskala, die ih-
rem Beobachtungszeitraum entspricht. Schuler et al. haben so eine obere Schranke von
25 ps fiir die Rekonfigurationszeit eines ungefalteten Proteins angeben kénnen [Sch02b].

Die Einzelmolekiilmethoden haben grundsétzlich das Potential, auch das Falten von
Subensembles richtig wiedergeben zu konnen. Es ist durchaus denkbar, dass es mehre-
re unterschiedliche Faltungspfade gibt, bei denen verschiedene Intermediate auftreten.
Durch iiber alle Individuen mittelnde Methoden kénnen solche Pfade nicht getrennt
wahrgenommen werden. Die Zeitauflosung beschrankt sich jedoch bei diesen Metho-
den auf Angaben von oberen und unteren Schranken fiir Peptiddynamiken. Auch l&sst
die notwendige Einfithrung von Fluoreszenzmarkern eine Beeinflussung der Faltungsge-
schwindigkeiten befiirchten.

2.2.2 Analyse der Breiten von Kernspinresonanzlinien

Kann von einem Zweizustandsmodell fiir die Faltung eines Peptids ausgegangen werden,
geniigen auch Linienbreitenmessungen von austauschverbreiterten NMR-Linien, um auf
Faltungszeiten zu schlieflen [Hua95]. Die spektrale Lage und Breite von NMR-Linien
héngen von der Faltungs- und Entfaltungsgeschwindigkeit ab, da wéhrend der Auf-
nahme eines NMR-Spektrums das Peptid beide Zustdnde einnimmt. Diese Methode ist
prinzipiell in einem Zeitbereich von 10 us bis 10 ms anwendbar. Sie bendtigt nur ein
starkes dufleres Magnetfeld, um das NMR-Spektrum aufnehmen zu kénnen, welches je-
doch die Peptiddynamik potentiell beeinflussen kénnte. Als Lésungsmittel kommt haufig
deuteriertes Wasser zum Einsatz, das kein stérendes NMR-Signal verursacht.
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2.2.3 Periodische Stérung des Gleichgewichts

In der Methode der Ultraschallabsorptionsspektroskopie fallen Auslosung und Detek-
tion der Storung zusammen [Gru79, Cha96a, Egg73|. Die Ultraschallwelle sorgt durch
Druckschwankungen fiir eine periodische Auslenkung aus dem Gleichgewicht zwischen
gefaltetem und ungefaltetem Protein. Wenn die Frequenz der Ultraschallwelle grofer
als die typische Relaxationsrate des betrachteten Systems ist, kann dieses den induzier-
ten Druck- und Konzentrationsschwankungen nicht mehr folgen und es kommt zu einer
Dispersion der Schallgeschwindigkeit und zur Absorption der Schallwelle. Beides kann
gemessen werden, um so iiber die Linearisierung der chemischen Relaxationsgleichungen
auf Faltungs- und Entfaltungszeiten zu schlieBen [Sch68a]. Eine Zeit lang (um 1995) war
diese Methode die einzige, welche in den sub-us Bereich vordringen konnte und so den
Helix-Schleifen-Ubergang bei der Entfaltung einer a-Helix messen konnte.

Ein Experiment nach dem gleichen Prinzip, nur mit schnell wechselnden elektrischen
Feldern und mit der dielektrischen Relaxation als Messgrofe, gelang ebenfalls [Cum75,
Sch68b]. Bei beiden Methoden wird jedoch jeweils das Zweizustandsmodell zugrunde
gelegt, wenn Zeitkonstanten fiir das Falten angegeben werden.

2.2.4 Anregungsenergietransfer

Ahnlich wie bei den Einzelmolekiilansitzen werden hier frei diffundierende Peptidketten
mit einem Donor- und einem Akzeptormolekiil markiert, jedoch sind hier die gewéhlten
Konzentrationen der Peptide ungleich héher als im Fall der Einzelmolekiilspektroskopie.
Ein kurzer Lichtblitz regt das Donormolekiil an. Zeitlich aufgelost wird danach beobach-
tet, wann im Ensemblemittel die Energie des Donormolekiils auf das Akzeptormolekiil
iibergesprungen ist. In fritheren Studien wurde der Singulettenergietransfermechanis-
mus zwischen Donor und Akzeptor angewandt [Bie99a, Haa05|, wobei der Nachteil in
dem vergleichsweise groflen Abstand lag, bei dem es bereits zu einem Energietransfer
kommen konnte. Dies hat die Ortsauflosung und damit die Zeitauflosung verschlechtert.

Eine Losung fiir dieses Problem liefert der Triplett-Triplett-Energietransfer (TTET)
Mechanismus. Der Vorteil vom TTET zur Beobachtung von dynamischen Strukturen
beruht auf der Tatsache, dass ein van-der-Waals Kontakt zwischen Donor und Akzeptor
notig ist, um einen Energietransfer zu ermoglichen. Durch die Anwendung dieses Me-
chanismus konnten Bieri et al. Kontaktraten zwischen Donor und Akzeptor bestimmen
in Abhéngigkeit von dem Losungsmittel, der Peptidlinge, und -sequenz [Bie99b].

Lapidus et al. haben als Donor die Seitenkette Tryptophan und als Akzeptor Cystein
verwendet, so dass sie auf kiinstlich eingefiihrte Molekiile verzichten konnten [Lap00)].
Da es jedoch noch parasitire Loschungsmechanismen (verursacht durch unerwiinsch-
te intermolekulare Prozesse oder auch durch Verunreinigungen) fiir den Triplett des
Tryptophans gibt, miissen deren Raten separat bestimmt werden. Die experimentell ge-
messene Rate muss auf diese Raten korrigiert werden, um auf die Peptiddynamik selbst
schlielen zu konnen.

Prinzipiell ist die Zeitauflosung dieser Methode nur durch die Lange der verwendeten
Laserimpulse zur Anregung des Donors und zur Abtastung des Akzeptors und durch sys-
temimmanente Zeitkonstanten wie zum Beispiel die Bildungszeit des Triplettzustands
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beschrankt. Zeitauflosungen bis in den Nano- und Pikosekundenbereich wurden demons-
triert [Fie07]. Zudem kann die Peptiddynamik uneingeschrénkt in natiirlicher Umgebung
studiert werden.

2.2.5 Relaxationsmethoden

Die bei weitem am haufigsten angewendete Methode zur Untersuchung der Peptid-
dynamik ist die Relaxationsmethode. Hier muss zunéchst ein synchronisiertes Aus-
l6sen der Faltung oder Entfaltung organisiert werden. Die nachfolgenden Prozesse
werden dann mittels einer sinnvoll gewéhlten Observablen zeitaufgelost beobachtet
[Rod99, Rod04, Vol01]. Dabei konnen verschiedene Ansétze zum Auslosen der Faltungs-
prozesse mit unterschiedlichen zeitaufgelosten Detektionsmethoden kombiniert werden,
so dass eine Vielzahl von Relaxationsmethoden existieren. Die Zeitauflosung dieser Me-
thoden ergibt sich aus der Zeitauflosung des gewéahlten Detektionsmechanismus und aus
der zeitlichen Prézision in der Synchronisation des Auslosens der Peptiddynamik.

Neben optischen Methoden fiir die Auslosung der Faltung oder Entfaltung stehen
Ansétze zur Verfiigung, die jeweils die Umgebungsbedingungen des zu untersuchenden
Peptids moglichst schnell #ndern. Solche Anderungen kénnen den Druck, die Tempera-
tur oder die Konzentration von Substanzen in der Peptidlosung betreffen. Diese Sub-
stanzen konnen zum Beispiel denaturierend wirken, den pH-Wert der Losung éndern
oder einfach nur die Ionenstérke beeinflussen [Eat00, Bie99a, Sha06]. Denaturierende
Chemikalien wie Guanidinium Hydrochlorid (GuHCL) oder Harnstoff besitzen hydro-
phobe und gleichzeitig hydrophile Anteile, &hnlich wie bei handelsiiblichem Spiilmittel.
In wiéssriger Losung lagern sich hydrophobe funktionelle Seitenketten eines Proteins zu
einem hydrophoben Kern aneinander. Darauf beruht zum Teil die Strukturstabilitdt von
Proteinen. Die Wirkungsweise der denaturierenden Molekiile liegt darin, sich mit ihrem
hydrophoben Ende an die hydrophoben Seitenketten eines Proteins zu binden. Dadurch
werden die hydrophoben Wechselwirkungen im Protein abgeséttigt und die hydrophilen
Enden der denaturierenden Molekiile ragen in die wéssrige Losung hinein. Dadurch wird
das Protein im allgemeinen entfaltet.

Zunachst werden die Auslosemethoden besprochen, bei denen sich das Peptid immer
im thermodynamischen Gleichgewicht mit seiner Umgebung befindet. Das Auslésen des
Faltungs- oder Entfaltungsprozesses besteht lediglich darin, die Umgebungsbedingungen
schnell zu &ndern und die Geschwindigkeit zu messen, mit der sich das neue Gleichge-
wicht zwischen gefaltetem und entfaltetem Zustand einstellt. Dabei bleibt das Peptid
aber zu jedem Zeitpunkt im thermodynamischen Gleichgewicht mit seiner Losungs-
mittelumgebung. Anschlieend wird auf optische Auslésemethoden eingegangen, die zu
Beginn zu Peptidstrukturen fithren, die sich nicht im Gleichgewicht mit der jeweiligen
Umgebung befinden.

Auslosemethoden:

e Durchmischungsverfahren Um zum Beispiel die Faltung eines Peptids zu stu-
dieren, bringt man es zunéchst in eine Losung mit einer denaturierend wirkenden
Chemikalie wie zum Beispiel Guanidinium Hydrochlorid (GuHCI). Durch schnelle
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Vermischung mit einer neutralen Pufferlosung nimmt die Konzentration von GuH-
Cl stark ab, was dem Peptid die Faltung ermoglicht [Cha97]. Die unvermeidliche
Todzeit durch das Durchmischen der Fliissigkeiten versucht man durch spezielle
Anordnungen der Mixergeometrien zu minimieren. Turbulente Vermischung hat
sich hierbei als eine der schnellsten Methoden erwiesen [Rod04] mit Zeitauflo-
sungen im Bereich von 100 ps. Durch eine hydrodynamische Fokussierung wurde
inzwischen bereits eine Durchmischungszeit von unter 10 us gezeigt [Kni98§].

Es gibt drei Betriebsmodi bei den Durchmischungsverfahren. Zum einen wird bei
der gestoppten Durchfluss Methode (engl.: stopped flow) nach dem Vermischen
der Zustrom von Losungen unterbrochen, wohingegen zum anderen bei kontinu-
ierlichen Durchflussmethoden (engl.: continuous flow) ein anhaltender Abstrom
der vermischten Fliissigkeiten durch eine Kapillare gewéhrleistet wird. Entlang
dieser Kapillaren kénnen mittels Zeilendetektoren gleichzeitig verschiedene Zeit-
punkte nach dem Vermischen vermessen werden. Diese historisch frither entwickel-
te kontinuierliche Durchflussmethode hat den Nachteil, sehr viel Peptidlosung zu
verbrauchen, da fiir eine gewisse Messzeit der Strom in der Kapillaren aufrecht
erhalten werden muss. Ein dritter Anwendungsmodus ist das Einfrieren aller wei-
teren Faltungsschritte (engl.: quenched flow) zu einem definierten Zeitpunkt nach
dem Durchmischen. Die weitere Reaktion wird zu einem bestimmten Zeitpunkt
nach der Auslosung der Faltung durch geeignete Losungsmittelbedingungen (z. B.
durch hochviskose Losungsmittel) oder durch schnelles Abkiihlen unter den Ge-
frierpunkt ploétzlich unterbrochen, um langsameren Detektionsmethoden wie der
Kernsprinresonanz eine Strukturanalyse zu erlauben.

Drucksprungmethoden Die meisten Proteine entfalten sich, wenn sie einem
Uberdruck ausgesetzt werden. Das bedeutet, dass sie ein negatives Reaktionsvolu-
men besitzen [Jae81]. Dieser Effekt wird in den Drucksprungmethoden ausgeniitzt.
Jacob et al. beschreiben einen Drucksprungapparat, der mittels Piezokristallsta-
peln einen Drucksprung von 160 bar in weniger als 100 us realisieren konnte. Auf
der Minutenzeitskala konnten diese Spriinge wiederholt werden, so dass sich die
Moglichkeit der Mittelung iiber viele Spriinge ergab [Jac99].

Temperatursprungmethoden Jeder, der schon einmal ein Hiihnerei hart ge-
kocht hat, weif}, dass sich Proteine durch Temperaturerhohung denaturieren las-
sen. Ist die Dauer und das Ausmaf der Temperaturerh6hung nicht zu grof, konnen
sich die Proteine wieder in ihre native Form falten. Dies wird bei den Tempera-
tursprungmethoden ausgenutzt. Es gibt jedoch auch den Fall der kalten Denatu-
rierung, bei dem sich das Protein durch Abkiihlen unter einen bestimmten Tem-
peraturwert entfaltet. Generell besitzt jedes Protein ein endlich grofles Tempera-
turintervall, in dem es gefaltet vorliegt. Nolting et al. berichten sub-millisekunden
Kinetiken in einem kalt denaturierten Protein, dem sie durch einen Temperatur-
sprung mittels Widerstandsheizung das Falten ermoglicht haben [Nol95]. Neuere
Verfahren zum Erzeugen eines Temperatursprungs durch elektrische Entladung
oder durch Absorption eines ultrakurzen intensiven Laserimpulses ermoglichen
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noch hohere Zeitauflosungen bis in den Subnanosekundenbereich, was zugleich zu
den optischen Auslésemethoden iiberleitet.

Optische Auslésemethoden, die auf einer Anderung der Umgebungsbe-
dingungen beruhen Da Lichtimpulse mit Zeitdauern unter einer Pikosekunde
technisch machbar sind, haben optische Auslosemethoden das Potential, eine sehr
hohe Zeitauflosung zu erzielen. In Analogie zu obigen Auslosemethoden gibt es
auch hier Ansétze, die auf eine Verdnderung der Losungsmittelbedingungen ab-
zielen. Zum Beispiel kommen Photosduren zum Einsatz, die nach optischer An-
regung einen Sprung im pH-Wert auslosen, da sie im angeregten Zustand eine
andere Sdure-Base-Gleichgewichtskonstante (pKg-Wert) besitzen als im Grund-
zustand [VolO1]. Optisch angeregte Absorberfarbstoffe hingegen sorgen fiir einen
Temperatursprung in der Losung [Eat00]. Aber auch die direkte Absorption von
nah-infraroten Laserimpulsen durch Obertonbanden von Wasser oder D,O kann
einen Temperatursprung auslosen [Mun97, Du06, Tho97]. Zeitauflésungen von 10
bis 20 ps wurden so bereits realisiert [Cal98]. Ein genereller Nachteil des Tempera-
tursprungs besteht in der Schockwelle, die durch die thermische Ausdehnung des
Losungsmittels erzeugt wird. Die charakteristische Zeitskala, auf der diese Schock-
welle auftritt, ist 1 bis 10 us [Cal98].

Optische Auslésemethoden, die zu Nicht-Gleichgewichtszustéinden des
Peptids fithren Besondere Gliicksfille fiir optische Auslésemethoden sind das
Cytochrom ¢ und das Myoglobin. Die Faltung von Cytochrom ¢ kann zum Bei-
spiel optisch durch Photodissoziation des darin gebundenen Kohlenmonoxids mit
einer Wellenlédnge von 532 nm ausgeldst werden, da das Protein ohne Kohlenmon-
oxid sehr viel stabiler ist [Eat00, Gru99]. Mittels Reduktion durch einen Elektron-
transferprozess kann die Faltung des verwandten Cytochrom bsgo ausgelost werden
[WS99]. Diese Auslosemethoden besitzen im Unterschied zu den vorigen optischen
Verfahren das Potential, Nicht-Gleichgewichtszustdnde als Startstrukturen fiir die
Proteinfaltung zu generieren.

Jedoch besitzen nicht alle Proteine Eigenschaften, die sie von Natur aus fiir ein
optisches Auslosen der Faltung als geeignet erscheinen lassen. Deswegen wurden
Molekiile entwickelt, die es erlauben, mittels reversibler Prozesse gezielt das Falten
oder Entfalten beliebiger Peptidsequenzen zu studieren. Neben Disulfidbindungs-
bruch [Lu97, Vol97] und photoinduzierter Dipolénderung [Hua02] spielt hier die
Klasse der cis-trans isomerisierenden optischen Schalter eine herausragende Rolle.
Sie konnen in die Peptide eingebaut werden und durch eine Isomerisierung nach
Lichtanregung ihre Konformation &ndern und somit das angehéngte Peptid da-
zu zwingen, einen anderen Faltungszustand anzunehmen [Ren06]. Abbildung 2.5
zeigt den optischen Schalter Azobenzol, wie er direkt als pseudo-Aminosdure in
das Riickgrat eines Modellpeptids eingebaut ist. Ebenso als isomerisierende op-
tische Schalter kommen das Stilben [Erd05] oder Molekiile auf der Basis einer
Hemithioindigoeinheit [Cor06] zum Einsatz.

Ein recht reizvoller Ansatz ist die Ausnutzung der cis-trans Isomerisierung der
Peptidbindung selbst. Durch Ersetzen des Sauerstoffs in einem Peptidbindungs-
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cis-lsomer trans-lsomer

Abbildung 2.5: Der optische Schalter Azobenzol (rot) kann durch seine cis-trans-Isomerisierung fiir das
angehingte Peptid (griin) eine neue konformelle Vorgabe geben, auf die sich das Peptid durch Umfaltung
einstellen muss. Diese Umfaltungsprozesse kénnen nach optischer Anregung der Isomerisierung zeitaufgelost
beobachtet werden.

plattchen durch Schwefel kann die trans nach cis Isomerisierung der Peptidbin-
dung mittels Lichtimpulse bei einer Wellenlénge von 266 nm ausgelost werden
[Hel04, Sat05]. Da jetzt das Peptidriickgrat an dieser isomerisierten Stelle stark
verdndert ist, muss sich das restliche Peptid durch Umfaltung auf diese Stérung
einstellen.

Detektionsmethoden:
Bei der Wahl geeigneter Observablen fiir die Peptidfaltung oder -entfaltung steht in

erster Linie deren Potential im Vordergrund, Strukturinformation liefern zu koénnen.
Zudem spielt die erreichbare Zeitauflssung eine Rolle. Zuniichst wird ein Uberblick iiber
mogliche Detektionsanséitze gegeben, worauf auf die Infrarotspektroskopie als Methode
genauer eingegangen wird.

20

e Uberblick iiber mogliche Detektionsansiitze

Detektionsmethoden, die nicht direkt auf Licht beruhen, sind die Elektronenpara-
magnetische Resonanz (EPR) [Gri00], magnetische Kernresonanz [Zee04, Mok04,
Kri04] und auch die Massenspektroskopie, welche die Anderung der Masse des
Peptids durch Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium aufgrund von Umfal-
tungsprozessen in Zeitschritten von Minuten misst [Eyl04]. Unter den oben er-
wahnten Methoden beinhaltet nur die magnetische Kernresonanz das Potential,
nicht nur Abstandsinformationen, sondern auch Strukturinformationen zu liefern.
Ihre Zeitauflosung beschrankt sich dabei aber auf einige us. Es gibt auch Anstren-
gungen, Elektronenbeugung in der Gasphase als Methode fiir die Bestimmung der
Peptiddynamik zu verwenden [Lin06, Sho05].

Unter den lichtbasierten Detektionsmethoden wird héufig die Fluoreszenz an-
gewendet [Mun97, Str68a, Eng95]. Auch Forsterenergietransfer [Tso74]| (engl.:
FRET), Mossbauer Absorptionsspektroskopie [Par06] und Resonanz Raman Spek-
troskopie [Tak97] werden erfolgreich eingesetzt.
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Die Rontgenstrukturanalyse nach dem Laue-Verfahren erfordert eine erfolgreiche
Kristallisation der Proteine. Marius Schmidt et al. haben in solchen Proteinkris-
tallen Zeitauflosungen von unter 10 ns gezeigt [Sch05, Sch04a]. Proteindynamik
in Losung kann mit der Kleinwinkelrontgenstreuung [Lat94] untersucht werden,
die jedoch nur eine Abschitzung des Gyratonsradius und damit des Volumens des
Proteins in Abhéangigkeit von der Zeit erlaubt.

Strukturinformation bei Zeitauflosungen von < 100 ps liefern Circulardichroismus
[Dar05¢, Dar05b, Dar05a] und Infrarotabsorptionsspektroskopie. Neben sehr klei-
nen Signalen leidet die Methode des Circulardichroismus unter groflen Interpretati-
onsproblemen der gemessenen Daten [Che03]. Bei der Infrarotabsorptionsspektro-
skopie ist die Interpretation der gemessenen Spektren schon weiter fortgeschritten

[SS06].

Infrarotspektroskopie zur Untersuchung der Peptiddynamik

Wegen der grofien Signaldnderungen und deren vergleichsweise einfachen Inter-
pretation wurde die Infrarotspektroskopie in dieser Arbeit als Detektionsmethode
gewdahlt.

Als Ausloser fiir die Umfaltungsprozesse dient der optische Schalter Azobenzol, der
in das Modellpeptid eingefithrt wurde. Ein kurzer optischer Anregimpuls (< 1 ps)
regt das Schaltermolekiil Azobenzol an, woraufhin es mit einer gewissen Quanten-
ausbeute zu einer Isomerisierung, z. B. von cis nach trans, kommt. Daraufhin muss
sich das am Schaltermolekiil kovalent gebundene Peptid den neuen Gegebenheiten
durch Umfaltung anpassen. Zur Detektion durchlauft ein kurzer (< 150 fs) In-
frarotabtastimpuls das angeregte Probenvolumen mit einer geeigneten zeitlichen
Verzogerung, so dass die Umfaltungsprozesse zu diesem Verzogerungszeitpunkt
aufgrund dessen Absorption gemessen werden kénnen. Durch Messungen zu vielen
verschiedenen Verzogerungszeitpunkten kann so der zeitliche Verlauf der Umfal-
tung beobachtet werden. Die entsprechende experimentelle Technik wird Anreg-
Abtast-Spektroskopie genannt.

Die Kombination aus dem Auslosen der Faltung mittels dem Schaltermolekiil Azo-
benzol mit der Detektion durch infrarote Laserimpulse erlaubt Zeitauflosungen im
Pikosekundenbereich und ist nur noch durch die Schaltgeschwindigkeit des Azo-
benzols begrenzt [Spo01]. Somit steht eine einzigartige Moglichkeit zur Verfiigung,
einen mit anderen Methoden bislang noch unerreichten Zeitbereich der Peptiddy-
namik zu erschliefen, sieche Abbildung 2.4. Mit dieser Methode wurden in Zusam-
menarbeit mit der Gruppe um Peter Hamm schon erfolgreich die Faltungsprozesse
eines zyklischen Peptids studiert [Bre03d]. Auch die Ausbildung einer a-helikalen
Struktur wurde mit dieser Methode untersucht [Bre05b]. Ziel dieser Doktorarbeit
war es, diese Methode auf ein 3-artiges Modellpeptid anzuwenden.

Entwicklungsmoglichkeiten in der zeitaufgelosten Infrarotspektrosko-
pie Durch Einfiihrung eines weiteren infraroten Anregungsimpulses etwa 1 ps
vor dem Abtastimpuls kann sogenannte transiente zwei-dimensionale Infrarotspek-
troskopie betrieben werden, welche sensitiv auf Kopplungen von Infrarotschwin-
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gungen untereinander ist und somit ebenfalls strukturelle Informationen liefert
[Wou02, Jon03, Bre03b, Muk06]. Ebenfalls kénnen Photonechotechniken realisiert
werden [Muk04, Zan01]. Zusétzlich sind auch mehr als zwei-dimensionale Abtast-
methoden denkbar, die Aussagen iiber die Struktur erméglichen [HamO06]. Der
Phantasie in der Entwicklung immer neuerer und komplexerer Impulsfolgen als
strukturell sensitive Detektionsmethoden fiir die Proteinfaltung sind keine Gren-
zen gesetzt [Ful04, Zan01].

2.3 Kiritische Auseinandersetzung mit den
verschiedenen zeitaufgelosten Methoden

An dieser Stelle ist der Uberblick iiber die experimentellen Moglichkeiten und Ansétze
zur Untersuchung der Peptidynamik abgeschlossen. Die verschiedenen Methoden sind
durchaus komplementér zueinander. So ist es vorstellbar, bei dem in den Abbildungen
1.7 und 2.5 vorgestellten Modellpeptid die Ausléseverfahren zur Umfaltung zu variieren,
um zu testen, ob bei gleicher Detektionsmethode (z. B. {iber die Infrarotabsorptionsén-
derung) unterschiedliche Kinetiken auftreten. In Frage kommen hier Durchmischungs-
verfahren [Fab04] genauso wie Laser-Temperatursprungmethoden [Xu06]. Dabei muss
man davon ausgehen, dass bei verschiedenen Auslésemethoden der Umfaltung unter-
schiedliche Ausgangszustinde préapariert werden konnen. Als Folge davon kénnen auch
unterschiedliche Kinetiken auftreten. Dies muss beriicksichtigt werden, wenn Beobach-
tungen aus Experimenten mit unterschiedlichen Auslosemethoden verglichen werden
sollen [Win96.

Auch die Variation der Detektionsmethode bei gleicher Methode zum Auslésen der
Faltung erscheint interessant. Hier gibt es eine Studie, die verschiedene Sensoren fiir
den Faltungszustand eines Peptids vergleicht [Yan04b, Win04]. Verschiedene Beobach-
tungsmethoden fiir die Faltung untersuchen unterschiedliche Elemente der Peptiddyna-
mik (Wasserstoffbriickenbildung, strukturelle Komponenten, etc.). Auf diese Weise kann
zum Beispiel entschieden werden, ob sich zuerst Seitenkettenkontakte ausbilden oder die
Bildung von Wasserstoftbriickenbindungen des Peptidriickgrats an erster Stelle steht.

Die Detektionsmethode mittels Infrarotabsorptionsénderungen in der Amid-I Ban-
de erfordert héufig die Verwendung von deuterierten Losungsmitteln wie DO oder
Methanol-d4, da die undeuterierten Varianten dieser Losungsmittel eine hohe Absorp-
tion im Bereich der Amid-I Bande aufweisen. Dies kann bereits kritisch gesehen werden,
da man hier das Medium verlésst, in dem die Peptiddynamik in der Natur abléduft.
Das Peptid tauscht in oben genannten deuterierten Losungsmitteln die Amidprotonen
seines Peptidriickgrats gegen Deuteronen aus. Auch in Seitenketten werden bestimm-
te Wasserstoffatome gegen Deuterium ausgewechselt. Da zum Beispiel die Stérke von
Wasserstoffbriickenbindungen durch die Deuterierung veréndert wird, kann durch einen
Wechsel des Losungsmittels die Faltung beeinflusst werden [Fab04].

Die Durchmischungsmethoden bedienen sich hiufig der Denaturierung der Peptide
mittels spezieller Chemikalien. Dieser denaturierte Zustand dient fiir viele Experimente
als Ausgangspunkt fiir die Peptidfaltung. Jedoch kommen diese Chemikalien in der
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Natur nicht vor. Deswegen ist es zunédchst unklar, ob der natiirliche Faltungsweg des
betrachteten Peptids wirklich von dem durch Chemikalien denaturierten Zustand aus
startet. Es gibt nur wenige Studien, die sich mit diesen Fragen eingehend beschéftigen
[Mon94].

Jede oben genannte Methode muss sich daran messen lassen, wie nah sie der Faltungs-
situation des betrachteten Peptids in der Natur kommt. Dabei ist jedoch zu beriicksich-
tigen, dass auch die natiirlichen Bedingungen sich von Zelle zu Zelle unterscheiden,
je nachdem, wo der untersuchte Organismus lebt. Eine kanadische Gruppe schlégt als
Umgebungs- und Losungsmittelbedingungen fiir die kinetische Untersuchung der Pep-
tiddynamik einen pH-Wert von 7 in wéssriger Losung bei einer Temperatur von 25 °C
vor. Der Grund fiir diese Festlegung liegt in der Vergleichbarkeit und Reproduzier-
barkeit der experimentellen Ergebnisse [ZA04]. Generell kann wohl davon ausgegangen
werden, dass in einer Zelle die Proteinfaltung in Wasser bei einem pH-Wert von 7 mit
einer Salzkonzentration von 150 mM an Kochsalz und einer Konzentration an Makro-
molekiilen stattfindet, die 350 mg/ml iibersteigen kann [Dob04]. Jedoch muss fiir jedes
Protein im Prinzip untersucht werden, in welcher natiirlichen Umgebung es sich fal-
tet. Erst wenn man diese Bedingungen nachbildet, kann davon ausgegangen werden,
dass die natiirlichen Faltungspfade eines speziellen Proteins beobachtet werden koénnen.
Legt man jedoch den Schwerpunkt auf die frithen Faltungsprozesse, wie in dieser Arbeit
angestrebt, so ist es unter Umsténden nicht so kritisch notwendig, natiirliche Umge-
bungsbedingungen fiir die Faltungsdynamik zu gewéhrleisten. Insbesondere wenn man
die Abhéngigkeit der Faltungsdynamik von dem gewéhlten Losungsmittel zusétzlich
untersuchen will, muss man von den natiirlichen Bedingungen abweichen.

Die in dieser Arbeit verwendete Methode der Anreg-Abtastspektroskopie mit infraro-
ten Abtastimpulsen ist zwar auf deuterierte Losungsmittel wie DoO oder Methanol-d4
angewiesen, besitzt aber zwei wesentliche Vorteile im Vergleich zu anderen Methoden
zur Untersuchung der Peptiddynamik:

1. Die Faltungsprozesse beginnen - ausgelost durch den Schalter Azobenzol - bei
Nicht-Gleichgewichtszustédnden, die durch andere Auslosemethoden fiir Peptiddy-
namik im allgemeinen nicht erreicht werden.

2. Nachdem der Schalter isomerisiert hat, konnen die schnellsten Elemente der Pep-
tiddynamiken auf der Pikosekundenzeitskala untersucht werden.
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3 Zeitaufgeloste Infrarotspektroskopie

Der folgende Abschnitt dient der Darstellung der verwendeten experimentellen Metho-
den. Er beginnt mit einem Abriss iiber die Anreg-Abtastspektroskopie im mittelinfraro-
ten Spektralbereich zur Messung von Peptiddynamiken auf der Pikosekundenzeitskala
und geht dann auf die Laserblitz-Photolyse ein, die verwendet wurde, um die spéte-
ren Prozesse der Peptiddynamik auf der Mikrosekundenzeitskala zu bestimmen. Daran
schliefit sich ein Kapitel an, das den eigentlichen Messablauf und die begleitende Dau-
erstrich-Charakterisierung der Peptidproben beschreibt.

3.1 Anreg-Abtastspektroskopie im mittelinfraroten
Spektralbereich

In der Anreg- Abtast-Spektroskopie wird mit einem Lichtimplus die Faltung eines Peptids
ausgelost und mit einem zeitlich dazu verzogerten Abtastimpuls abgefragt. Abbildung
3.1 zeigt einen Uberblick {iber den gewéhlten experimentellen Aufbau. Ein Lasersystem

( }— 0.3 mJ for different experiment A(probe) = 3-10 ym
> Spectro-
CPA meter
CG
sonom |0 >
90 fs ,
—p Delay
0.7 mJ >ne Chopper < = ADC
1 kHz : I~
SHG t -/ Computer
! A(pump) = 404 nm

Abbildung 3.1: Ubersicht iiber den experimentellen Aufbau. Links das Femtosekundenlasersystem, das mit
einer Repetitionsrate von 1 kHz Lichtimpulse bei 808 nm, der fundamentalen Wellenlange, mit einer Impuls-
dauer von 90 fs und einer Energie von 0,7 mJ liefert (rote Linien und Pfeile). Die blauen Linien deuten die
verdoppelte Wellenlange an, also 404 nm. Die grauen Linien stehen fiir nah- und mittelinfrarote Strahlbiin-
del. Die einzelnen nichtlinearen Prozesse zur Frequenzkonversion des Lichts sind: CG=Weisslichterzeugung
(engl.: continuum generation), SHG=Zweite Harmonische Erzeugung (engl.: second harmonic generation),
(N)OPA=(nicht-kollinearer) optisch parametrischer Verstarker (engl.: non-collinear optical parametric am-
plifier) und DFG=Differenzfrequenzmischung (engl.: difference frequency generation). Ein Spektrometer dis-
pergiert das mittelinfrarote Abtastlicht auf eine 32-elementige Quecksilber-Cadmium-Tellurid-Detektorzeile,
engl.. MCT=Mercury-Cadmium-Telluride. Nach einer analogen Vorverstarkung erzeugt ein ladungssensiti-
ver Analog-zu-Digital-Konverter (ADC, engl.: Analog to Digital Converter) aus der integralen Intensitit eine
rechnerlesbare Zahl mit einer Dynamik von 12 Bit. Bild nach [Sie05].

liefert mit einer Repetitionsrate von 1 kHz Lichtimpulse bei ca. 808 nm (Fundamentale

genannt), welche iiber einen Strahlteiler aufgeteilt werden. Durch Frequenzverdopplung
wird aus einem Teil dieser Impulse der Anregimpuls mit einer Wellenlénge von 404 nm
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erzeugt. Aus dem anderen Teil des Lichtimpulses entsteht, ebenfalls durch nichtlinea-
re optische Prozesse in Kristallen, der Abtastimpuls im Mittelinfraroten bei ca. 6 pm
mit einer spektralen Breite von typischerweise 0,5 pm. Der Weg, den der Anregimpuls
relativ zum Abtastimpuls zuriicklegt, kann iiber eine optische Verzégerungsstrecke va-
riabel gewahlt werden, so dass sich verschiedene Zeitabstéinde zwischen Anregung und
Abtastung einstellen lassen. Zudem wird im Anregstrahl noch durch einen sogenannten
Chopper (engl. fiir Lichtunterbrecher) jeder zweite Anregimpuls abgeblockt.

Mit geeigneten Linsen oder im infraroten Spektralbereich mittels Paraboloiden wer-
den die beiden Strahlenbiindel in eine Durchflusskiivette, welche die geloste Peptidprobe
enthélt, rAumlich tiberlappend fokussiert. Nach Durchlaufen des Probenvolumens wird
das Abtaststrahlenbiindel in einem Spektrometer iiber ein Gitter dispergiert und trifft
auf eine 32-elementige Zeile aus Infrarotdetektoren. Die Messung besteht darin, eine
geeignete Verzogerungszeit tp zwischen Anregungs- und Abtastimpuls einzustellen. Zu-
néchst wird mittels eines Abtastimpulses ein Hintergrundspektrum von nicht angeregter
Probe aufgenommen. Dabei blockt das Chopperrad den zugehorigen Anregungsimpuls.
Darauf regt ein nachfolgender Anregungsimpuls die Probe an und mittels des Abtast-
impulses wird ein Spektrum der angeregten Probe aufgenommen. Durch die in Kapitel
3.1.3 dargestellte Berechnung kann daraus ein Spektrum gewonnen werden, das die Ab-
sorptionsénderung der Probe ausgelost durch den Anregungsimpuls darstellt. Durch
Variation der eingestellten Verzogerungszeit und Wiederholung der oben aufgefiihrten
Messprozedur kann so die Absorptionsdnderung der Probe nach Auslosung der Faltungs-
prozesse zeitlich und spektral aufgelost verfolgt werden. Aus den gemessenen Spektren
in Abhéngigkeit von der Verzogerungszeit lassen sich iiber die Struktursensitivitéat der
Infrarotspektroskopie Aussagen machen iiber die momentane Struktur des gelésten Pep-
tids.

3.1.1 Erzeugung der fundamentalen Femtosekundenimpulse bei
808 nm

Die Laserimpulserzeugung beruht auf dem inzwischen bewéhrten Prinzip der Verstér-
kung speziell gestreckter Lichtimpulse und deren nachfolgender Komprimierung, engl.:
»chirped pulse amplification (CPA), bei der ein Lichtimpuls aus einem Impulszug eines
Titan-Saphir-Oszillators erst in einem Expander zeitlich gestreckt wird, damit die Leis-
tungsdichten im nachfolgenden Verstérker nicht zu grofl werden und dort die Optiken
zerstoren [Ché01]. In etwa 15 Umldufen im Resonator eines regenerativen Verstéarkers
wird dieser Impuls um den Faktor 10° auf eine Gesamtenergie von ca. 1 mJ verstirkt
und in einem nachfolgenden Kompressor auf ca. 90 fs komprimiert, siehe Schema 3.2.
Beim Durchgang durch den Kompressor treten Verluste in Hohe von ca. 30 % auf, so
dass insgesamt 700 pJ an Impulsenergie zur Verfiigung stehen.

Die Impulse liegen zentral bei einer Wellenldinge um 808 nm und haben eine Repeti-
tionsrate von 1 kHz bei einem typischen Impuls-zu-Impuls Rauschen von unter 0,3 %
einfacher Standardabweichung (gemessen iiber 640 Impulse). Ca. 400 pJ davon werden
fiir die Infrarotexperimente verwendet. Die restlichen 300 pJ stehen fiir Experimente mit
Abtastwellenldngen im sichtbaren Spektralbereich zur Verfiigung. Der genaue Strahlen-
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Abbildung 3.2: Uberblick iiber die Erzeugung der fundamentalen Lichtimpulse mit einer Repetitionsrate
von 1 kHz, 90 fs Dauer und einer Zentralwellenlange von 808 nm. In der oberen Zeile sind die beiden kom-
merziellen Pumplaser dargestellt. Der Titan-Saphir-Oszillator wird von einem kontinuierlichen Laser Verdi
(V5) der Firma Coherent gepumpt. Die Besetzungsinversion des Titan-Saphir Kristalls des regenerativen
Verstirkers wird durch einen giitegeschalteten (engl.: Q-switched) gepulsten Laser, Typ Merlin, der Firma
Spectra Physics erreicht. Die mittlere Zeile gibt einen schematischen Uberblick iiber das Prinzip der ,chirped
pulse amplification”. Der Oszillator lduft mit einer Repetitionsrate von 90 MHz. Nach dem Expander, der den
Impuls verlangert, wihlt eine Pockelszelle mit einer Repetitionsrate von 1 kHz Impulse aus dem Oszillatorim-
pulszug aus und koppelt diese in den regenerativen Verstarker ein. Dort werden sie millionenfach verstarkt
und wieder ausgekoppelt. Ein Gitterkompressor komprimiert den Impuls auf eine Dauer von 90 fs. Der unte-
re Teil zeigt, dass ein GroBteil (ca. 400 1J) der Impulsenergie fiir das zeitaufgeldste Infrarotexperiment zur
Verfiigung steht. Bild entnommen aus [Sie05].

gang fiir Oszillator, Expander, regenerativen Verstédrker und Kompressor wird in den
Arbeiten [Spo01, Lut01, Hub02] beschrieben.

3.1.2 Nichtlineare optische Prozesse zur Erzeugung von
Anregungs- und Abtastimpulsen

Ein Strahlteiler teilt den Laserimpuls in einen Anregungsimpuls und einen Abtastim-
puls, wobei auf die Erzeugung des Anregungsimpulses nur ca. 100 pJ entfallen. Durch
Frequenzkonversionsprozesse wird zunéchst iiber die Erzeugung der zweiten Harmoni-
schen (engl.: Second harmonic generation, SHG) aus den fundamentalen Lichtimpulsen
ein Anregungsimpuls mit einer Zentralwellenléinge von 404 nm erzeugt, siehe dazu auch
Abbildung 3.4. Der Anregungsimpuls durchliuft nach seiner Erzeugung eine variable
Verzogerungsstrecke, welche die zeitliche Verzogerung zwischen Anregungs- und Ab-
tastimpuls einstellt. Ein 10 cm langer Quarzglasblock sorgt fiir eine Impulsverlangerung
auf ca. 0,7 ps. Bei den verwendeten hohen Anregungsenergiedichten verhindert eine
Verlédngerung der Impulse nichtlineare Mehrphotonenprozesse in der Probe oder im Kii-
vettenfenster. Ein nachfolgendes \/2-Pléttchen dreht die Polarisation und dient damit

27



3 Zeitaufgeldste Infrarotspektroskopie

in Kombination mit dem Polarisator zur variablen Einstellung der Anregungsenergie
und -polarisation.
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Abbildung 3.3: Von links, vom CPA her, trifft die Fundamentale zur Erzeugung der Abtastimpulse ein.
Nach WeiBlichterzeugung und Verstirkung dessen Infrarotanteils durch die zweite Harmonische der Fun-
damentalen in einem NOPA Prozess wird in einem OPA noch einmal die Fundamentale zur stimulierten
Differenzfrequenzmischung verwendet. Die entstehenden Nahinfrarotimpulse bei 1400 nm und bei 1800 nm
werden in einem Silberthiogalatkristall mittels Differenzfrequenzmischung zur Erzeugung des mittelinfraroten
Abtastlichts bei 6 um herangezogen. Ein weiterer Anteil des fundamentalen Impulses aus dem CPA kommt
von rechts zur Erzeugung der Anregungsimpulse. Uber die Erzeugung der zweiten Harmonischen wird Licht
bei 404 nm erhalten, was nach der variablen Verzdgerungsstrecke (engl. delay line, DL) zur Einstellung der
Verzégerungszeit tp einen 10 cm langen Glasblock (engl. glass substrate, GS) durchliuft, damit die Impulse
auf eine Dauer von ca. 700 fs gestreckt werden. Die weiteren verwendeten Abkiirzungen sind im einzelnen:
A: Abschwicher, BB: Strahlblock, BS: Strahlteiler, C: Kristall, Ch: Lichtunterbrecher (Chopper), D: Diode,
DM: dichroitischer Spiegel, F: Filter, ID: Blende, L: fokussierende Optik, MCT: Detektor, P: Polarisator oder
A/2-Plattchen, S: Probe und Sp: Spektrometer. Bild nach [Sie05].

Die Erzeugung der mittelinfraroten Abtastimpulse erfordert vier aufeinanderfolgende
nichtlineare optische Prozesse. Sie lehnt sich zum Teil an friithere Aufbauten am Lehr-
stuhl [Har99] und bei anderen Gruppen an [Kai00, Ham00, Tow03]. Zundchst wird ein
kleiner Bruchteil der fundamentalen Impulsenergie von nur 1 pJ in einen Saphirkristall
fokussiert, wodurch iiber Selbstphasenmodulation und Selbstfokussierung sogenanntes
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Weisslicht erzeugt wird, welches eine recht komplexe spektrale Intensitatsverteilung zwi-
schen 480 nm und 1600 nm aufweist [Ree95]. Ein nicht-kollinearer optisch parametrischer
Verstarkungsprozess (engl. non-collinear optical parametric amplification, NOPA) der
durch die zweite Harmonische der fundamentalen Wellenldnge gepumpt wird, verstarkt
den infraroten Anteil des Weisslichts [Wil97, Rie00]. Die so entstandenen Impulse haben
eine Energie von ca. 400 nJ, eine spektrale Breite von typisch 50 nm FWHM (engl. full
width at half maximum) und eine Impulsdauer von 50 fs. Aufgrund der Energieerhaltung
bei diesem NOPA Prozess féllt als nicht genutzter Impuls im sichtbaren Spektralbereich
der sogenannte IDLER an. Im Gegensatz dazu sei der durch den Prozess verstérkte
Impuls SIGNAL genannt. Mit Hilfe eines Faserspektrometers (Ocean Optics) ldsst sich
die Zentralwellenlinge des IDLER Impulses leicht messen und beim Justieren verfol-
gen. Dies ist ein Vorteil des NOPAs als erster Verstéarkerstufe gegeniiber einem mit der
Fundamentalen gepumpten kollinearen OPA Prozess, bei dem der IDLER ebenfalls im
infraroten Spektralbereich liegt. Durch die nichtkollineare Geometrie lasst sich der ID-
LER zudem leicht rdumlich vom SIGNAL abtrennen. Abhéngig von der gewiinschten
Abtastwellenzahl ppe zwischen 1000 und 3300 cm ™! muss hier eine bestimmte Wellen-
lange (oder Wellenzahl Dnopa,,.) eingestellt werden.

3VcpA — UprG (3.1)

I;NOPAVIS = 2ﬁCPA - ﬂNOPANIR = 9

Dabei geht nur noch die aktuelle Wellenzahl 7cppy der fundamentalen Wellenlénge ein,
die sich ebenfalls leicht mit einem Faserspektrometer messen léasst. Ein Nachteil des
NOPAs als erster Verstiarkerstufe ist sein hoher Energieverbrauch im Vergleich zu OPA
Prozessen, die mit der Fundamentalen gepumpt werden. Da die Energiekonversions-
effizienz von der fundamentalen Wellenldnge in die zweite Harmonische nur ca. 30 %
betrédgt, muss etwa dreimal soviel Impulsenergie der Fundamental-Impulse verwendet
werden, um die gleiche Pumpleistung zu erhalten. Ein Vergleich der beiden Konzepte
zur Impulserzeugung findet sich in [Hub06].

Der dritte nichtlineare optische Prozess ist ein kollinearer optisch parametrischer Ver-
starkungsprozess, bei dem der nahinfrarote SIGNAL des NOPA-Prozesses als Start-
Impuls (engl.: SEED) dient und durch die Fundamentale noch einmal verstéirkt wird
[Cer03, Ree95]. Als IDLER entsteht dabei ein Lichtimpuls mit einer Wellenldnge um
1800 nm mit einer zum SIGNAL senkrechten Polarisation. Wichtig ist dabei der mog-
lichst parallele Durchgang beider Strahlenbiindel (Pumpimpuls und SEED-Impuls)
durch den BBO-Kristall. Damit miissen beide Ausgangsstrahlenbiindel die gleiche Diver-
genz aufweisen und kollinear verlaufen. Nur in diesem Fall konnen SIGNAL und IDLER
in einem nachfolgenden Aufbau mit dichroitischen Strahlteilern aufgetrennt und zeitlich
wieder korrekt iiberlappt in den Kristall des vierten nichtlinearen optischen Prozesses,
der Differenzfrequenzmischung (engl. difference frequency generation, DFM) fokussiert
werden. Bei der Differenzfrequenzmischung entsteht aus den beiden OPA Impulsen ein
mittelinfraroter Impuls im Bereich von 5,6 gm und 6,4 pm, siehe auch Abbildung 3.4.
Spezielle dielektrische Schichten auf einem nachfolgenden Germaniumsubstrat reflek-
tieren die beiden OPA-Impulse unter einem Winkel von ca. 0°, so dass nur noch der
gewiinschte mittelinfrarote Impuls als Abtastimpuls transmittiert wird.
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Abbildung 3.4: Der linke Graph zeigt das Anregungsimpulsspektrum zentriert bei 404 nm mit einer Breite
von 2,8 nm (FWHM). Rechts ist das Spektrum des Abtastimpulses dargestellt, zentriert bei 6 um und
460 nm (FWHM) breit. Es ist weder auf die wellenlangenabhingige Transmission des Gitters noch auf die
spektral unterschiedliche Empfindlichkeit des Detektorelements korrigiert.

Abbildung 3.4 zeigt das Spektrum eines typischen Abtastimpulses (hier bei 6 pm).
Die spektrale Breite von 460 nm bzw. 128 cm™! (FWHM) reicht aus, um die gesamte
Amid-I Bande eines typischen Peptids abzudecken.

3.1.3 Berechnung des Messsignals

Ziel der zeitaufgelosten Infrarotspektroskopie ist es, die Absorptionsdnderung AA(\, tp)
einer Probe erzeugt durch die Absorption eines Anregungsimpulses in Abhéngigkeit
von der Verzogerungszeit tp und Wellenlédnge A zu messen. Typische Signaldnderungen
aufgrund dieser Absorptionsinderungen liegen im Bereich von unter 0,1 %. Bei einem
Impuls-zu-Impuls Rauschen des Abtastlaserimpulses von ca. 0,2 % liegt das Signal-
Rauschverhéltnis unter 1 und man ist gezwungen, durch Mittelung das Signal statistisch
aus dem Rauschen herauszupréiparieren.

Dabei wird jeder zweite Anregimpuls durch einen Chopper geblockt. Deswegen trifft
jeder zweite Abtastimpuls eine nicht angeregte Probe und liefert ein Infrarotspektrum,
das als sogenanntes Hintergrundspektrum dient. Durch geeignete Verrechnung mit dem
gemessenen Spektrum mit Anregungsimpuls kann die gewiinschte Grole AA(N, tp) ge-
wonnen werden. Es werden so jeweils N Hintergrundspektren und N Spektren mit ange-
regter Probe aufgenommen, wobei ein typischer Wert fiir N etwa 1000 Anregimpulse ist.
Dadurch kann eine hohere Messgenauigkeit erzielt werden. Die N Hintergrundspektren
und die N Spektren mit angeregter Probe werden getrennt voneinander gemittelt.

Da jedes Detektorelement einen Vorverstéirker besitzt, der eine gewisse Sockelspan-
nung auch ohne einfallenden Lichtimpuls liefert, enthalten alle Signale bei der ladungs-
sensitiven Digitalisierung einen vom Signal unabhéngigen Dunkelstromwert. Dieser Dun-
kelstromwert wird vor jeder Messung neu ermittelt, indem das Abtastlicht abgeblockt
wird und ebenfalls iiber N Laserimpulse gemittelt wird. Dies geschieht jeweils getrennt
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fiir den Fall mit bzw. ohne Anregung. Dabei entstehen die Werte I o ()\) und
rehme o om(A), welche nach Gleichung 3.2 bzw. 3.3 berechnet werden.
]]gluzflkelstrom()q = gllﬁlkelstrom,j ) (32)
1 X
[]%Zﬁielstrom()q = Z [lglll.lTrLlielstrom J ) (33)
]:1
| XN
™ tn) = 5 22 [ (0 t0) = I iasmon (V)] (34)
=1
Dabei bezeichnet 5%, | (A) den iiber N Schiisse gemittelten Dunkelstrom mit Anre-

gungsimpuls bei der Wellenlinge X. I™*(\,tp) entspricht dem gemittelten Intensitéits-
signal der angeregten Probe bei der entsprechenden Wellenldnge und Verzogerungszeit
tp. Der Zusatz ,,mit* bedeutet, dass die entsprechende Grofle mit Anregungsimpuls ge-
messen ist. Durch das Chopperrad wird nach jeder Messung mit Anregungsimpuls eine
ohne Anregung durchgefiihrt, wobei die entsprechenden Messgrofien mit dem Zusatz
,ohne* ermittelt werden. Dabei entstehen die Hintergrundspektren. Diese hdngen nicht
von der eingestellten Verzogerungszeit ab.

Nach dem Lambert-Beerschen Absorptionsgesetz sind diese Messgrofien verkniipft mit
einer Absorption A der Probe und der einfallenden Lichtmenge I, des Abtastlichts in
einem bestimmten Wellenldngenbereich um .

johne(A) — jO . 10_A0hne()\)
jmit(/\,tD) — TO . 1O,Amit()\,tD)

Die Absorption ohne Anregungsimpuls A°"¢ setzt sich aus dem Produkt des Extink-
tionskoeffizienten ¢, der Konzentration ¢ und der Schichtdicke d der gemessenen Probe
und des Losungsmittels zusammen. Durch Absorption von Anregungsphotonen wird ein
Teil der Probenmolekiile elektronisch angeregt, und liegt zunéchst in einem Zustand
vor, der einen anderen Extinktionskoeffizienten aufweist. Um Séttigungseffekte zu ver-
meiden, werden jedoch nicht alle Probenmolekiile angeregt, sondern nur ein maximaler
Anteil von ca. 10 %.

thne<)\) = 5Probe<)\)cProbed + 5Lijsung(>\)CLijsungd (37)
A™ (N tp) = eprobe(N)(CProbe — Z Cprobe,i(tn))d +

+ Z & (M tD)Cprope,i(tD)d + € Losung (A) CLosungd (3.8)

7

Die Summation lduft hierbei {iber eine unbekannte Anzahl von Spezies angeregter Mo-
lekiile. Dabei wurde angenommen, dass das Losungsmittel durch den Anregungsim-
puls nicht angeregt wird. Der negative dekadische Logarithmus des Quotienten der bei-
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den Groflen I™*(\ tp) und I°"me(\) liefert einen Wert, der als Absorptionsinderung
AA(N, tp) aufgrund des Anregungsimpulses interpretiert werden kann.

jmlt<)\ tD) jo * 1O_Amit()\7tD) mit ohne
_ N S et - _ — (AT (A tp)—ATE(N))
loglO johne()\) - 10g10 jO ] 10_thne(>\) - loglO 10 b -

= A™(\ tp) — AM(N) = AA(N tp) (3.9)

Da die Detektionseffizienz des Detektors und die Reflektivitit des Spektrometergitters
eine teilweise recht komplizierte Abhéngigkeit von der Wellenldnge des Abtastlichts be-
sitzen, sind gemessene Grofen wie I7*(\,tp) und die davon abgeleiteten gemittelten
Groflen zunédchst nur proportional zur einfallenden Lichtmenge. Durch die Quotientenbil-
dung kiirzt sich jedoch der Proportionalitatsfaktor heraus, solange man sich im linearen
Bereich des Detektor- und Verstérkersystems befindet [Spo01]. In obiger Berechnung
wird zunichst der Mittelwert I™¥*(\, tp) gebildet und danach wird dividiert. Dies fiihrt
im Grenzwert von unendlich vielen Messwerten und nicht vorhandener Anregung zum
korrekten Wert von AA(A,tp) = 0. Eine Division der einzelnen Messwertepaare von
IM™t(\ tp) und I?"¢()\) und nachfolgende Quotientenbildung konvergiert im allgemei-
nen Fall nicht immer gegen den korrekten Wert [Ham94].

Die zum Teil komplexen spektralen Verdnderungen in der Amid-I Bande erfordern eine
hohe spektrale Auflésung von ca. 2 cm™!, so dass mit einer 32-elementigen Detektor-
zeile nur etwa ein Drittel des gewiinschten spektralen Ausschnitts gleichzeitig gemessen
werden kann. Mit einem spektralen Uberlapp von 6 Kanélen kénnen drei Messungen
mit unterschiedlichen Zentralwellenldngen z. B. bei 5758 nm, 6024 nm und 6290 nm
durchgefiihrt werden, ohne das Spektrum des Abtastimpulses verdndern zu miissen. Die
drei entstehenden Datensitze lassen sich gut zusammenfiigen und weisen an den Uber-
lappregionen nur Unterschiede im Rahmen des zu erwartenden Rauschens, jedoch keine
zusétzlichen systematischen Fehler auf.

Pro Wellenldngenbereich werden typischerweise iiber einen Verzoégerungszeitbereich
von -8 ps bis 3100 ps 140 Messpunkte gewéhlt. Pro Datenpunkt wird iiber 1000 Anre-
gungslaserimpulse gemittelt. Dies nimmt aufgrund des alternierenden Abblendens der
Abtastlaserimpulse 2 Sekunden Messzeit in Anspruch. Der endgiiltige Datensatz fiir
einen Wellenléngenbereich setzt sich aus der Mittelung iiber ein fiinfmaliges Durch-
fahren der Verzogerungsstrecke zusammen. Nach diesem Mittelungsprozess entfallt auf
einen Datenpunkt eine Gesamtmesszeit von 10 Sekunden.

Obige Berechnung der Absorptionsdnderung geht davon aus, dass sich die Photo-
nenzahl im Abtastimpuls I, von einem Impuls zum anderen nicht wesentlich #ndert.
Mit anderen Worten muss die Korrelation zwischen aufeinanderfolgenden Impulsen grof3
und positiv sein. Im vorliegenden Fall liegt sie bei ca. 0,5 fiir aufeinanderfolgende La-
serimpulse der fundamentalen Wellenldnge bei 808 nm. Laserintensitétsschwankungen
auf langeren Zeitskalen werden deshalb mittels des angegebenen Verfahrens durch den
Chopper sehr gut kompensiert.

Eine weitere Moglichkeit, Korrelationen auszunutzen, ist die Messung mit einem Refe-
renzdetektor. Dabei wird ein Teil des Abtastlichts vor der Probe abgespalten und durch
einen nicht angeregten Teil der Probe geschickt. Der weitere Strahlengang sollte so &hn-
lich wie moglich zu dem Strahlengang des Signallichts sein. Wenn das elektronische Rau-
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schen der Vorverstirker, der Detektorelemente und der Analog-Digital-Wandlereinheit
gering ausfallt gegen das Impuls-zu-Impuls Rauschen des Abtastlichtimpulses, kann eine
hohe Korrelation zwischen den Impulsen auf dem Referenz- und Signaldetektor erreicht
werden. Diese Korrelation kann nun genutzt werden, um mittels des Referenzdetektors
das Signal auf dem Signaldetektor auf die Schwankungen von einem Impuls zum néchs-
ten zu korrigieren.

Durch das vergleichsweise grofie elektronische Rauschen der kommerziellen Vorver-
stiarker der Quecksilber-Cadmium-Tellurid Detektorzeilen war jedoch eine ausreichend
hohe Korrelation nicht erreichbar, so dass die zweite Detektorzeile nicht zu Referenzzwe-
cken sondern fiir eine polarisationsaufgeloste Detektion eingesetzt wurde. Dabei werden
beide Abtastpolarisationen (parallel und senkrecht zur Polarisation des Anregimpulses)
gleichzeitig gemessen.

3.1.4 Polarisationsaufgeloste Messungen

Bei den gemessenen Molekiilen in Losung ist die typische Rotationszeitkonstante viel
grofer als die Dauer des Anregungsimpulses. Dies fithrt zur bevorzugten Anregung einer
Untermenge von Molekiilen in Losung, bei denen die momentane Lage ihres Ubergangs-
dipolmoments zur Zeit der Anregung giinstig zur Polarisation des Anregungslichts liegt.
Durch die Rotation dieser Molekiile in Losung wird das Abtastsignal abhéingig von der
Polarisation des Abtastlichts. Um diesen Effekt zu vermeiden, kann die Polarisation
des Anregungslichts in Relation zum Abtastlicht im magischen Winkel von 54° gewéhlt
werden [Lak06]. Eine weitere Moglichkeit besteht in der gleichzeitigen Messung beider
Abtastpolarisationen senkrecht und parallel zur Polarisation des Anregungsimpulses.
Dies ermoglicht einerseits eine Berechnung des Signals im magischen Winkel und zu-
sitzlich die der Anisotropie. Zu diesem Zweck wird ein Winkel von 45° zwischen der
Polarisation beider Impulse vor deren Durchgang durch die Probe eingestellt, wie in
Abbildung 3.5 illustriert. Nach dem Durchgang durch die Probe wird der Abtaststrahl
in zwei Strahlenbiindel aufgeteilt und beide Polarisationen relativ zum Anregungsimpuls
werden in verschiedenen Detektoren gleichzeitig gemessen.

Aus den beiden Datensétzen, dem fiir parallele Polarisation des Abtaststrahlenbiindels
relativ zum Anregungsbiindels AAl und dem fiir die entsprechende senkrechte Polari-
sation AAL, lisst sich mit folgender Formel der Datensatz AA™¥ fiir den magischen
Winkel errechnen:

AAl 4+ 2AA%
AA™S = + (3.10)

Zusétzlich kann die sogenannte Anisotropie r bestimmt werden:

B AAl—AAL 311
" T T 3AAmag (3:.11)
Der Vorteil der gleichzeitigen Messung des parallelen sowie senkrechten Datensatzes
liegt darin, dass das Rauschen in beiden Polarisationen gut korreliert ist und damit eine
hohe Datenqualitét fiir die Anisotropie zu erwarten ist.
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Abbildung 3.5: Um beide Polarisationseinstellungen von Anregungs- zu Abtaststrahlbiindel gleichzeitig zu
messen, wird eine Anordnung gewahlt, bei der vor dem Durchgang durch die Probe ein Winkel von 45° zwi-
schen der Polarisation der Anregung und Abtastung eingestellt wird. Nach dem Durchgang durch die Probe
teilt sich der Abtaststrahl und beide Polarisationen relativ zum Anregungsimpuls werden in verschiedenen
Detektoren gleichzeitig gemessen.

3.1.5 Zeitnullpunktsmessung zur Dispersionskorrektur
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Abbildung 3.6: Transiente Absorptionsmessung an einem Germaniumsubstrat zur Bestimmung der Zeitauf-
[6sung und des Zeitnullpunkts. Der Zeitnullpunkt liegt in etwa auf halber Hohe des Signalanstiegs und wurde
hier auf O ps gesetzt. Die Zeitauflosung bestimmt sich mittels der Anpassungskurve zu 0,7 ps.

Eine Anreg-Abtastmessung an einem Halbleitersubstrat, wie undotiertem Germani-
um, erlaubt die Bestimmung des Zeitnullpunkts fiir jede Abtastwellenldnge und liefert
die Zeitauflosung des Experiments. Der Anregungsimpuls regt in Germanium Elektro-
nen aus dem Valenzband ins Leitungsband an. Die Elektronen im Leitungsband fiithren
zu einer starken Absorption des Abtastimpulses, welche sich sehr genau messen ldsst
[Jed87]. Abbildung 3.6 zeigt einen solchen Zeitverlauf bei einer Abtastwellenldnge von
6044 nm. Unter der Annahme, dass sich die Absorption der Elektronen im Leitungsband
instantan bildet, ldsst sich aus dieser Messung die sogenannte Kreuzkorrelationszeit von
Anreg- und Abtastimpuls 7., und damit die Zeitauflosung zu 0,7 ps ermitteln. Durch
den vergleichsweise steilen Anstieg kann der Zeitnullpunkt bei dieser Wellenlénge mit
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einer Genauigkeit von ca. 0,1 ps bestimmt werden. Da der Abtastimpuls aufgrund sei-
ner Erzeugung und seines Durchgangs durch dispersive Medien wie z. B. das Kiivetten-
fenster eine zeitliche Verschiebung der Intensitdtsmaxima abhéngig von der Wellenlédnge
(engl. chirp) besitzt, ist der zeitliche Uberlapp mit dem Anregungsimpuls und damit der
Zeitnullpunkt abhéngig von der Abtastwellenlinge. Uber eine Messung an Germanium
bei allen verwendeten Abtastwellenldngen kann eine Korrektur fiir diesen Zeitnullpunkt
ermittelt werden, die auf alle gemessenen Daten bei der entsprechenden Wellenlénge
angewendet wird.

Tauscht man das Halbleitersubstrat gegen eine Peptidlésung aus, kann mit dem hier
beschriebenen Messprinzip der Anreg- Abtast-Spektroskopie die Peptidynamik mit einer
typischen Zeitauflésung von 0,7 ps beginnend nach der Isomerisierung des Schalters bis
zu ca. 3,1 ns verfolgt werden. Das obere Limit von 3,1 ns ergibt sich aus der Linge der
optischen Verzogerungsstrecke fiir den Anregungsimpuls relativ zum Abtastimpuls.

3.2 Laserblitz-Photolyse fiir Peptiddynamiken im
Mikrosekundenbereich

Nachdem die Peptiddynamik viele Gréflenordnungen in der Zeit iiberspannt, wurde auch
nach Methoden gesucht, die den Zeitbereich ab 3,1 ns der Peptiddynamik abdecken. Im
Rahmen dieser Arbeit stand fiir diesen Zweck ein Laserblitz-Photolyseaufbau (engl.:
Laser flash photolysis) zur Verfiigung, sieche Abbildung 3.7.

Ein abstimmbarer Dauerstrich-Bleisalzlaser diente als Abtastlichtquelle und ein
schneller; einkanaliger Infrarotdetektor als Nachweissystem. Mit der dritten Harmo-
nischen eines gepulsten Nd:YAG Lasers als Anregung konnte so der zeitliche Verlauf
der Absorptionsédnderungen bei einer Abtastwellenléinge mit einer Zeitauflosung von ca.
10 ns aufgenommen werden [vHO6].

Ein alternativer Ansatz zur Messung von grofleren Verzogerungszeiten ist der von Bre-
denbeck et al. verfolgte. Auf Basis der Anreg-Abtast-Spektroskopie koppelten sie zwei
Lasersysteme elektronisch miteinander, so dass Verzogerungszeiten zwischen Anregungs-
und Abtastimpuls von einigen ps bis mehreren 100 us elektronisch eingestellt werden
konnten [Rei00].

3.3 Messung der Peptiddynamik mittels zeitaufgeloster
Infrarotspektroskopie

Nachdem in den vorigen beiden Kapiteln die verwendeten Messapparaturen fiir zeitauf-
geloste Messungen vorgestellt wurden, wird im folgenden auf den genauen Messablauf
und die dafiir nétigen Voriiberlegungen und Dauerstrichcharakterisierungen mittels Ab-
sorptionsspektroskopie eingegangen. Spezielles Augenmerk liegt hierbei auf den Beson-
derheiten, welche die Vermessung von Peptidproben erfordern.
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Abbildung 3.7: Laserblitz-Photolyseaufbau zur Messung von Peptiddynamiken zwischen 10 ns und mehre-
ren Millisekunden. Ein YAG-Laserimpuls bei 355 nm [6st die Peptidfaltung aus. Die Probe wird konstant von
Infrarotlicht einer bestimmten Abtastwellenlange durchstrahlt. Hinter der Probe werden die Absorptionsan-
derungen mittels eines MCT-Detektors mit einer Zeitaufldsung von ca. 10 ns verfolgt. Die Bezeichnungen in
der Abbildung sind im einzelnen: FM: Fester Spiegel, MM: Klappspiegel, Diode: Bleisalzlaserdiode, Silicon:
Siliziumscheibe im Brewsterwinkel, Sample: Probenort, Fiber Delay: optische Faser, Shutter: Ansteuerbarer
Lichtunterbrecher, Detectorl: schneller Infrarotdetektor, Detector2: zweiter, langsamerer Infrarotdetektor,
Preamplifier: Vorverstarker, Trigger: Elektronischer Impuls zur Markierung der zeitlichen Lage des Laserim-
pulses des YAG-Lasers, Oscilloscope: Oszillograph und PC: Rechner zur Steuerung und Datenerfassung. Bild
entnommen aus [vHO6].

3.3.1 Voriiberlegungen und Dauerstrichcharakterisierung

Am Anfang steht die Wahl des Losungsmittels. Hier spielen Uberlegungen wie Loslich-
keit des Peptids und die Ausbildung seiner Sekundéarstruktur in dem entsprechenden
Losungsmittel eine Rolle. Im Fall des AzoTrpZip2 fillt die Wahl auf perdeuteriertes
Methanol, kurz Methanol-d4. Der Vorteil dieses Losungsmittels gegeniiber dem natiirli-
chen Losungsmittel Wasser liegt in seiner wesentlich besseren Transmission im Bereich
der Amid I’ und Amid IT” Banden. Zusétzlich bildet sich die Struktur des (-Hairpins
viel besser in Methanol aus, als in Wasser [Cox93].

Die nichste Uberlegung gilt der Schichtdicke des Probenfilms, die iiber den Teflon-
Abstandhalter in Abbildung 3.8(b) gegeben ist. Sie bestimmt letztlich die Absorption
des Losungsmittels im infraroten Spektralbereich, welche iiber den beobachteten Wel-
lenléngenbereich nicht zu stark variieren sollte, damit ein gleichméfiges Aussteuern der
einzelnen Detektorelemente moglich wird. Zudem sollte die Hintergrundabsorption auch
nicht zu grof sein, da sonst Signalbeitrige vom Losungsmittel, wie dessen Aufheizung
durch die absorbierte Energie des Anregungsimpulses, zu befiirchten sind.

Anschlieend wird der Probenkreislauf aufgebaut und eine Vorcharakterisierung des
Modellpeptids in Losung mittels kommerzieller Dauerstrich-Spektrometer durchgefiihrt.
Fiir Messungen im sichtbaren Spektralbereich steht dazu das Spektralphotometer Lamb-
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Abbildung 3.8: (a) Probenkreislauf fiir die zeitaufgeldsten Messungen. Die Schichtdicke in den Kiivetten
ist ca. 220 pm, die Kanalbreite in der Kiivette fiir die zeitaufgeldsten Messungen betrigt etwa 1 mm. (b)
Kiivette fiir die zeitaufgeldsten IR-Messungen. Abbildungen nach [Kol03]

da 19 der Firma Perkin Elmer und fiir den infraroten Spektralbereich das Fourier-Trans-
form-Infrarotspektrometer (FTIR) IFS66 der Firma Bruker zur Verfiigung.

Um ein qualitativ hochwertiges Absorptionsspektrum einer gelésten Substanz im in-
fraroten Spektralbereich zu erhalten, muss zunéchst ein Infrarotspektrum des Losungs-
mittels Apgm.(/co) gewonnen werden, welches fiir die spatere Korrektur der Losungs-
mitteleinfliisse bendtigt wird. Hierbei steht v fiir die Frequenz des Lichts bzw. v/cg
fiir dessen Wellenzahl (engl. wavenumber), wobei ¢y die Vakuumlichtgeschwindigkeit
bezeichnet. Dabei ist es entscheidend, dass die zu losende Substanz in demselben Lo6-
sungsmittel, fir welches vorher das Korrekturspektrum Ajgm (/co) gewonnen wurde,
aufgelost wird. Moglichst zeitnah sollte dann ein Infrarotspektrum von geléster Substanz
und Losungsmittel zusammen Aj, (v/c) aufgenommen werden. Dieses kann dann gut
auf das vorher aufgenommene Losungsmittelspektrum korrigiert werden, womit man
nach folgender Beziehung das Absorptionsspektrum der gelosten Probe Ap;ope(v/co)
erhélt:

Aprove(V/co) = ALsg.(V/co) — ALsgm.(V/ o) (3.12)

Nur bei diesem Verfahren des Auflosens der zu messenden Peptidprobe im Kreislauf
gelingt also die Aufnahme eines aussagekraftigen Absorptionsspektrums der gelosten
Probe Ap,ope(v/co). Spitere Versuche, ein anderes Losungsmittelspektrum zur Losungs-
mittelkorrektur heranzuziehen, scheitern, da nie exakt der gleiche Wassergehalt, die
gleiche Temperatur und die gleichen Druckverhéltnisse wiederhergestellt werden kon-
nen.

Da Modellpeptide mit einem eingebauten optischen Schaltermolekiil wie Azobenzol
eine mehrstufige Synthese mit nachfolgenden aufwéndigen Aufreinigungsschritten er-

37



3 Zeitaufgeldste Infrarotspektroskopie

fordern, ist die Menge an zur Verfiigung stehender Peptidmasse eng beschriankt. Dies
verlangt nach einer Optimierung auf geringste Losungsmittelvolumina, die fiir die Mes-
sung im Probenkreislauf zur Verfiigung stehen. Obiger Probenkreislauf benotigt nur ca.
1 ml Loésungsmittelvolumen. Dies wurde durch folgende Optimierungsschritte erreicht:

1. Fiir die in Abbildung 3.8(a) grau dargestellten Teflonschléduche wurde ein moglichst
kleiner Innendurchmesser von nur 0,5 mm gewéahlt. Noch kleinere Durchmesser
wiirden den Stromungswiderstand zu stark erhéhen.

2. Da der Innendurchmesser des Pumpenschlauchs in der Teflonschlauchpumpe mit
4 mm relativ grof3 ist, wurde seine Lange so kurz wie moglich gewéhlt. Dennoch
befindet sich beim Durchpumpen ein Grofiteil des Probenvolumens im Pumpen-
schlauch (ca. 600 ul). Ein Pumpenschlauch mit kleinerem Innendurchmesser wiirde
jedoch zu grole Umdrehungszahlen der Teflonschlauchpumpe erfordern, um den
Austausch des Probenvolumens von einem Abtastimpuls zum néchsten garantieren
zu koénnen.

Jedoch steht fiir eine Vorcharakterisierung der Proben héufig nicht einmal geniigend
Substanz zur Verfiigung, um einen solchen Kreislauf mit sinnvollen Konzentrationen
zu befiillen. In diesen Féllen kann man sich mit einem Trick behelfen, der es erlaubt,
nur soviel Losungsmittel zu verwenden, als unbedingt fiir die Befiillung einer Infrarot-
kiivette und damit zur Aufnahme eines Infrarotspektrums in Transmission notig ist.
Abbildung 3.9 zeigt eine Kiivette, die in das Infrarotspektrometer fiir die Messung der

Luftballon fir

Druckausgleich Luftballon fur

Druckausgleich
Schlauchpumpe

®

©

)

Kivette im FTIR
fur Dauerstrich-
messung Uberlaufgefal

Vorratsgefall

Abbildung 3.9: Stehen nur geringste Mengen an Peptidsubstanz zur Verfiigung, kann mit dieser Anordnung
auch mit Losungsmittelmengen von kleiner als 0,2 ml ein Absorptionsspektrum gewonnen werden.

Infrarotspektren eingebaut wird. Die weitere Vorgehensweise kann wie folgt beschrieben
werden:

1. Das linke Vorratsgefifl in Abbildung 3.9 wird anfanglich mit genau so viel Losungs-
mittel befiillt, wie zur ausreichenden Auffiillung der Infrarotkiivette im Spektro-
meter notig ist.
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2. Diese Losungsmittelmenge wird nach dem Befiillen in die Infrarotkiivette gepumpt
und es wird ein Infrarotspektrum von dem Loésungsmittel aufgenommen.

3. Wahrend sich das Losungsmittel in der Infrarotkiivette im Infrarotspektrometer
befindet, tauscht man das nun leere Vorratsgefaf gegen ein neues Vorratsgefif3
aus, das die zu l6sende Substanz enthélt.

4. Die Pumpe befordert nun das vermessene Losungsmittel zuriick in das neue Vor-
ratsgefaf3, wo sich sofort die Substanz aufzulosen beginnt.

5. Nach vollstdandiger Auflésung saugt die Pumpe die so entstandene Losung in die
Kiivette, worauf sofort ein Infrarotspektrum aufgenommen wird.

Da der zeitliche Abstand zwischen dem Aufnehmen des Infrarotspektrums der Losung
und des Losungsmittels gering ausfillt, fiihrt eine Subtraktion beider Spektren zu einem
qualitativ hochwertigen Absorptionsspektrum der gelosten Probe.

Ein Absorptionsspektrum der gelosten Probe im sichtbaren Spektralbereich kann mit
dieser Anordnung ebenfalls leicht gewonnen werden. Auch hier lohnt es sich, zuvor ein
Spektrum des reinen Losungsmittels anzufertigen, welches man zur Korrektur der Lo-
sungsmittelhintergrundabsorption heranziehen kann.

Aufnahme von Infrarotspektren in Abhangigkeit von der Temperatur

Ergénzend zu den zeitaufgelosten Messungen wurden stationédre Infrarotspektren als
Funktion der Temperatur aufgenommen.

CaF, - Fenster

/ —
Iy
ff/ J . | Abbildung 3.10: Infrarotkiivette. AuBengewinde M43 x 1,
Fensterdurchmesser 30 mm, Fensterdicke 2,05 mm, Apertur
20 mm, Gesamthohe 11 mm. Schichtdicke der Probe: 220 pm
Teflon - Spacer (nach [Reh03]).

Metallrahmen

Da der Faltungszustand von Peptiden von der Temperatur abhéngt, wurde der Ver-
such unternommen, die damit verbundenen Strukturdnderungen mit Infrarotspektrosko-
pie zu verfolgen. Hierzu eignen sich geschlossene Infrarotkiivetten am besten, da sich dort
iiber die langen Aufheiz- und Abkiihlphasen der Losungsmittelgehalt und dessen Zusam-
mensetzung nicht dndert. Abbildung 3.10 zeigt eine solche Eigenbaukiivette. Sie wird in
einen temperierbaren Kupferblock (wie in Abbildung 3.11 zu sehen) eingeschraubt und
im Infrarotspektrometer vermessen.

Bei diesen Messungen musste vor allem auf eine ausreichend gute Einstellung des
thermischen Gleichgewichts zwischen dem Kupferblock und der Probe in der Kiivette
geachtet werden. Dies wurde unter anderem dadurch erreicht, dass die Temperatur nur
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sehr langsam (um 10 °C pro Stunde) gedndert wurde und kontinuierlich Infrarotspek-
tren aufgenommen wurden. Ebenso wurde mit dem reinen Losungsmittel verfahren, um
Losungsmittelspektren bei den entsprechenden Temperaturen zu erhalten. Subtrahiert
man von den temperaturabhingigen Spektren der Peptidprobe in Losung die Spektren
des Losungsmittels (bei gleicher Temperatur und unter gleichen Bedingungen aufge-
nommen), so erhélt man Spektren, welche die Anderungen der Absorption der gelésten
Peptidprobe in Abhéngigkeit von der Temperatur darstellen. So gewonnene Spektren
werden in Abbildung 4.31 gezeigt.

3.3.2 Zeitaufgeloste Messung mit infraroten Abtastimpulsen

Eine wichtige Information ist die Bestimmung der Anregungsenergiedichte am Ort des
Anreg-Abtast-Experiments. Die Einhaltung einer oberen Grenze fiir die Anrergungsener-
giedichte dient der Vermeidung von Nichtlinearitdten im gemessenen Signal. Zur Bestim-
mung der Anregungsenergiedichte sind folgende Gréfen nétig: Die integrale Energie pro
Anregungsimpuls F4 und der Anregungsbiindeldurchmesser Al.

Zur Messung des Strahlenbiindeldurchmessers des Anregungsimpulses Al am Ort des
Uberlapps mit dem Abtastimpuls geht man unter der Annahme gaufformiger Biindel
wie folgt vor:

1. Mittels einer Rasierklinge, die am Ort des Uberlapps senkrecht zum Strahlenver-
lauf bewegt wird, und eines nach der Rasierklinge aufgestellten Detektors, wird
zunéchst entlang der horizontalen Achse x die Transmission 7'(z) in Abhéngigkeit
von der Abdeckung durch die Rasierklinge gemessen.

2. Das Transmissionsprofil T'(z) wird numerisch differenziert.

40



3.3 Messung der Peptiddynamik mittels zeitaufgeldster Infrarotspektroskopie

3. Die differenzierte Kurve wird mit einer Gaufschen Glockenkurve angepasst. Unter
dem Biindeldurchmesser Al(x) in der horizontalen Achse sei hier die volle Breite
auf halber Hohe dieser gaufischen Anpassungskurve verstanden.

4. Die Punkte 1 bis 3 werden wiederholt, wobei die Rasierklinge diesmal vertikal
anstatt hoizontal bewegt wird. Dabei wird der vertikale Biindeldurchmesser Al(y)
erhalten.

5. Stimmen die beiden Werte fiir die Biindeldurchmesser in vertikaler wie in hori-
zontaler Richtung iiberein, so sind sie gleich dem Biindeldurchmesser Al. Ist dies
nicht der Fall, ist der Strahl elliptisch und es wird das geometrische Mittel der
Werte Al(x) und Al(y) als Biindeldurchmesser angenommen.

Kennt man zusétzlich den Absorptionswirkungsquerschnitt des Absorbers o =
In 10NLA bzw. dessen dekadischen Extinktionskoeffizienten e, so kann man Berechnun-
gen anstellen, um eine Abschitzung fiir sinnvolle Anregungsenergien F, zu bekom-
men. Als Faustregel gilt zunéchst, dass man versucht, nicht mehr als 10 % der im
Anregungsvolumen vorhandenen Probenmolekiile anzuregen. Das Anregungsvolumen
Vieokus = F'd ergibt sich dabei ndherungsweise aus dem Volumen eines Zylinders mit
der Stirnfliche aus dem Biindelquerschnitt des Anregungsimpulses F' = % und der
Schichtdicke der Kiivette d. Mit der Konzentration der Messlosung ¢ und der Avoga-
drokonstante N4 148t sich die Zahl der im Anregungsvolumen vorhandenen Molekiile N
berechnen zu: N = cVporus Na. Die Zahl der maximal anzuregenden Molekiile betrégt
also Nig, = 0,1N. Mit der Photonenenergie Eppoion = % bei der Anregungswellen-
linge A benotigt man dafiir eine zu absorbierende Energie pro Anregungsimpuls von
E% = Nio% Ephoton, Wobei cq fiir die Lichtgeschwindigkeit im Vakuum und & fiir das
Plancksche Wirkungsquantum stehen. Aufgrund des Lambert-Beerschen Absorptions-
gesetzes bedeutet dies, dass die Anregungsenergie maximal zu

abs
E A

E,=—4
AT T 104

(3.13)
eingestellt werden sollte, wobei A = ecd die Absorption der Probe bei der Anregungs-
wellenlénge ist.

Eine weitere Faustregel besagt, dass auf die durch den Wirkunsquerschnitt o des
Molekiils gegebene Fliche nur 0,1 Photon einfallen soll. Die Zahl der Photonen im
Anregungsimpuls darf also nur maximal N = 0, 1F /o betragen. Mit obiger Energie pro
Photon bedeutet dies fiir die Anregungsenergie einen maximalen Wert von

F
Ey=0,1—FEppoton (3.14)
o

unabhéngig von der iiber die Konzentration eingestellten Absorption A der Probe.

Ist dariiberhinaus noch eine effektive Relaxationszeitkonstante 7.7 aus dem ange-
regten Zustand der Probenmolekiile heraus bekannt, kann die Séttigungsintensitit be-
rechnet werden [Sie86]. Das zugrunde liegende Modell ist ein Zwei-Niveau System beste-
hend aus Grundzustand und angeregtem Zustand. Strahlt man nun resonant mit diesem
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3 Zeitaufgeldste Infrarotspektroskopie

Ubergang Licht hoher Intensitiit ein, so kann es zu Sittigungseffekten kommen, wenn
der angeregte Zustand signifikant populiert wird. Im Grenzfall kann die Probe transpa-
rent bei der eingestrahlten Wellenlénge werden, wenn die Population von Grundzustand
und angeregtem Zustand gleich sind. Die Sattigungsintensitit Ig,;. ergibt sich zu

E oton
Igq, = —2hoton, (3.15)
UTeff

Dies ergibt die Intensitét, bei der der Absorptionskoeffizient auf die Hélfte seines Kleinsi-
gnalwertes abgesenkt ist. Um die Séttigungsintensitét auf eine einzustellende Anregungs-
energie umzusetzen, muss sie noch mit dem Biindeldurchmesser des Anregungsimpulses
und seiner Dauer multipliziert werden. Unter der Annahme eines in der Zeitdoméne
gaufiformigen Anregungsimpulses entspricht dieser Wert dem Maximum dieser Gauf-
verteilung in der Zeitdoméne.

Experimentell lassen sich Nichtlinearitdten jedoch am besten erkennen und vermei-
den, wenn transiente Absorptionsinderungen fiir verschiedene Anregungsenergien ge-
messen und auf die Anregungsenergie hierfiir normiert werden. Weichen diese skalierten
Messkurven nicht voneinander ab, so konnen Mehr-Photonenprozesse mit Sicherheit
ausgeschlossen werden.

Nach erfolgter Vorcharakterisierung einer neuen Peptidsubstanz und den obigen Vor-
iiberlegungen wurde der weitere experimentelle Ablauf fiir die Anreg-Abtastmessungen
mit infraroten Abtastimpulsen wie im folgenden beschrieben durchgefiihrt. Ausgangs-
zustand dabei ist das in einer neu angesetzten Probe vorliegende trans-Isomer des Mo-
dellpeptids.

1. Zunéchst wird die gewiinschte Abtastwellenldange eingestellt, sowie die korrekte
Justage des Verschiebetisches fiir die zeitliche Verzogerung zwischen Anregungs-
und Abtastimpuls iiberpriift. Erst wenn das Lasersystem die gewiinschten Para-
meter (Stabilitdt und Impuls-zu-Impuls Rauschen) aufweist, wird das Experiment
fortgesetzt.

2. Der Biindeldurchmesser des Anregungsbiindels wird noch einmal tiberpriift, um
obige Bedingungen zur Anregungsenergiedichte zu erfiillen.

3. Bei den gewiinschten Wellenldngenbereichen werden Messungen an einem Germa-
niumsubstrat durchgefiihrt, um eine spatere Nullpunktskorrektur zu erméglichen.

4. Wihrenddessen wird ein stationéres Infrarotabsorptionsspektrum und ein Spek-
trum im sichtbaren Spektralbereich des Kreislaufs aufgenommen. Diese Spektren
dienen der Charakterisierung der Probe.

5. Es werden bei einem festen Wellenldngenbereich transiente Absorptionsspektren
bei verschiedenen Anregungsenergien aufgenommen. Sollten sich Nichtlinearitéten
zeigen, wird eine entsprechend niedrigere Anregungsenergie gewéhlt.

6. Es folgen nun die eigentlichen transienten Absorptionsmessungen in den gewiinsch-
ten Wellenldngenbereichen in der Isomerisierungsrichtung trans nach cis. Dabei
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3.3 Messung der Peptiddynamik mittels zeitaufgeldster Infrarotspektroskopie

wird durch laufende Aborptionsmessungen im sichtbaren Spektralbereich kontrol-
liert, ob eine storende Akkumulation des cis-Isomers vorliegt.

7. Fiir Referenzzwecke wird das reine Losungsmittel in einem zweiten Probenkreislauf
bei der gleichen Anregungsenergie und Schichtdicke gemessen.

8. Den Abschluss der Messungen bildet wieder die Aufnahme eines Infrarotspektrums
und eines Spektrums im sichtbaren Spektralbereich, wie unter Punkt 4 beschrie-
ben.

9. Waihrend der Losungsmittelmessungen zu Punkt 7 wird die Umbelichtung der Pro-
be von trans nach cis vorgenommen. Hier kommt eine Quecksilber/Xenon (HgXe)
Lampe mit geeigneten Filtern (UG11 und WG320 von Schott, Mainz) zum Ein-
satz [Reh03, Spd01]. Der Erfolg des Umbelichtens wird mit Spektren im sichtbaren
Spektralbereich iiberpriift. Zum Schluss erfolgt noch die Aufnahme eines Infrarot-
spektrums, um den Wassergehalt der Peptidlosung beurteilen zu kénnen.

10. Unter konstanter Weiterbelichtung (HgXe Lampe mit Filtern UG11 und WG320)
wird die Messung wie in Punkten 5 bis 6 beschrieben von cis nach trans in den
gewiinschten Wellenlédngenbereichen vorgenommen. Zusétzlich wird iiber Absorp-
tionsspektren im sichtbaren Spektralbereich der Anteil des cis-Isomers iiberwacht.

11. Bevor die Probe in das Vorratsgefafl des Kreislaufs gepumpt wird, werden noch
Kontrollspektren, wie in Punkt 8 oder 4 beschrieben, aufgenommen.

Die Anreg-Abtastexperimente mit sichtbaren Abtastimpulsen wurden nach einem
dhnlichen Schema durchgefiihrt. Es konnten dabei alle relevanten Wellenldngen simul-
tan aufgenommen werden, eine sequentielle Messung verschiedener Wellenléngenbereiche
war hier nicht notig.

43



44



4 Stationare Charakterisierung und
Eigenschaften des Modellpeptids
AzoTrpZip2

Nach einer kurzen Definition und Begriffserlauterungen rund um das Thema von (-
Hairpin Modellpeptiden, wie sie in der wissenschaftlichen Literatur vorgestellt werden,
wird im folgenden auf die Motivation eingegangen, die zur Untersuchung und Synthese
des Modellpeptids AzoTrpZip2 fiihrte.

Die Synthese des AzoTrpZip2 wird darauf kurz beschrieben und dessen Charakteri-
sierung mittels NMR-Spektroskopie und Circulardichroismus dargestellt. Ein weiterer
Abschnitt geht auf die Dauerstrichspektren des AzoTrpZip2 und seines Referenzpep-
tids im sichtbaren wie auch infraroten Spektralbereich ein. Der Schluss dieses Kapitels
beschéftigt sich mit der Variation des Parameters Temperatur, wobei temperaturab-
héngige Infrarotspektren und Circulardichroismusdaten des AzoTrpZip2 miteinander in
Beziehung gesetzt werden.

4.1 (-Hairpin Modellpeptide in der Literatur

4.1.1 Definition eines (-Hairpins und seiner Bestandteile

Ein S-Hairpin besitzt zwei Arme aus anti-parallel angeordneten Aminoséureketten, den
Strangen (engl.: f-strands), und eine Kehre (engl.: turn) aus drei oder vier Aminoséuren.
Wenn die Kehre nur drei Aminoséuren enthélt, wird sie y-Turn genannt. Im anderen
Fall heifit sie 8-Kehre, engl. S-Turn. Die nicht intramolekular wasserstoffverbriickten
Aminosduren der Kehre bilden die eigentliche Schleife, engl. Loop. Abbildung 4.1 zeigt
fiir die Anzahl (n+1) an in der Schleife vorhandenen Aminosduren fiir den Fall n=1
einen B-Turn, der am haufigsten in natiirlichen Proteinen vorkommt. Im Loop werden
in synthetisch hergestellten -Hairpins héufig auch kiinstliche Aminoséduren verwendet,
welche die Schleifenstruktur besonders begiinstigen. Es eignen sich hier zum Beispiel
das sogenannte PPro, das rechtszirkulare Analog zum natiirlichen Prolin, und das Aib,
engl. a-aminoisobutyric acid.

Neben dem Turn gibt es auch noch andere fiir die Stabilitdt einer S-Hairpin Struktur
wesentliche Elemente, wie zum Beispiel die Lénge der beiden Strédnge, die anziehen-
de Wechselwirkung der Seitenketten und die Interstrang-Wasserstoftbriickenbindungen.
Welche Gewichtung diese Beitrdge zur Stabilitédt zueinander haben, ist Gegenstand in-
tensiver Forschung.

Auch die moglichen Strukturen von (-Turns wurden intensiv erforscht. Nach frithen
Arbeiten von C. M. Venkatachalam [Ven68] und Sibanda et al. [Sib89, Sib93] unterschei-
det man zwischen neun [Hut94] und 13 Standard g-Turn Typen [Cre93|. Sie werden mit
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4 Stationdre Charakterisierung und Eigenschaften des Modellpeptids Azo TrpZip2
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romischen Zahlen durchnummeriert. Die Unterscheidung lauft iiber die vier Dihedral-
winkel der beiden Aminosiuren des Loops. Abbildung 4.2 zeigt nur die vier fiir diese
Arbeit wichtigen S-Turn Typen.

Abbildung 4.1: Schemadarstellung eines [-
Hairpins mit seinen Komponenten, den Strangen
(engl.: B-strands), der Kehre (engl.: turn) und der
Schleife (engl.: loop) als Teil der Kehre. Die Zahl n
bezeichnet die Anzahl an zusitzlich zu einer (wel-
che mindestens vorhanden ist) auftretenden Ami-
nosduren im Loop. Im Fall n=1 heiBt die Kehre (-
Turn, bei n=0 handelt es sich um einen y-Turn. Die
Buchstaben bezeichnen die wesentlichen Elemen-
te, die zu einer Stabilisierung der Struktur eines (-
Hairpins beitragen: (A) die Lange der beiden Strin-
ge, (B) die Wechselwirkung der Seitenketten, (C)
die Interstrang-Wasserstoffbriickenbindungen und
(D) die Schleifensequenz. Die Abbildung ist ent-
nommen aus [Sto04]. Abdruck mit freundlicher Ge-
nehmigung des Verlags: Copyright (2004 Wiley-Liss,
Inc.). Reprinted by permission of Wiley-Liss Inc. a
subsidiary of John Wiley & Sons, Inc.

Abbildung 4.2: Hiufig vorkommende Typen von
(-Turns. Die Abbildung auf der linken Seite ist je-
weils spiegelbildlich zur rechten Seite. Der Buch-
stabe i steht fiir die Nummer der ersten Amino-
sdure des Turns, gerechnet vom N-Terminus. Die
Durchnummerierung erfolgt allgemein vom N- zum
C-Terminus. Die Typen der Turns werden mit rémi-
schen Zahlen durchnummeriert, wobei der Beistrich
die Spiegelbildlichkeit andeuten soll. Die Abbildung
ist entnommen aus [Ros85]. Abdruck mit freundli-
cher Genehmigung des Verlags: Copyright Elsevier
(1985).

Jeder Turn wird durch eine Wasserstoftbriickenbindung zwischen dem Carbonylsau-
erstoffatom der Aminosidure (i) und dem Amidwasserstoffatom der Aminoséure 143
stabilisiert, wobei i die dem N-Terminus am néchsten liegende Aminosédure des Turns
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4.1 B-Hairpin Modellpeptide in der Literatur

bezeichnet. Der gI’-Turn ist spiegelbildlich zu dem [FI-Turn. Genauso verhélt es sich mit
dem BIT-Turn.

4.1.2 Erste Modellpeptide mit S-Hairpin Struktur

Zwei Griinde gibt es, warum die Synthese und Untersuchung von (-artigen Modellpep-
tiden gegeniiber derjenigen von a-Helices so viel schwieriger war und deswegen erst in
jiingerer Zeit zum Erfolg fithrte. Der eine Grund liegt in der Tendenz von [-artigen
Modellpeptiden zur Aggregatbildung. Dabei lagern sich mehrere Monomere aneinander
und bilden intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen und Seitenkettenwechselwir-
kungen aus [Lac99]. Die Aggregation macht eine weitere Untersuchung des Faltens und
Entfaltens solcher Peptide unmoglich. Der zweite Grund liegt in der Tatsache, das (-
Strange eine sie umgebende rdumliche Struktur benétigen, um stabil zu sein. Wihrend
a-Helices durch lokale Wasserstoftbriickenbindungen ausreichend stabilisiert werden, um
als Sekundarstruktureinheit zu existieren, benétigen [-Strénge also einen Tertidrstruk-
turkontext oder spezielle Seitenkettenwechselwirkungen bzw. Schleifensequenzen, um
eine stabile [-Hairpin Struktur auszubilden. Haufig werden deswegen bei [-Hairpin
Modellpeptiden der N- und C-Terminus kovalent miteinander verbunden, so dass ein
zyklischer -Hairpin entsteht [Man03, Syu01]. Bei monomeren und nicht-zyklischen (-
Hairpins fehlt jedoch ein Tertidrstrukturkontext. Hier miissen andere Wege zur Stabili-
sierung der Struktur gewéhlt werden.

b ’a‘/N\)J\ IWN\)L ¢ Abbildung 4.3: Valenzstrichformel des (3-Hairpins
aus dem Protein GB1P. Im Protein bildet diese

\Q Sequenz lediglich eine sogenannte 3-Ausbuchtung

(engl.: B-bulge) aus. Die §-Hairpin Struktur dieses

Yl\/ Fragments ist also nicht natiirlich und beruht auf ei-
g S QTN i ner anderen Registrierung der Wasserstoffbriicken-
HO NJjN\n/\N NT(\NﬁN bindungen der beiden Strange. Die Ab.blldung |s.t
o H P M p H Ko entnommen aus [Hug06]. Abdruck mit freundli-
© © o @ cher Genehmigung des Verlags: Copyright Elsevier
NH;  (2006).

Blanco et al. synthetisierte das erste Modellpeptid, das im Losungsmittel Wasser
eine B-Hairpin Struktur aufwies [Bla91]. Es besteht aus den Aminosduren 12 bis 26
des Proteins Tendamistat. Dieses Fragment bildet auch innerhalb des Proteins eine (-
Hairpin Struktur aus. Es war jedoch nicht klar, ob es dies auch ohne den Kontext der
restlichen Aminoséduren tun wiirde. Um die Stabilitdt der §-Hairpin Struktur genauer zu
untersuchen, wurden weitere Modellpeptide synthetisiert und charakterisiert. Darunter
sind Sequenzen, die von der Bl-Doméne des Proteins G [Bla94] (siehe auch Abbildung
4.3) oder dem Ubiquitin [Sea95] abgeleitet sind.

Spéater gingen Cochran et al. und Ciani et al. dazu {iber, auch kiinstliche Amino-
sduresequenzen zu untersuchen, die ebenfalls in Losung eine S-Hairpin Struktur zeigen.
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4 Stationdre Charakterisierung und Eigenschaften des Modellpeptids Azo TrpZip2

Ciani et al. untersuchten den Einfluss von Salzbriicken zwischen Glutaminsdure- und
Lysinseitenketten auf die Stabilitidt der §-Hairpin Struktur [Cia03].

©
Ac 0. 0

B

’ Abbildung 4.4: Valenzstrichformel eines 3-Hairpin
i H g o) Modellpeptids mit dem TryptophanreiBverschluss-

H o _ 3 o]
“NH “H O motiv (engl. tryptophan zipper) und einem Typ I'
Turn. In der Literatur wird fiir dieses Molekiil oft die
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Das hier gezeigte Molekiil hat jedoch einen acety-
lierten N-Terminus (Ac) und miisste deshalb mit Ac-
trpzip2 bezeichnet werden. Die Abbildung ist ent-
nommen aus [Hug06]. Abdruck mit freundlicher Ge-
3 nehmigung des Verlags: Copyright Elsevier (2006).

Cochran et al. testeten den Einfluss von Tryptophanseitenketten auf die Stabilitat
von (-Hairpin Strukturen. Sie benutzten ein sogenanntes Tryptophanreifiverschlussmo-
tiv aus zwei sich gegeniiberliegenden Tryptophanen auf jedem Strang, die nur durch
eine weitere Aminosaure auf ihrem Strang getrennt sind, siche Abbildung 4.4. Die Fluo-
reszenzunterdriickung (engl. fluorescence quenching) bei einer Wechselwirkung gegen-
iiberliegender Tryptophanseitenketten liefert zudem eine Moglichkeit, den Faltungsgrad
dieser §-Hairpin Modellpeptide spektroskopisch zu bestimmen. Inzwischen gibt es einige
Ubersichtsartikel, die sich mit dem Vergleich verschiedener 5-Hairpin Modellsysteme be-
schéftigen und die Informationen zusammenstellen, die mit deren Hilfe iiber die Faltung
von (-Hairpins und (-Faltblattstrukturen gewonnen werden konnten [Sto04, Gel98|.

4.1.3 Photoschaltbare Modellpeptide mit 5-Hairpin Struktur

Nach dem Vorbild der photoschaltbaren a-Helix [Bre05b, Che03] wurde bald darauf die
Idee geboren, durch Einfiihren eines photoschaltbaren Chromophors an Stelle von den
zwei Aminoséduren im Loop das Ausmafl der Faltung zur g-Hairpin Struktur photomo-
dulierbar zu machen.

Im Mittelpunkt stand hierbei die Suche nach dem geeigneten Chromophor, der in
einer seiner Konformationen die Ausbildung einer (-Hairpin Struktur erlaubt und in
seiner zweiten Konformation diese stark stort. Christian Renner und Kréutler et al.
[Krda05] haben unabhéngig voneinander Molekulardynamiksimulationen durchgefiihrt,
um ausgehend von Azobenzol als Chromophor das richtige Substitutionsmuster fiir die
Anbindung des Peptids an die beiden Benzolringe des photoschaltbaren Chromophors
Azobenzol zu finden. Beide kamen zu dem Ergebnis, dass ein jeweils an der meta-Position
substituierter Benzolring eines Azobenzolchromophors in seiner cis Konformation eine
(-Hairpin Struktur begiinstigt. Die bis dahin haufig verwendete para-Substitution schien
dagegen ungeeignet.

Die Gruppe um D. Hilvert in Ziirich synthetisierte darauthin ein photoschaltbares
(-Hairpin Modellpeptid mit der Sequenz Arg-Trp-Gln-Tyr-Val-AMPP-Lys-Phe-Thr-
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4.1 B-Hairpin Modellpeptide in der Literatur

Val-GIn-NH; [Aem05]. AMPP steht hierbei fiir das meta-substituierte Azobenzol, die
pseudo-Aminosiure 3-(3-Aminomethyl-phenylazo)-phenylessigsdure. Abgesehen von der
Peptidsequenz ist dieses Peptid identisch mit dem in der Gruppe Moroder synthetisier-
ten AzoTrpZip2, sieche Abbildung 4.6(a). Es gelang Hilvert et al., die -Hairpin Struktur
dieses Peptids in der cis Konformation des Azobenzols mittels 2D-NMR, Spektroskopie
zu zeigen. Sie fanden heraus, dass die beiden Methylen-Abstandshaltergruppen an den
Benzolringen des Azobenzols eine grofiere Flexibilitdt des Loops erlauben, als dies mit
der Sequenz PPro-Gly an Stelle des AMPP moglich wiire. Es gibt zwei Hauptkonforma-
tionen, bei denen der Azobenzolchromophor einmal oberhalb und einmal unterhalb der
durch die beiden Strange definierten Ebene liegt.

Hilvert et al. fithrten ihre Untersuchungen in wéssriger Umgebung durch. In der trans-
Konformation neigte ihr photoschaltbares S-Hairpin Modellpeptid jedoch zur Aggrega-
tion, was eine Bestimmung der trans-Strukturen durch NMR-Spektroskopie verhinderte.
Da das trans-Isomer jedoch die thermisch stabilere Konformation ist, muss immer wie-
der durch Belichten nach cis geschaltet werden, um das Peptid als Monomer in Lésung
zu halten. Dies erschwert zeitaufgeloste Messungen der Peptiddynamik dieses Modell-
peptids. Eine Losung dieses Problems wére moglicherweise im Losungsmittel Methanol
zu suchen, von dem bekannt ist, dass es f-Hairpin Strukturen begiinstigt [Cox93].

Neben Azobenzol gibt es noch einige andere Chromophore, die sich zum Einbau in
Modellpeptide eignen [Pie01, May06]. Die Gruppe um Adolf Gogoll stellte kiirzlich
ein photoschaltbares zyklisches Modellpeptid mit einem meta-substituierten Stilben im
Riickgrat vor, das in Losung eine -Hairpin Struktur ausbildet, siehe Abbildung 4.5.

G-12 L-1 A-2 T-3 T-4 Stilbene-5/6

o i
T e ]
O:( : 9 4 \-/ o O Abbildung 4.5: Ahnlich wie Azobenzol kann auch
<N ; NN H 0 meta-substituiertes Stilben als Schalter in der
\/’ \[O(\{yé/ TO]/\H)F/‘\ Schleife eines $-Hairpins eingesetzt werden. Die Ab-

bildung ist entnommen aus [Erd05]. Abdruck mit

freundlicher Genehmigung des Verlags: Wiley-VCH
DP-11 L-10 L-9 V-8 |7 Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.

Durch die Zyklisierung mit der Sequenz PPro-Gly existiert jedoch unabhingig von
der Konformation des Stilbens ein S-Turn an dieser Stelle, so dass durch Schalten des
Stilbens von cis nach trans nur ein 3-Hairpin zu 3-Turn Ubergang induziert werden
kann [Erd05], wie mittels CD-Spektroskopie gezeigt werden konnte.

Fiir beide vorgestellten photoschaltbaren Modellpeptide existieren noch keine Pu-
blikationen zu zeitaufgelosten Messungen ihrer Faltungsdynamiken. Jedoch gelang es
der Gruppe um Peter Hamm kiirzlich, die Entfaltungsdynamik eines durch eine Disul-
fidbriicke zyklisierten [B-Turns durch optisches Aufbrechen dieser Briicke zeitaufgelost
mittels transienter zweidimensionaler Infrarotspektroskopie zu beobachten. Sie konnten
dabei das Brechen einer Wasserstoffbriickenbindung des Turns nachweisen [Kol06].
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4.2 Mit dem photoschaltbaren 5-Hairpin Modellpeptid
verfolgte Ziele

Der Synthese eines Modellpeptids liegt die Absicht zugrunde, die natiirlichen Vorgénge
in einem komplexen Protein durch Reduzierung auf kleinere Ausschnitte nachvollzieh-
bar und der experimentellen sowie theoretischen Untersuchung zugénglich zu machen.
Dabei muss die Modellhaftigkeit des Modellsystems ebenfalls so genau wie méglich er-
forscht werden, um beurteilen zu konnen, in welchen Punkten das Modellsystem die
Natur abbildet und richtig wiedergibt und wo es kiinstlich durch die Modellbildung
hervorgerufene Einfliisse auf die natiirlichen Prozesse gibt.

Mit einem photoschaltbaren S-Hairpin Modellpeptid sollen erstmals die Faltungs- und
Entfaltungsvorgéinge einer Hairpinschleife in einem Protein auf ultrakurzer Zeitskala un-
tersucht werden. Ziele hierbei sind die Festlegung von Zeitskalen sowie die Identifikation
von wesentlichen Zwischenzustdnden, den Intermediaten, und deren Struktur. Bei der
Faltung eines §-Hairpins gibt es grundsétzlich verschiedene Ansichten in der Literatur,
welche Schritte zuerst erfolgen und welche geschwindigkeitsbestimmend sind. Eaton et
al. schlagen vor, dass sich der Turn zuerst bildet und darauthin erst die Wasserstoff-
briicken zwischen den beiden Stréangen [Mun97, Mun98]. Dinner et al. argumentieren,
dass der hydrophobe Kollaps der Seitenketten zuerst erfolgt, da der so entstehende hy-
drophobe Kern wesentlich zur Strukturstabilitét des g-Hairpins beitriagt [Din99]. Mit
Hilfe der Modellpeptide lassen sich hierzu interessante Aussagen machen. Aber auch die
Beobachtung der Entfaltung und der nachfolgenden Faltung in einen globuldaren Zustand
lasst wichtige Einblicke in die Peptiddynamik erhoffen.

Erreicht werden diese Ziele durch zeitaufgeloste Messungen mittels Infrarotspektros-
kopie der Faltungs- und Entfaltungsprozesse des (5-Hairpins. Die gemessenen Infrarot-
spektren werden mittels Molekulardynamiksimulationen und daraus berechneten Infra-
rotspektren interpretiert. Auf diese Weise kann von den gemessenen Spektren auf eine
zugrunde liegende momentane Struktur des Peptids auf seinem Faltungsweg geschlossen
werden. Wichtig hierbei ist es zu beriicksichtigen, dass immer ein Ensemble aus sich
faltenden Peptiden beobachtet wird. Die Ausgangsstrukturen im Moment der Anregung
des Chromophors (Auslésen der Faltungsprozesse) konnen durchaus verschieden sein,
wodurch man das Ensemble in Subspezies einteilen muss. Zudem kann es unterschied-
liche Faltungspfade geben, auf denen ein Peptid zu seinem Endzustand gelangt. Das
gemessene Infrarotspektrum setzt sich also im allgemeinen immer aus der Summe der
Infrarotspektren von Subspezies zusammen.

Durch die Einfithrung des optischen Schalters Azobenzol ist diese Messung erst-
mals auch auf Zeitskalen bis zu einigen Pikosekunden moglich. Zudem startet der
Faltungs- und Entfaltungsprozess aus einem Nicht-Gleichgewichtszustand, der in der
Natur durchaus gegeben sein kann. Nach ihrer Synthese in den Ribosomen liegen Pepti-
de in Form eines entropischen Knéuels vor, dessen Struktur nicht unbedingt im thermo-
dynamischen Gleichgewicht mit seiner Losungsmittelumgebung sein wird. Durch viele
der in Kapitel 2.2 vorgestellten Auslosemethoden fiir die Faltung werden solche Nicht-
Gleichgewichtszustéinde jedoch nicht erreicht.
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4.3 Synthese und Primérstruktur des photoschaltbaren [3-Hairpins AzoTrpZip2

Durch ergénzende Messungen von Infrarotspektren in Abhéngigkeit von der Tempera-
tur lassen sich Aussagen iiber die thermische Stabilitdt des photoschaltbaren -Hairpins
im Vergleich zu anderen Modellsystemen machen. Als Beobachtungsmethoden wurden
dazu der Circulardichroismus und die Infrarotspektroskopie verwendet und miteinander
verglichen.

4.3 Synthese und Primarstruktur des photoschaltbaren
(-Hairpins AzoTrpZip2

Beim Entwurf des photoschaltbaren S-Hairpins AzoTrpZip2 stand im Vordergrund, die
giinstigen Eigenschaften des Photoschalters Azobenzol mit der hohen Stabilitédt und der
vorteilhaften spektroskopischen Charakterisierbarkeit des trpzip2 zu verbinden, siehe
Abbildung 4.6. Obwohl die Aminoséduresequenz so in der Natur nicht vorkommt, gibt es
doch eine dhnliche Sequenz H-Thr-Trp-Thr-Trp-Asn-Gly-Ser-Ala-Trp-Thr-Trp-Asn-OH
aus dem V4-Loop des Glycoproteins GP120 des HIV Virus, die in wéssriger Losung
eine stabile 8-Hairpin Struktur ausbildet [Coc01]. Da in der Kristallstrukturanalyse des
Proteins dieser Bereich jedoch nicht sichtbar ist, kann nicht klar gesagt werden, ob sich

diese #-Hairpin Struktur auch in der Natur im Kontext des gesamten Proteins ausbildet
[Kwo98].

H-Ser'-Tip*-Thr-Trp" -GIU’-NH—C
H, H-Ser'-Tp*-Thr-Trp*-Gl us\

N Asn’

Il |
N Gly’
ﬁ NH2-Lys”-Trp‘lThr@Trpg-LysE’/
NH,-Lys"-Trp>-Thr-Trp’-Lys——C
H

2

(a) AzoTrpZip2 (b) trpzip2

Abbildung 4.6: Vergleich der Primarstrukturen des photoschaltbaren (3-Hairpins AzoTrpZip2 und des
Modellpeptids trpzip2 nach Cochran et al. [Coc01]. Die Aminoséduren Asparagin (Asn, N) und Glycin (Gly, G)
wurden in dem photoschaltbaren 3-Hairpin Modellpeptid durch den meta-substituierten Azobenzolschalter
ersetzt.

Die Synthese des Modellpeptids AzoTrpZip2 wird in der Doktorarbeit von Markus
Loweneck [Low05] vorgestellt und ist in [Sat04b] verdffentlicht. Sie wurde von Shou-
Liang Dong und Markus Loweneck durchgefiihrt. Zundchst wurde der Chromophor, das
AMPP, mit der Schutzgruppe Fmoc am N-Terminus in Losung in einer dreistufigen
Synthese hergestellt. Die weitere Synthese erfolgte mittels eines kommerziellen Peptid-
syntheseapparates an einem Harz. Der Vorteil dieser Art der Synthese liegt darin, dass
das gewiinschte Peptid kovalent am Harz angehéngt ist und so alle Kopplungsreagenzien
nach deren Einwirkung durch einfaches Spiilen entfernt werden kénnen. Eine Aufreini-
gung nach jedem Syntheseschritt kann also entfallen. Beginnend mit dem C-terminalen
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4 Stationdre Charakterisierung und Eigenschaften des Modellpeptids Azo TrpZip2

Ende wurden schrittweise die ersten fiinf Aminosduren an das Harz angekoppelt. Die
Kopplung der pseudo-Aminosdure AMPP erfolgte darauf manuell. Die restlichen fiinf
Aminosduren wurden wieder im Syntheseautomat angekoppelt. Zum Schluss 16st ein
Trifluoressigsédure/Wasser Gemisch das Peptid vom Harz und entfernt zusétzlich al-
le Schutzgruppen an den Seitenketten. Die Aufreinigung erfolgt mittels Hochdruck-
Fliissigkeitschromatographie und die Analyse des gewonnen Produkts mittels Massen-
spektroskopie.

Ac-GlIU'-NH—C
O H,

. ||
NHz'LyS C \ Abbildung 4.7: Aminosduresequenz des Referenz-
2 | peptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs. Die Abkiirzung Ac
/ bedeutet, dass das N-terminale Ende acetyliert, also

mit Essigsdure verestert ist.

Bei der Synthese des Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, wurde analog vorge-
gangen, wobei jedoch in einem weiteren Syntheseschritt in Losung noch das N-terminale
Ende acetyliert wurde, d. h. mit Essigsdure verestert wurde, siche Abbildung 4.7 und
4.8(b).

Nach der Synthese liegt der Photoschalter Azobenzol in den Peptiden im allgemeinen
zu 100 % als trans-Isomer vor, da dieses das thermodynamisch stabilere Isomer ist.
Durch Belichten der Peptidlésungen mit Licht bei 355 nm wird nach wenigen Minuten
ein photostationires Gleichgewicht erreicht, das einen cis Anteil von iiber 84 % aufweist.

Der Grund fiir die Synthese eines Referenzpeptids mit demselben Photoschalter und
den beiden dem Schalter am néchsten gelegenen Aminosduren des AzoTrpZip2 liegt
darin, das wesentliche Strukturelement des AzoTrpZip2 untersuchen zu kénnen. Zudem
kann der Photoschalter auf diese Weise unabhéngig von einem grofleren Peptidkontext
untersucht werden.

Da in der Infrarotspektroskopie die Anzahl und chemische Umgebung der Carbonyl-
gruppen eine grofle Rolle spielen, gibt Abbildung 4.8 die Valenzstrichformeln der beiden
Peptide AzoTrpZip2 und Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, an, in der die Carbonylgruppen farb-
lich hervorgehoben sind.

Die Darstellungen in Abbildung 4.8 gehen von einem pH-Wert von 7 in Wasser aus.
Die pK-Werte von Lysin und Glutaminséure betragen 10,0 bzw. 4,4 [Ber02a]. Im Lo-
sungsmittel Methanol ist zunéchst unklar, ob sich diese Ionenzustdnde ausbilden. Bei
dem unvermeidlichen Wasseranteil im Losungsmittel Methanol kann jedoch davon aus-
gegangen werden, dass sich dhnliche Verhéltnisse einstellen wie in Wasser selbst. Als
Gegenionen fiir die iiberschiissigen positiven Ladungen des AzoTrpZip2 kommen das
negativ geladene Trifluoracetat der Trifluoressigsdure oder ein Hydroxidion in Frage.
Als positive Gegenionen dienen Natrium- oder Kaliumionen.
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: NH

+
NH,

(a) Modellpeptid AzoTrpZip2 (trans-Isomer)

N’NN NH,
NH;
(b) Referenzpeptid Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs (trans-

Isomer)

Abbildung 4.8: Der -Hairpin weist als Schutzgruppe nur einen amidierten C-Terminus auf, der N-Terminus
ist ungeschiitzt und liegt als Aminofunktion vor. Das Referenzpeptid hat zusidtzlich zu einem amidierten
C-Terminus noch einen acetylierten N-Terminus. Die Seitenkettencarbonyle sind mit einem blauen Oval
markiert, die der Peptidpldttchen mit einem roten.

AzoTrpZip2 Ac-trpzip2 | Ac-Glu-AMPP-Lys-NH,
Atomzahl 231 220 78
Riickgratcarbonyle 11 12 4
Seitenkettencarbonyle 1 2 1
Gesamtladung +2 +2 0
molare Masse 1689,9 g/mol | 1609,8 g/mol 567,6 g/mol
Summenformel CgrH108N20016 | C7sH104N20O18 CosH37N70¢

Tabelle 4.1: Primastrukturdaten des AzoTrpZip2 und seiner Referenz- und Vergleichspeptide

Die Tabelle 4.1 liefert einen Uberblick iiber die Primérstrukturdaten des AzoTrpZip2,
trpzip2 und des Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NHjy. Die beiden Aminosduren im
Loop des originalen Tryptophanzipperpeptids Ac-trpzip2 besitzen keine geladenen Sei-
tenketten, jedoch hat das Asparagin (Asn) eine weitere Seitenkettencarbonylfunktion.
Da der Loop aus zwei Aminosdauren besteht, gibt es eine weitere Riickgratcarbonylfunk-
tion. Das Referenzpeptid Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, besitzt wegen der Acetylierung und
Amidierung und zwei natiirlichen Peptidbindungen zum AMPP 4 Riickgratcarbonyl-
funktionen.
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4 Stationdre Charakterisierung und Eigenschaften des Modellpeptids Azo TrpZip2

4.4 Stationdre Charakterisierung des photoschaltbaren
G-Hairpins AzoTrpZip2

4.4.1 Charakterisierung mittels Circulardichroismus

Das Circulardichroismusspektrum (kurz: CD-Spektrum) von Tryptophanzipperpeptiden
ist hinlénglich in der Literatur bekannt [Coc01]. Ein ausgepriagtes Maximum bei 228 nm
rithrt von der speziellen Lage der Tryptophanseitenketten zueinander her. Aus dem
Vergleich des cis-AzoTrpZip2 CD-Spektrums (Abbildung 4.9) mit dem des trpzip2 aus
der Literatur kann auf einen hohen Anteil an gefalteter §-Hairpin Struktur geschlossen
werden.

20000

10000 - Abbildung 4.9:

Circulardichroismusspektrum
des AzoTrpZip2 in Wasser
bei einer Konzentration von
45 pM, einem pH-Wert von
3.7 und einer Temperatur von
30 °C im photostationdren
Zustand  des  cis-lsomers
(dicke rote Kurve) und im
trans-lsomer (blaue Kurve).
Abbildung aus [Don06].
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Durch Variation der Temperatur bei Messungen an den Tryptophanzipperpeptiden
konnten CD-Spektren von 100 % gefalteten und génzlich entfalteten Peptiden gewonnen
werden. Aus der Intensitdt der Bande bei 228 nm kann mittels dieser Eichspektren nun
auf den Faltungsgrad eines Tryptophanzippermotivs geschlossen werden. Im Falle des
cis-AzoTrpZip2 konnte im photostationidren Zustand (ca. 90 % cis Anteil) bei 5 °C in
Wasser ein Faltungsgrad von 50 % bestimmt werden. Dies bedeutet, dass das Peptid
standig zwischen einer ungefalteten und einer gefalteten Struktur wechselt. Im Mittel
sind beide Strukturen zu 50 % bevolkert. Durch Belichten mit Licht bei 430 nm wurde
das cis-Isomer in das trans-Isomer umgewandelt. Damit konnte der Anteil an gefalteter
(B-Hairpin Struktur auf 18 % gesenkt werden.

Das trans-Isomer des AzoTrpZip2 zeigt in Wasser bei 30 °C hauptséchlich eine aus-
gedehnte leicht §-dhnliche Konformation, wie aus den positiven Signalen unterhalb von
200 nm und dem Minimum bei 215 nm geschlossen werden kann. Das cis-AzoTrpZip2
ist zu etwa 25 % gefaltet, wie aus der Intensitdt bei 228 nm folgt.

Da aus der Literatur bekannt ist, dass das Losungsmittel Methanol die (G-Hairpin
Struktur begiinstigt, wurde das Peptid AzoTrpZip2 mittels CD-Spektroskopie auch in
Wasser /Methanol Gemischen untersucht, siche Abbildung 4.10.

Die Zugabe von Methanol fiithrt zu einem Anstieg in der Intensitdt der Bande bei
228 nm und damit zu einem Anstieg des Anteils an gefalteter S-Hairpin Struktur. Ab
einem Volumenverhéltnis von 1 zu 1 zwischen Methanol und Wasser war kein weiterer
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Anstieg der Bande bei 228 nm beobachtbar. Durch CD-Messungen in 100 % Methanol
konnte auch gezeigt werden, dass bei 30 °C das cis-Isomer des AzoTrpZip2 zu ca. 45 %
in gefaltetem Zustand vorliegt. Bereits mittels CD-Spektroskopie konnte gezeigt werden,
dass das Schalten durch Licht zwischen den cis- und trans-Isomeren reversibel ist, da
die zugehorigen CD-Spektren nach mehreren Schaltzyklen deckungsgleich waren.

4.4.2 Charakterisierung mittels Kernspinresonanz
Strukturaufkldrung des cis-Isomers des AzoTrpZip2

Die Circulardichroismusmessungen deuten darauf hin, dass im Losungsmittel Methanol
die S-Hairpin Struktur fiir das cis-Isomer des AzoTrpZip2 am ausgeprigtesten auftritt.
Jedoch steht die gefaltete Struktur immer im Austausch mit einem ungefalteten Zustand.
Die Austauschgeschwindigkeit fiithrte unterhalb von einer Temperatur von 30 °C zu einer
Verbreiterung der Linien im NMR-Spektrum, so dass eine Strukturaufkldrung unterhalb
dieser Temperatur unmoglich war.

Aus den bei 30 °C gemessenen zweidimensionalen NMR-Spektren konnten Abstands-
informationen gewonnen werden. Abbildung 4.11 zeigt die Uberlagerung der zehn ener-
getisch giinstigsten Konformere des cis-AzoTrpZip2, die durch Molekulardynamiksimu-
lationen unter Verwendung der gemessenen Abstandsbedingungen als Randbedingung
gewonnen wurden. Die erreichte Auflosung betrug dabei 1.3 A (einfache Standardab-
weichung). In Abbildung 4.11 ist deutlich die Ansammlung der Tryptophanseitenketten
auf einer Seite der durch die beiden Stridnge definierten Ebene zu erkennen. Durch
anzichende van-der-Waals Wechselwirkungen bilden sie einen hydrophoben Kern und
stabilisieren so die (-Hairpin Struktur. Ein weiterer Mechanismus, der zu einem hy-
drophoben Kern fiihrt, ist die Storung des Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerks des
Losungsmittels durch hydrophobe Seitenketten (hydrophobe Wechselwirkung).

Abbildung 4.12 zeigt eine Uberlagerung der Struktur des AzoTrpZip2 mit der des ur-
spriinglichen trpzip2 synthetisiert von Cochran et al. [Coc01]. Die Ubereinstimmung der
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4 Stationdre Charakterisierung und Eigenschaften des Modellpeptids Azo TrpZip2

Abbildung 4.11: Uberlagerung der zehn energetisch giinstigsten Konformere des cis-AzoTrpZip2, welche mit
den aus der 2-dimensionalen NMR Spektroskopie gewonnenen Abstdnden konform sind. Der AMPP Schalter
wird in orange dargestellt. Das griine Band reprasentiert das Peptidriickgrat. Die Tryptophanseitenketten
sind blau, alle anderen Seitenketten grau dargestellt. Die Ausbildung der B-Hairpin Struktur ist deutlich
erkennbar. Abbildung aus [Don06].

sich entsprechenden Stréange des Peptidriickgrats ist jeweils bemerkenswert gut. Hinzu
kommen noch die grofien strukturellen Ahnlichkeiten in der Anordnung der Trypto-
phanseitenketten. Kleinere Unterschiede ergeben sich nur im Bereich des Turns, wo die
beiden Aminosduren Asn-Gly gegen den Azobenzol-Chromophor AMPP ausgetauscht
wurden. Dieser Chromophor scheint also den SI' Turn des trpzip2 gut nachbilden zu
kénnen. Eine mogliche Salzbriicke [Cia03] zwischen der positiv geladenen Seitenkette
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Abbildung 4.12: Uberlagerung des Peptidriickgrats des energetisch giinstigsten Konformers des cis-
AzoTrpZip2 mit dem originalen Tryptophanzipperpeptid trpzip2. Der AMPP Schalter des AzoTrpZip2 wird
wieder in orange dargestellt. Das griine Band reprasentiert das Peptidriickgrat und die zu AzoTrpZip2 ge-
horenden Tryptophanseitenketten. Die Tryptophanseitenketten und das Riickgrat des trpzip2 sind violett
gezeichnet, wie auch dessen Loop-Sequenz. Abbildung aus [Don06].

des Lysins und der negative geladenen deprotonierten Glutaminséure scheint sich nicht
immer auszubilden [Den07].

Der Schalter AMPP des cis-AzoTrpZip2 Modellpeptids ist vergleichsweise flexibel an
die Peptid-Striange angebunden. Nicht zuletzt erfolgt dies durch die beiden Methylen-
gruppen. Es scheint deshalb einige Konformationen zu geben, bei denen das Azobenol
auf der Seite des hydrophoben Kerns ist, und andere, wo das Azobenzol auf der gegen-
iiberliegenden Seite liegt.

Die energetisch giinstigste Anordnung der Benzolringe der Tryptophanseitenketten
zueinander ist Gegenstand neuerer theoretischer Betrachtungen [Guv05]. Es sind prinzi-
piell drei verschiedene Lagen zueinander denkbar. Die erste ist die Anordnung, in der ein
Benzolring senkrecht auf dem anderen steht. Eine weitere wire eine genau iibereinander
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angeordnete, parallele Stellung der Benzolringe zueinander und eine dritte besteht in ei-
ner parallelen, jedoch leicht versetzten Lage. Cochran et al. haben ihre NMR-Daten einer
fundierteren Analyse unterzogen, und korrigierten ihre Strukturen von einer parallelen
Anordnung hin zu einer senkrechten Lage der beiden wechselwirkenden Tryptophansei-
tenketten. Guvench et al. fanden heraus, dass bei richtiger Beachtung der relevanten
Multipole, die senkrechte Anordnung die energetisch giinstigste ist. Zudem kamen sie
zu dem Ergebnis, dass eine solche Anordnung in einer MD-Simulation iiber 10 ns stabil
war [Guv05].

Strukturaufklarung des trans-lIsomers des AzoTrpZip2

Abbildung 4.13: Uberlagerung der zehn energetisch giinstigsten Konformere des trans-Isomers des AzoTrp-
Zip2 auf Riickgratatome eines der beiden Strénge (genauer: Aminosiuren Lys6 bis Lys10). Bei der zu 75 %
angenommenen Hauptkonformation ist die Farbcodierung wie beim cis-lsomer: Der AMPP Schalter ist in
orange und das Peptidriickgrat in griin dargestellt. Die blaue Farbe steht fiir die Nebenkonformation. Gezeigt
sind vier Ansichten, einmal von vorne und von hinten und von beiden Seiten. Die Buchstaben N und C stehen
jeweils fir den N- und C-Terminus der Aminosiurekette. Abbildung aus [Don06].

Die Strukturbestimmung des trans-Isomers des Modellpeptids AzoTrpZip2 gestaltete
sich aufgrund vieler Subensembles schwierig und gelang nur bei einer Temperatur von
20 °C. Zwei klar unterscheidbare Subensembles konnten aufgelost werden. Ihre relative
Besetzung zueinander ist 3 zu 1. Die Hauptkonformation ist in Abbildung 4.13 darge-
stellt, iiberlagert von der Nebenkonformation in blauer Farbe. Beide Konformationen
erfiillen alle 47 Abstandsbedingungen, die aus den NMR-Messungen gewonnen werden
konnten. Auch wenn die Uberlagerung in Abbildung 4.13 zunéchst willkiirlich erscheint,
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so kann doch, abgesehen von der Lage des Chromophors, entweder der eine Strang kor-
rekt iiberlagert werden oder der jeweils andere. In der Ausrichtung der beiden Stréinge
zueinander unterscheiden sich also die beiden Konformationen untereinander. In einer
der beiden Konformationen ist die Anordnung der Strdnge zueinander anstatt anti-
parallel fast parallel. Es kann festgehalten werden, dass der Schalter AMPP in seiner
trans-Konformation sicher nicht einen guten SI’-Turn abgibt und somit die #-Hairpin
Struktur, wie sie im cis-AzoTrpZip2 vorliegt, nicht erlaubt. Wie auch das cis-Isomer be-
findet sich das trans-Isomer ebenfalls in sténdigem Austausch seiner Struktur zwischen
der Haupt- und Nebenkonformation und einem unbekannten Anteil an nicht gefalteten
offeneren Strukturen, die in den NMR-Daten nicht nachweisbar sind.

Abbildung 4.14: Vergleich zwischen trans- und
cis-AzoTrpZip2. Das trans-Isomer von AzoTrpZip2
ist farbig dargestellt (AMPP orange, Peptidriick-
grat griin), wohingegen das cis-Isomer grau gefarbt
ist. Abbildung aus [Don(06].

In Abbildung 4.14 wird die Uberlagerung eines cis-Isomers des AzoTrpZip2 mit dem
eines trans-Isomers gezeigt. Hier gelingt eine sinnvolle Uberlagerung nur entlang eines
Stranges. Deutlich sind die Unterschiede in den beiden Strukturen sichtbar. Aufgrund
dieser Unterschiede folgt, dass jede in der f-Hairpin Struktur des cis-AzoTrpZip2 vor-
handene Wasserstoffbriickenbindung gebrochen werden muss, um das strukturelle En-
semble des trans-Isomers des AzoTrpZip2 zu erreichen.

Strukturaufkldrung des cis-lsomers des Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NH,

Auch das Referenzpeptid Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, wurde in gleicher Weise mittels NMR-
Spektroskopie untersucht. Fiir sein trans-Isomer konnten keine strukturellen Préferenzen
festgestellt werden. Jedoch gelang es, fiir das cis-Isomer ein strukturelles Ensemble zu
generieren.

Abbildung 4.15 zeigt die drei energetisch giinstigsten Konformationen des cis-Ac-
Glu-AMPP-Lys-NH,. Deutlich erkennbar ist die Ausbildung einer Turn-Struktur, wie
sie auch bei dem cis-Isomer des AzoTrpZip2 vorliegt. Die ndchst hoheren Strukturen
auf der Energieskala zeigen zwar auch eine Turn-Struktur, der Chromophor AMPP ist
hierbei jedoch etwas anders angeordnet, so dass eine Uberlagerung der zehn energetisch
giinstigsten Konformere zu einer uniibersichtlichen Darstellung fithren wiirde.
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Abbildung 4.15: Uberlagerung der drei energetisch giinstigsten Konformere des cis-Isomers des Referenz-
peptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs. Der AMPP Schalter wird in orange dargestellt. Das griine Band reprasen-
tiert jeweils das Peptidriickgrat. Die Messungen und Strukturrechnungen wurden ausgefiihrt von Dr. Sergio
Cadamuro in der Gruppe Moroder.

4.4.3 Charakterisierung mittels Absorptionsspektroskopie

Die Absorptionsspektren von Peptiden im ultravioletten Spektralbereich sind gekenn-
zeichnet durch Seitenkettenabsorptionen, hauptséchlich verursacht durch Phenylala-
nin, Tyrosin und Tryptophan [Sch55]. Die Peptidbindung selbst absorbiert bei 190 nm
[Gol51]. Im sichtbaren Spektralbereich sind Peptidlosungen im allgemeinen transparent,
mit der Ausnahme von speziellen Chromopeptiden, die einen Farbstoff enthalten wie
zum Beispiel Bakteriorhodopson [Sob07, Pro06], Himoglobin [Cha96b] und Cytochro-
me [FMO06]. Neben Oberschwingungen im nahinfraroten Bereich ist der mittlere infrarote
Spektralbereich von besonderem Interesse, da er markante Banden aufweist.
Abbildung 4.16 gibt einen Uberblick iiber das Absorptionsspektrum des trans-
AzoTrpZip2 im Bereich von 1100 bis 43000 cm™! bzw. 9090 bis 232 nm. Es han-
delt sich dabei um die Uberlagerung zweier gemessenener Kurven. Das Spektrum von
232 nm bis 3200 nm wurde im Spektrophotometer Perkin Elmer Lambda 19 aufgenom-
men, das andere Spektrum zwischen 9090 und 1250 nm stammt vom Fouriertransform-
Infrarotspektrometer Bruker IFS 66. Subtrahiert wurde jeweils ein in derselben Kii-
vette aufgenommenes Losungsmittelspektrum von perdeuteriertem Methanol, so dass
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Abbildung 4.16: Das Absorptionsspektrum des trans-lsomers des [-Hairpin Modellpeptids AzoTrp-
Zip2 zusammengesetzt aus den Daten des Perkin Elmer Lambda 19 UV/VIS Spektrometers und des
Fouriertransform-Infrarotspektrometers IFS 66 der Firma Bruker. Die Spektren sind jeweils korrigiert auf das
Losungsmittel und auf Kiivetteneinfliisse. Im Bereich 2000 bis 2700 cm™ ist das Lésungsmittel Methanol-d4
nicht transparent, weswegen diese Daten nicht dargestellt werden. Der eingesetzte innere Graph zeigt eine
VergréBerung des Ausschnitts zwischen 1100 und 4000 cm™ (blauer Kasten). Um 3300 cm™ erscheint die
OH-Streckschwingung verursacht durch mit dem Modellpeptid gelostes Wasser. Erst bei 1670 cm™ und
darunter finden sich charakteristische Infrarotbanden des Modellpeptids selbst.

Losungsmittel- und Kiivetteneinfliisse (durch Riickreflexe) herauskorrigiert sind. Wenn
nicht anders angegeben sind die Spektren jeweils bei Zimmertemperatur aufgenommen
und auf das Losungsmittel korrigiert. Die Angabe der optischen Dichte (OD) bezieht
sich in den Graphen dieser Arbeit immer auf eine Schichtdicke von 220 pm.

Die Bande bei ca. 3340 cm™! riihrt von einer OH-Streckschwingung von undeute-
rierten Hydroxygruppen her und ist in beiden Spektrometern gut nachweisbar. Auf-
fallig sind auch die auf einer Energieskala vergleichsweise breiten Absorptionsbanden
im sichtbaren und ultravioletten Spektralbereich, wohingegen die Banden im mittleren
infraroten Bereich deutlich schméler und strukturierter sind. Zusétzlich wird deutlich,
dass erlaubte Uberginge im sichtbaren Spektralbereich, wie die mn*-Bande des Azo-
benzolchromophors bei 30000 cm™!, mehr Oszillatorstiirke besitzen als typische Infra-
rotabsorptionsbanden, wie zum Beispiel die Amid-I’ Bande bei 1670 cm™!, welche aus
11 Chromophoren, den CO-Streckschwingungen besteht. Der verbotene Ubergang des
Azobenzols, die nm*-Bande bei 22500 cm ™!, zeigt jedoch eine vergleichsweise niedrige
Ostzillatorenstérke.

Die untere Grenze in Abbildung 4.16 bei 1100 cm™! liegt in der Absorption der Kalzi-
umfluoridkiivettenfenster begriindet. Deren hochenergetische Absorptionskante bei ca.
130 nm begrenzt jedoch nicht die Transparenz der Kiivette. Hier beginnt die Absorption
des Losungsmittels Methanol-d4 bei ca. 190 nm bzw. 52600 cm~!. Aber auch dies erklért
nicht den starken Absorptionsanstieg hin zu 232 nm oder 43000 cm ™. Dieses Phinomen
wird im néchsten Kapitel erklért.
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Spektren im ultravioletten und sichtbaren Spektralbereich

Will man das Absorptionsspektrum des trans-Isomers des AzoTrpZip2 aus Abbildung
4.17(a) verstehen, kann man zunéchst davon ausgehen, dass sich die Spektren der ein-
zelnen Chromophore addieren, da deren Wechselwirkung untereinander gering ist. Die
Absorption bei 282 nm setzt sich zum Beispiel aus Anteilen des Azobenzols und der
Tryptophanseitenketten zusammen. In der Literatur findet man molare Absorptionsko-
effizienten ¢ fiir Tryptophan von ca. 5500 M~tem ™! bei 282 nm und im Lésungsmittel
Wasser (pH=6) gemessen [Cre93]. Der entsprechende Wert fiir den meta-substituierten
Azobenzolchromophor betrigt €41/pp=25000 M~tem™" bei 322 nm [Léw05]. Bei einer
Schichtdicke von d=220 pym und einer Absorption von A=0,9 entspricht dies nach dem
Lambert Beerschen Absorptionsgesetz A=ccd einer Konzentration von ¢=1,6 mM.

Absorption spectra of B-hairpin model peptide Absorption spectra of reference peptide
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o Trans isomer A D3 Trans isomer =
01.0 —-—. Cis isomer (PSS) ) =-=-Cis isomer (PSS) |
~ - = =-Trans isomer of ~ 2 - = =-Trans isomer of
8 - reference peptide 1 8 azobenzene
P scaled S scaled .
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(a) Absorptionsspektren des AzoTrpZip2 in (b) Absorptionsspektren des Referenzpeptids Ac-
Methanol-d4 Glu-AMPP-Lys-NHs in Methanol-d4

Abbildung 4.17: Lo&sungsmittelkorrigierte Absorptionsspektren im sichtbaren Spektralbereich des AzoTrp-
Zip2 und seines Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs. Gegeniiber dem unsubstituierten Azobenzolspek-
trum (gestrichelte Linie in 4.17(b)) ist die rote Flanke der mn*-Bande des trans-Ac-Glu-AMPP-Lys-NH,
(durchgezogene Linie) bei 321 nm rotverschoben um 6,5 nm und verschmilert um ca. 3 nm. Dies ist durch die
meta-Substituierung des Azobenzols im Referenzpeptid bedingt. Die verbotene nr*-Bande um 430 nm bleibt
nahezu unverdndert. Die Anbindung weiterer Aminosduren vom Referenzpeptid hin zum trans-AzoTrpZip2
fihrt nur noch zu geringen Anderungen an der wm*-Bande. Die Absorption der Tryptophanseitenketten
des trans-AzoTrpZip2 manifestiert sich in den markant strukturierten Absorptionsbanden bei 282 nm und
290 nm. Die Absorptionsspektren der photostationiren Gleichgewichte nach erfolgter Belichtung zum cis-

Isomer sind jeweils als strichpunktierte Linien mit eingezeichnet. Die Schichtdicke der Probe in der Kiivette
war jeweils 220 pm.

Da jedes Molekiil AzoTrpZip2 vier Tryptophane enthélt, summiert sich die Seitenket-
tenabsorption bei 282 nm zu 22000 M~tem™!. Fiir die folgende Betrachtung muss man
noch annehmen, dass sich die Absorptionskoeffizienten in Wasser und Methanol nicht
allzu sehr unterscheiden. Die Absorption des meta-substituierten Azobenzolchromophors
bei 282 nm betriagt 0,3 OD (gestrichelte Kurve in Abbildung 4.17(a)). Zusammen mit
der berechneten Absorption der Seitenketten von 0,8 OD ergibt dies einen Wert von 1,1
OD, was mit dem gemessenen Wert von 1,3 OD miéflig gut iibereinstimmt. Der starke
Anstieg der Absorption bei 240 nm erklért sich damit ebenfalls aus der Seitenketten-
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absorption, die fiir ein Tryptophan allein ab 240 nm auf einen Absorptionskoeffizienten
von 30000 M~tem™! bei 220 nm zu steigen beginnt. Kleinere Anteile kénnen noch dem
Chromophor AMPP zugeschrieben werden.

Vergleicht man das Spektrum des Referenzpeptids mit dem von Azobenzol, gemessen
im gleichen Losungsmittel Methanol-d4 (gestrichelte Kurve in Abbildung 4.17(b)), so
fallen einige Unterschiede auf, die wohl auf die Substituierung in der meta-Position durch
Methylengruppen zuriickzufithren sind. Man beobachtet eine Bandenverschmélerung der
mr*-Bande des AMPP Chromophors gegeniiber dem Azobenzol von 3 nm und deren
Rotverschiebung um 6,5 nm.

In Abbildung 4.17(a) ist mit strichpunktierter Linie auch das Spektrum des photosta-
tiondren Gemisches von cis- und trans-Isomeren des AzoTrpZip2 gezeigt. Es wird durch
Belichtung der Kiivetten mit Licht einer Quecksilber/Xenon-Lampe und den in Kapitel
3.3.2 genannten Filtern erreicht. Subtrahiert man von diesem Spektrum 16 % des Ab-
sorptionsspektrums des reinen trans-Isomers (durchgezogene Linie), so erhdlt man ein
hypothetisches Spektrum des reinen cis-Isomers, das bei einer Wellenldnge von 339 nm
bereits leicht negativ wird. Da das cis-Isomer jedoch keine negative Absorption aufweisen
kann, ergibt sich, dass das photostationire Gleichgewicht weniger als 16 % Molekiile in
der trans-Konformation enthélt. Im Falle des Referenzpeptids findet man mit einem ent-
sprechenden Vorgehen einen maximalen Anteil an trans-Isomeren im photostationdren
Gleichgewicht von 10 %.

Durch Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) lasst sich im Losungsmittel Acetonitril ein Gemisch aus cis-
und trans-Isomeren des AzoTrpZip2 auftrennen. Zuséatzlich war die Aufnahme eines
Spektrums der aufgetrennten Fraktionen im sichtbaren Spektralbereich moglich [Low05].
Vergleicht man das so gewonnene “reine” Spektrum des cis-Isomers mit dem des photo-
stationdren Gleichgewichts aus Abbildung 4.17(a), ergeben sich Unterschiede, die in der
Tatsache begriindet sind, dass in der HPLC ein anderes Losungsmittel (Acetonitril) an
Stelle von Methanol-d4 verwendet wurde. Dadurch gab es spektrale Verdnderungen im
Bereich der Tryptophanabsorption und im Bereich der 77*-Bande des AMPP Chromo-
phors, so dass eine sinnvolle Skalierung einer geeigneten Summe der “reinen® Spektren
auf das des photostationédren Gleichgewichts nicht mehr moglich war. Auch die Lage der
isosbestischen Punkte war eine andere in den HPLC Spektren, da die n7*-Bande der
HPLC Spektren um ca. 3 nm rotverschoben zu den Spektren in Methanol-d4 auftrat.

Da das cis-Isomer bei allen Wellenléngen, die verwendet werden konnen, um das cis-
Isomer zu erhalten, ebenfalls eine Absorption aufweist, kann durch Belichtung keine
Probe mit 100 % cis-Anteil erhalten werden, da immer auch die Riickreaktion von cis
nach trans stattfinden wird. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der cis-
Anteil im photostationdren Gleichgewicht nach ausreichender Belichtung im Falle des
AzoTrpZip2 groBer 84 % und im Falle des Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, grofier 90 % ist.

Nach Hinweisen aus der NMR-Spektroskopie kann direkt nach dem Auflésen der Probe
AzoTrpZip2 im Losungsmittel Methanol-d4 ein Gemisch vorliegen, das etwas cis-Isomer
enthélt, obwohl das trans-Isomer das thermodynamisch stabilere Konformer ist. Dieser
cis-Anteil kann durch Addition von 10 % des Spektrums im photostationiren Gleichge-
wicht des cis-Isomers auf ein spéater gewonnenes reines trans Spektrum abgeschétzt wer-
den. Ein solches Spektrum zeigt eine Ubereinstimmung mit dem Spektrum in Abbildung
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4.17(a), durchgezogene Linie, das direkt nach dem Auflésen aufgenommen wurde. Ma-
ximal 10 % der Molekiile des AzoTrpZip2 liegen also nach dem Auflosen als cis-Isomere
vor. Durch geeignete Lagerung unter Lichtabschluss wandelt sich dieser cis-Anteil jedoch
in das trans-Isomer um. Man kann also davon ausgehen, dass nach mehreren Stunden
in Losung und in Dunkelheit das trans-Isomer in reiner Form vorliegt.

Spektren im mittleren infraroten Spektralbereich

Ziel dieses Abschnittes ist es, Absoprtionsspektren des trans- sowie des cis-Isomers des
Modellpeptids AzoTrpZip2 im infraroten Spektralbereich zu erhalten, sowie ihre wesent-
lichen Banden zu verstehen. Abbildungen 4.18 und 4.19 fithren durch die Losungsmit-
tel bzw. Wasserkorrektur der Spektren. Nachfolgend wird auf die spektralen Einfliisse
durch das Deuterieren des Peptidriickgrats eingegangen (Abbildung 4.20). Die spektra-
len Absorptionsunterschiede des cis- und trans-Isomers des AzoTrpZip2 werden in der
Abbildung 4.21(a) gezeigt. In weiteren Abbildungen wird auf molekulare Bausteine ein-
gegangen, aus denen sich das Molekiil AzoTrpZip2 und damit auch sein Infrarotspektrum
zusammensetzt.

Lésungsmitteleinfliisse Der spektrale Einfluss des Losungsmittels im sichtbaren Spek-
tralbereich ist gering und beschrankt sich in obigen Abbildungen auf eine Konstante, die
abgezogen wurde. Nicht so jedoch im mittleren infraroten Bereich. Hier gibt es Bereiche,
in denen das Losungsmittel bei der gewéahlten Schichtdicke génzlich lichtundurchléssig
ist, also fiir eine Abschwichung der Intensitéit des einfallenden Lichts um mehr als drei
GroBlenordnungen sorgt. Abbildung 4.18 zeigt die Korrektur der gemessenen Infrarotab-
sorptionsspektren auf Losungsmitteleinfliisse. Die strichpunktierte Linie stellt die Ab-
sorption des reinen Losungsmittels Methanol-d4 dar. Der Absorption zwischen 2000 und
2700 cm~! konnen symmetrische und asymmetrische CD-Streckschwingungen zugeord-
net werden. Auch eine durch Wasserstoffverbriickung verbreiterte OD-Streckschwingung
tragt hier zur Absorption bei.

B-Hairpin model peptide, solvent correction

' " | --=- Methanol-d4 -
Trans-AzoTrpZip2 1
in methanol-d4

N

Trans-AzoTrpZip2
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Abbildung 4.18: Losungsmittelkorrektur der Infrarotabsorptionsspektren. Die strichpunktierte Linie zeigt
das Spektrum des reinen Losungsmittels Methanol-d4, das jeweils von allen folgenden Spektren von gel6sten
Proben subtrahiert wurde.
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Zum Absorptionsanstieg unterhalb von 1200 cm™! tragen CD- und OD-Biegeschwin-
gungen sowie die Streckschwingung einer C-O-Einfachbindung bei. Die Zuordnung die-
ser Banden erfolgte auf der Basis einer dichtefunktionaltheoretischen (DFT) Berechnung
mit dem Funktional BSLYP und dem Basissatz 6-31G** implementiert im Programm-
paket Gaussian98 [Fri98]. Im Bereich zwischen 1200 und 2000 cm™! befinden sich keine
Fundamentalschwingungen. Insbesondere die Banden bei 1651,5 cm ™! und bei 1944 cm !
mit einer Schulter bei 1908,5 cm ™! kénnen nur durch Oberténe, Kombinationsschwin-
gungen, Fermiresonanzen oder Verunreinigungen erklirt werden.

Literaturspektren von Methanol-d4 finden sich in [Noe42, Fal61]. Gasspektren und
Spektren von Methanol-d4 isoliert in geeigneten Wirtssystemen finden sich in [Ser74].
Auch im Ramanspektrum des fliissigen Methanol-d4 finden sich im Spektralbereich zwi-
schen 1200 und 2000 cm™! keine Banden [Fal61]. In letzterer Verdffentlichung sind im
gemessenen Spektrum des fliissigen Methanol-d4 die beiden Banden bei 1651,5 cm ™!
und bei 1944 cm~! erkennbar, werden jedoch nicht weiter diskutiert. Die Bande bei
3343 cm ™! kann zum Teil zumindest auf eine Verunreinigung durch Methanol-d3 zu-
riickgefiihrt werden.

Subtrahiert man von dem gemessenen Absorptionsspektrum des trans-Isomers des
AzoTrpZip2 im Losungsmittel Methanol-d4 ein kurz vorher aufgenommenes Spek-
trum des reinen Losungsmittels, so erhélt man ein Absorptionsspektrum des trans-
AzoTrpZip2 (rote Kurve in Abbildung 4.18). Dabei geht die Annahme ein, dass die
Absorptionsspektren des Losungsmittels und der gelosten Probe rein additiv sind. Es
ist an sich durchaus denkbar, dass die geloste Probe auch das Infrarotspektrum des
Losungsmittels beeinflusst und zum Beispiel zu Bandenverbreiterungen von Losungs-
mittelbanden fiihrt [Sol06]. In einem solchen Fall kann nicht einfach subtrahiert werden.

Bei den geringen Konzentrationen der gelosten Probe in dieser Arbeit wurde ein solcher
Effekt jedoch nicht beobachtet.

Wasserkorrektur Die synthetisierten Proben an Modellpeptiden enthalten in fester
Phase neben dem eigentlichen Peptid noch einen verénderlichen Anteil an Wasser. Dies
liegt daran, dass der letzte Schritt zur Herstellung dieser festen Phase der Probe eine
Lyophilisierung aus dem Losungsmittel Wasser ist. Auch geringe Mengen an Trifluores-
sigsdure (engl. Trifluoracetic acid, TFA) konnen vorhanden sein, die noch von der Ab-
spaltung der Peptide vom Harz aus der Festphasensynthese stammen. Trifluoressigséure
besitzt in Methanol-d4 eine relativ dominante Bande bei 1771 cm ™. Eine solche Ban-
de fehlt jedoch im Spektrum aus Abbildung 4.19, rote Kurve. Ein Hinweis, dass sich
im Spektrum detektierbare Mengen an TFA in der Losung des Peptids AzoTrpZip2
befinden, konnte demnach nicht gefunden werden.

Jedoch weist das 16sungsmittelkorrigierte Spektrum des trans-AzoTrpZip2 eine breite
Bande bei 3343 cm™! auf, die hauptsichlich auf mit dem Peptid in Losung gegangenes
Wasser zuriickzufiihren ist. In separaten Kontrollexperimenten ldsst sich durch Zugabe
genau vermessener Volumina von Wasser zu Methanol-d4 und nachfolgender Messung
der sich ergebenden Spektren ein Spektrum von Wasser in Methanol-d4 gewinnen. Die
strichpunktierte Linie in Abbildung 4.19 zeigt ein solches Spektrum mit 0,07 Volumen-
prozent Wasser. Bei der gegebenen Konzentration des Modellpeptids von 1,6 mM ergibt
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Abbildung 4.19: Wasserkorrektur der 16sungsmittelkorrigierten Infrarotabsorptionsspektren. Die rote Kurve
reprasentiert das Idsungsmittelkorrigierte Spektrum aus Abbildung 4.18. Die Bande bei 3343 cm™! riihrt
hauptsachlich von mit dem Peptid gelosten Wasser her. Die strichpunktierte Linie zeigt ein Spektrum von 0,07
Vol. % Wasser in Methanol-d4. Um dieses Spektrum wurden alle im folgenden gezeigten Absorptionsspektren
korrigiert (schwarze Linie).

sich ein Verhéltnis von ca. 23 Wassermolekiile auf ein Peptidmolekiil. Auf Massen umge-
rechnet bedeutet das fiir die feste Phase der Peptidprobe einen Peptidgehalt von ca. 80
Gewichtsprozent, was ein realistischer Wert ist. Als Vergleichswert kann auch die Zahl
der Losungsmittelmolekiile pro AzoTrpZip2 zu ca. 14000 angegeben werden.

Die in Methanol-d4 gelosten Wassermolekiile wandeln sich durch Austausch von Pro-
tonen gegen die Deuteronen der Hydroxygruppe des Methanol-d4 zunéchst in einfach
deuteriertes Wasser (HDO) und spéter in schweres Wasser (D20O) um. Dabei entsteht
Methanol-d3. Bei der strichpunktierten Linie in Abbildung 4.19 handelt es sich also
um das Spektrum eines Gemisches aus HDO, D,O und Methanol-d3. Die Bande um
3343 cm~! kann also genauer einer OH-Streckschwingung von Methanol-d3 oder HDO
zugeordnet werden.

Ein geringerer Anteil der Bande bei 3343 cm™! riihrt auch von der Deuterierung
des Peptids AzoTrpZip2 selbst her. Durch den Austausch der Protonen der Amidbin-
dungsplattchen mit Deuteronen des Losungsmittels entstehen einerseits ein deuterier-
tes Peptidriickgrat und andererseits Methanol-d3. Das Molekiil AzoTrpZip2 besitzt 10
gleichberechtigte Protonen am Peptidriickgrat und dazu noch 6 Protonen an den Ly-
sinseitenketten, welche durch Deuteronen ersetzt werden kénnen. Drei weitere Protonen
des freien N-Terminus werden wohl ebenfalls gegen Deuteronen ausgetauscht. Ob die
Protonen des amidierten C-Terminus austauschen, ist unklar. Da jedes Wassermolekiil
zwei Protonen besitzt, ein Molekiil AzoTrpZip2 jedoch nur zwischen 19 und 21 Pro-
tonen austauschen kann, besteht bei einem Wassergehalt von 23 Wassermolekiilen pro
Molekiil AzoTrpZip2 die in Abbildung 4.19 dargestellte Bande bei 3343 cm™! zu etwa
einem Drittel aus Methanol-d3, das durch die Deuterierung des AzoTrpZip2 entstanden
ist. Um dies noch zu korrigieren, miissten zwei Drittel der Bande durch ein Spektrum
von Wasser in Methanol-d3 und ein Drittel davon noch zusétzlich durch ein Spektrum
von Methanol-d3 in Methanol-d4 korrigiert werden. Jedoch besitzt das Spektrum von
Methanol-d3 zwischen 1500 cm™! und 1800 cm ™! einen spektral flachen Verlauf [Fal61].
Insbesondere die Form der im folgenden intensiv diskutierten Amid-I" Bande wiirde sich
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also durch eine solche Korrektur mit einem Spektrum von Methanol-d3 nicht wesentlich
andern. Deswegen wurden alle im folgenden gezeigten Spektren nur auf den Wasserge-
halt hin korrigiert.

Deuterierungseffekte Abbildung 4.20 befasst sich mit den spektralen Anderungen
und zeitlichen Ablaufen, die mit der Deuterierung des AzoTrpZip2 zusammenhéngen.
Das strichpunktierte Spektrum in Abbildung 4.20(a) wurde als erstes Spektrum nach
dem vollstdndigen Auflosen der festen Phase der AzoTrpZip2 Probe im Loésungsmittel
Methanol-d4 gewonnen. Danach wurden in festen Zeitabstdnden immer wieder Spektren
aufgenommen, bis keine spektralen Anderungen mehr auftraten. Das letzte Spektrum
(durchgezogene Linie in Abbildung 4.20(a)) stellt das Spektrum dar, das auf einer Zeit-
skala von einer halben Stunde stabil blieb. Durch Differenzbildung der beiden Spektren
in Abbildung 4.20(a) findet man als Nulldurchgénge sogenannte isosbestische Punkte
[Gei05] bei 1490 cm ™!, 1615 cm™! und um 1670 cm ™. Sie wurden durch eine unabhéngi-
ge zweite Messung bestétigt, in der mehr als 20 Spektren nach Beginn der Deuterierung
aufgenommen werden konnten.

Trans isomer of B-hairpin model peptide Process of deuteration
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(a) Spektrale Anderungen aufgrund der Deuterierung des (b) Zeitlicher Verlauf der Absorption bei
AzoTrpZip2 1550 cm~!

Abbildung 4.20: Deuterierung des Peptidriickgrats des trans-Isomers des AzoTrpZip2. Die spektralen An-
derungen in der Amid-I Bande fallen gering aus, jedoch schiebt die Amid-1I Bande von 1550 cm~! auf ca.
1420 cm~!. Da der Beobachtungsbeginn erst 5 Minuten nach dem Auflésen des AzoTrpZip2 ist, konnten
frithere Deuterierungsprozesse nicht erfasst werden. Die beobachtete Zeitkonstante von ca. 5 Minuten (Ab-
fallzeit auf 1/e) ist jedoch nicht durch das Lésungsmittel Methanol-d4 begrenzt, sondern durch Eigenschaften
des Peptids, z. B. Entfaltungs- und Faltungsprozesse.

Wegen ihres geringen Anteils einer NH-Biegebewegung (in der Ebene der Peptidplatt-
chen), erfiahrt die Amid-I Bande nach der Deuterierung eine leichte Rotverschiebung ih-
rer Frequenz. Dies lisst sich am isosbestischen Punkt um 1670 cm™! ablesen. Oberhalb
dieser Frequenz nimmt die Absorption mit der Zeit ab und unterhalb davon, jedoch
oberhalb des niichsten isosbestischen Punktes bei 1615 cm™! steigt sie an. Die grofite
Frequenzverschiebung erfahrt die Amid-II Bande wegen ihres grofleren Anteils an der
NH-Biegebewegung. Geht man vom Losungsmittel Wasser iiber zu schwerem Wasser
wird bei Peptiden eine Rotverschiebung von 1550 cm~! nach 1450 cm™! beobachtet
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[Sus72]. Mit einem isosbestischen Punkt bei 1490 cm™' kann diese Beobachtung auch
fiir den Fall des AzoTrpZip2 gemacht werden. Die Absorptionszunahme bei 1450 cm™!
wird durch eine neu entstehende Bande verursacht, welche man mit Amid-II’ bezeichnet,
um anzudeuten, dass es sich um eine Bande deuterierter Peptidgruppen handelt. Die
verbleibende Absorption im Bereich zwischen 1500 cm™! und 1600 cm™! kann den Sei-
tenketten des Tryptophans und eines unprotonierten Glutamats sowie dem Azobenzol
zugeschrieben werden [Bar(0].

Die zeitlichen Verdnderungen der Absorption bei 1550 cm™?, d. h. im Bereich der ver-
schwindenden Amid-II Bande, zeigt Abbildung 4.20(b). Lost man kleinere Molekiile wie
zum Beispiel N-Methylacetamid in Methanol-d4 auf, die ebenfalls an ein Stickstoffatom
gebundene Protonen gegen Deuteronen des Losungsmittels austauschen, so beobachtet
man keine zeitlichen Verdnderungen des Infrarotspektrums auf einer Zeitskala von einer
Minute bis fiinf Minuten nach dem Auflésen. Im Falle des N-Methylacetamids tritt die
Amid-II Bande eine Minute nach dem Auflésen bereits rotverschoben bei 1450 cm ™! auf.
Dies legt die Interpretation nahe, dass dem Losungsmittel gut zugédngliche Amidproto-
nen auf einer Zeitskala von kleiner einer Minute in Methanol-d4 zu Deuteronen ausge-
tauscht werden. Im Losungsmittel DO tauschen frei zugéngliche Amidprotonen bei 0 °C
und einem pH-Wert von 7 auf einer Zeitskala von einer Sekunde aus [Kri04]. Werden
langsamere Austauschprozesse gemessen, wird dies allgemein mit dem Austausch von
Amidprotonen in Verbindung gebracht, die dem Losungsmittel nur durch Faltungs- und
Entfaltungsdynamiken zugénglich werden [Sus72|. Losungsmittelgemische aus schwerem
Wasser und Methanol-d4 wurden bereits verwendet, um Peptiddynamiken iiber Proto-
nenaustauschgeschwindigkeiten zu messen [Pan92].

Die beim Auflésen des AzoTrpZip2 in Methanol-d4 beobachtete Zeitkonstante von
ca. 5 Minuten kann also mit Peptiddynamiken auf dieser Zeitskala interpretiert wer-
den. Moglicherweise schirmt der hydrophobe Kern des trans-Isomers des AzoTrpZip2
bestimmte Protonen des Peptidriickgrats ab, so dass deren Austausch auf einer lin-
geren Zeitskala stattfindet. Eine alternative Erklarung koénnte ein niedriger pH-Wert
im Losungsmittel Methanol-d4 sein, der den Austausch verlangsamt. Dies scheint auch
beim Referenzpeptid Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs der Fall zu sein, das einen biexponenti-
ellen Zerfall der Bande bei 1550 cm™! mit Zeitkonstanten von ca. 4 min. und 75 min.
aufweist.

Spektrale Effekte aufgrund der Isomerisierung des Photoschalters Wenn der Pro-
zess der Deuterierung abgeschlossen ist, kann durch Belichten bei Wellenldngen um
370 nm ein photostationdres Gleichgewicht mit einem cis-Anteil von mehr als 84 %
erreicht werden. Abbildung 4.21 zeigt fiir das AzoTrpZip2 und sein Referenzpeptid, je-
weils in den oberen Abschnitten, die zugehorigen Absorptionsspektren des reinen trans-
Isomers (durchgezogene Linie) und die des photostationéiren Gleichgewichts des cis-
Isomers (gestrichelte Linie).

Durch Belichten mit Wellenldngen grofier 400 nm kann das photostationdre Gleichge-
wicht mit hoher Konzentration des cis-Isomers in eines mit hoher trans-Konzentration
umgewandelt werden. Da das trans-Isomer ebenfalls bei Wellenldngen oberhalb 400 nm
absorbiert, kann dabei nicht ein trans-Anteil von 100 % erreicht werden, sondern nur
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wieder ein photostationéres Gleichgewicht (trans-Konzentration ca. 75 %). Die unteren
Kurven in der Abbildung 4.21 zeigen die spektralen Differenzen zwischen den beiden
photostationdren Gleichgewichten nach mehrmaligem Umbelichten. Aus der Symmetrie
der beiden Differenzen aus 4.21 beziiglich der Nullline und deren Reproduzierbarkeit
kann darauf geschlossen werden, dass es sich beim Umbelichten um einen zyklischen
Prozess handelt, bei dem sich die beiden Isomere ineinander umwandeln, jedoch kein
weiteres Produkt auftritt.

Infrared spectra of AzoTrpZip2 Infrared spectra of reference peptide
T v T v T v T v T Ll v L) v L) v ) v ) v

A i Trans isomer
o | ----- Cis isomer (PSS)
Z I

1300 1400 1500 1600
Wavenumber / cm’™

1700

A/OD

AA / mOD

| Trans isomer
----- Cis isomer (PSS)

1300 1400 1500 1600
Wavenumber / cm’

1700

und Differenzspektrum des (b) Absorptions- und Differenzspektrum des Re-

ferenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NH,

(a) Absorptions-
AzoTrpZip2

Abbildung 4.21: Vergleich der Absorptions- und Differenzspektren des AzoTrpZip2 und des Referenzpeptids
Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs. Die durchgezogene Linie im oberen Teil der Abbildung (a) entspricht dem auf
Losungsmittel- und Wassereinfliisse korrigierte Absorptionsspektrum des trans-lsomers des AzoTrpZip2, wie
es bereits besprochen wurde. Die gestrichelte Linie zeigt das Apsorptionsspektrum des photostationaren
Gleichgewichts nach Belichtung zum cis-Isomer. Im unteren Teil der Abbildung werden die Differenzspektren
zwischen den photostationdren Gleichgewichten mit hauptsadchlich cis- bzw. trans-Anteilen gezeigt. Im Fall
der durchgezogenen Linie zum Beispiel zeigen Bereiche, wo das trans-lsomer starker absorbiert als das cis-
Isomer, eine positive Absorptionsinderung. Die Abbildung (b) zeigt die entsprechenden Spektren fiir das
Referenzpeptid Ac-Glu-AMPP-Lys-NH,. Die groBten Anderungen in den Differenzspektren finden sich im
Bereich der Amid-I' Bande.

Es fillt zunéchst die Ahnlichkeit der Absorptionsspektren der beiden trans-Isomere
des AzoTrpZip2 und des Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, auf. Beide besitzen im Bereich der
Amid-I’ Bande ein ausgepriigtes Maximum bei 1675 cm™' mit einer Schulter um
1648 cm™!. Die Schulter erscheint beim Referenzpeptid jedoch ausgeprigter und die
Amid-I'" Bande zeigt auch oberhalb 1700 cm™! mehr Struktur als die des AzoTrpZip2.
Die Seitenkettenabsorptionen des AzoTrpZip2 etwas iiber 1550 cm™! sind beim Refe-
renzpeptid nicht zu finden, da es die entsprechenden Aminosauren (Tryptophane) nicht
besitzt.

Die Ahnlichkeit der Spektren des cis-AzoTrpZip2 und des cis-Ac-Glu-AMPP-Lys-NH,
weist darauf hin, dass der Schalterchromophor und seine unmittelbare Nachbarschaft in
beiden Modellpeptiden eine dhnliche Struktur aufweist, wie sie bei der Strukturaufkla-
rung mittels NMR-Spektroskopie bereits festgestellt wurde.

Die groBten Anderungen in den Differenzspektren finden sich im Bereich der Amid-I’
Bande. Hier treten auch markante Unterschiede zwischen dem Referenzpeptid und dem
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AzoTrpZip2 auf. Der isosbestische Punkt liegt im Fall des AzoTrpZip2 bei 1648 cm ™!,
beim Referenzpeptid jedoch bei 1651 em™'. Der Hauptteil der Anderungen liegt aber
in beiden Fillen im Bereich der Schulter der Amid-I” Bande und nicht im Bereich des
Maximums.

Einen auf gleiche Konzentration an Molekiilen normierten Vergleich der Absorptions-
und Differenzspektren des AzoTrpZip2 und des Referenzpeptids bietet Abbildung 4.22.
Die Spektren des AzoTrpZip2 bleiben unverédndert, wohingegen die Spektren des Refe-
renzpeptids so skaliert wurden, dass sie im sichtbaren Spektralbereich der Chromophor-
absorption moglichst gleiche Werte liefern wiirden.

Abbildung 4.22: Vergleich zwischen den
Absorptions- und Differenzspektren des
AzoTrpZip2 und des Referenzpeptids Ac-
Trans isomer of Glu-AMPP-Lys-NH,. Die durchgezogenen
0.2} ; - Linien entsprechen Spektren des AzoTrp-
AZoTrpZip2 Zip2, die gestrichelten denen des Ac-Glu-
AMPP-Lys-NH3. Im oberen Teil sind die
Absorptionsspektren der jeweiligen trans-
I[somere gezeigt, im unteren Teil die Dif-
ferenzspektren zwischen dem jeweiligen
photostationdren Gleichgewicht und dem
des trans-lsomers. Alle Spektren wurden
_____ so skaliert, dass die zugehorige Absorp-
-5 i tion des Chromophors im sichtbaren Spek-
L L L PR L LV, ) L tralbereich nominell {ibereinstimmt. Um
1300 1400 1500 1600 1700 1600 cm~! und 1583 cm~! finden sich
Wavenumber/ Cm-1 Banden, die vom Chromophor AMPP her-
rihren.

AonrgZipZ ar]d ref. p_eptide c_ompare_d

A/OD

----- ref. peptide

AA / mOD

Viel deutlicher als in Abbildung 4.21 erkennt man in Abbildung 4.22 bei den Diffe-
renzspektren Ubereinstimmungen bei 1515 ecm ™, 1583 em ™" und 1600 cm™!. Diese Ab-
sorptionsinderungen kénnen Banden des AMPP-Chromophors zugeschrieben werden.
Die Anderungen im Bereich der Amid-I' Bande fallen beim Referenzpeptid deutlich ge-
ringer aus als beim AzoTrpZip2. Auch die Absorption im Amid-I’ Bereich erweist sich
im Fall des Referenzpeptids als kleiner. Der Grund liegt darin, dass das Referenzpeptid
nur vier Carbonyl-Oszillatoren besitzt im Vergleich zum AzoTrpZip2, wo es elf solche
Ostzillatoren im Riickgrat gibt.

Probendegradierungseffekte Nach mehr als drei Monaten Lagerung in Losung ent-
stand im Absorptionsspektrum des AzoTrpZip2 eine Anderung, die im oberen Teil der
Abbildung 4.23 mit der gestrichelten Linie gezeigt ist. Die durchgezogene Linie bezeich-
net wieder das urspriingliche Absorptionsspektrum des trans-Isomers des AzoTrpZip2.
Bei den spektralen Anderungen handelt es sich um eine markante Bande bei 1625 cm ™"
mit einer niederfrequenten Schulter bei 1614 cm™!
1643 cm 1.

Eine Absorptionszunahme bei 1625 cm™" wird in der Literatur oft einer Anein-
anderlagerung mehrerer Peptide zugeschrieben [Sin00]. Insgesamt gesehen steigt die
Absorption im Bereich der Amid-I’ Bande durch diesen Prozess der Aggregation. Es

sowie eine schwichere Bande bel

1
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Infrared spectra of AlonrplZ|p2 Abbildung 4.23:  Spektrale Ande-
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- after 3onths /) der Abbild gt d linglich
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< des AzoTrpZip2 und das gleiche Spek-
0.0 trum unter gleichen Bedingungen aufge-
'\,’\‘ nommen, nur drei Monate spater. In der
0 0.0 maraeesSre ~—\/—===— Zwischenzeit war die Lésung unter Licht-
9 _Atrans-Acis ' abschluss in einem Exsikkator gelagert
_____ _ " worden. Die gestrichelte Linie im unteren

" den. Di ichelte Linie i
% cis = trans " Teil der Abbildung reprisentiert das erste
-0.1 1 ] ] [ ] = aufgenommene Differenzspektrum nach

1300 1400 1500 1600 1700 Belichtung zum photostationaren Gleich-

gewicht des cis-Isomers. Die durchgezo-

Wavenumber / Cm-1 gene Linie zeigt das Differenzspektrum

nach erster Belichtung zum trans-Isomer.

handelt sich dabei um einen Effekt, der fiir g-artige Modellpeptide gut bekannt ist
[Coc01, Col00, Arr96]. Fiir das Modellpeptid AzoTrpZip2 wurde eine Aggregation im
Losungsmittel Wasser bereits bei der NMR-Vorcharakterisierung entdeckt.

Der untere Teil der Abbildung 4.23 befasst sich mit der Frage, ob man durch Um-
belichten zum cis-Isomer die Aggregate wieder auflosen kann. Das Differenzspektrum
nach Belichten zum photostationdren Gleichgewicht des cis-Isomers weist eine ausge-
prigte Abnahme im Bereich der Aggregatbande bei 1625 cm~! auf. Daraus kann auf
eine Auflésung von Aggregaten durch Herstellen des cis-Isomers geschlossen werden. Ei-
ne Belichtung zum trans-Isomer erzeugt jedoch keine weitere Absorptionsabnahme im
Bereich um 1625 cm™!. Mehrfaches Umbelichten zwischen trans- und cis-Isomer erlaubt
es, das urspriingliche Absorptionsspektrum nahezu vollstindig wiederherzustellen.

4.4.4 Interpretation des Infrarotspektrums des cis-Isomers des
AzoTrpZip2

Der néchste Abschnitt ist dem tieferen Verstindnis der Form der Amid-I’ Bande des
cis-Isomers des AzoTrpZip2 gewidmet. Dabei sei der geringe (< 16 %) trans-Anteil im
photostationdren Gleichgewicht vernachlassigt. Nicht zu vernachléssigen ist jedoch die
Tatsache, dass fiir das cis-Isomer des Chromophors AMPP nur 45 % des Peptids in
der gefalteten Form des (-Hairpins vorliegen. Das in den obigen Abbildung gegebene
gestrichelte Spektrum des cis-Isomers des AzoTrpZip2 setzt sich folglich je zur Hélfte
aus dem Spektrum einer S-Hairpin Struktur und einer ungefalteten Spezies zusammen.
Zur Amid-I’ Bande tragen 11 Carbonyl-Oszillatoren bei, welche benachbart zu einem
NH-Motiv sind. Die Carbonyl-Streckschwingung der Seitenketten-Carboxylgruppe der
Aminosdure Glutamat absorbiert im allgemeinen nicht im Bereich der Amid-I" Bande
[Bar00].
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Modellunabhidngige Analyse des Infrarotspektrums

Zunéchst frei von jeder Interpretation gibt es verschiedene Wege, das Infrarotspektrum
des cis-AzoTrpZip2 genauer zu untersuchen. Eine Moglichkeit beruht darauf, das Spek-
trum mittels der Summe aus mehreren lorentzférmigen bzw. gauBférmigen Kurven an-
zupassen, um es durch die Angabe von wenigen Parametern beschreiben zu kénnen
[Byl86]. Komplexe spektrale Anderungen konnen dann mit Anderungen dieser wenigen
Parameter korreliert werden. Abbildung 4.24(a) zeigt das Ergebnis einer Anpassung mit
der Summe aus zwei lorentzférmigen Kurven. Der Vergleich zwischen durchgezogener
und gestrichelter Linie erlaubt es, die Giite der Anpassung zu bewerten.

Infrared spectrum of cis-AzoTrpZip2 Fourier-SeIf'deconvolution (F'SD)
' ) -----Cis-lsomer |  [----- Cis-isomer of
(PSS) AzoTrpZip2 {}
5o02f Sum of two- go02t ®ss) Ik -
g lorentzians o |——AfterFsD__/[|:
g —-— Lorentzian 1 e ’ \
g - - - Lorentzian 2 3 \
o ? \
(%] QO
g <
ook S 00

16IOO ' 17'00 ' 1800 1600 1700 1800
Wavenumber / cm” Wavenumber / cm’

(a) Anpassung des Spektrums des cis-AzoTrpZip2 (b) Fourier-Selbstentfaltung des Spektrums des
mittels zwei Lorentzkurven cis-AzoTrpZip2

Abbildung 4.24: Analyse des Infrarotspektrums des cis-AzoTrpZip2 mittels Anpassung durch die Sum-
me aus zwei Lorentzfunktionen (a) und durch Fourier-Selbstentfaltung (b). Die Anpassungsfunktion aus
Abbildung (a) wird im Text wiedergegeben, ebenso wie die resultierenden Anpassungswerte. Die Fourier-
Selbstentfaltung erfolgte mittels des Programmpakets "OPUS" der Firma Bruker, wobei fiir lorentzférmige
Bandenformen die Breite zu 10 cm ™! und die Aufldsungsverstirkung zu 2 gewihlt wurden. Dies entspricht
einem Entfaltungsfaktor von 1,9 1027 und einer Rauschunterdriickung von 0,1.

Die Anpassungskurve wurde mittels folgender Funktion erzeugt, die sich aus der Sum-

me von zwei Lorentzfunktionen zusammensetzt und noch einen konstanten Anteil Ag
beriicksichtigt:

24, wy 24, (0

T ATl a? 7 A —iw) +u?

A(D) = Ay +

(4.1)

Dabei bezeichnen die Parameter w; und wy ein Maf} fir die Breite der Bande. Die Werte
Aj und A, dienen der Einstellung der Amplituden und 7., bzw. U stellen die zentralen
Wellenzahlen der beiden Banden dar. Die sich ergebenden Werte fiir diese Parameter
aus obiger Anpassung sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.

Die Tatsache, dass die wesentlichen Anderungen beim Ubergang vom cis- in das trans-
Isomer des AzoTrpZip2 im Bereich der Schulter bei 1648 cm™! stattfinden, lisst darauf
schlielen, dass hier auch die strukturell sensitiven Bereiche der Amid-I’ Bande liegen.
Die Lorentzkurve bei 1676 cm ™" scheint sich zwischen den Isomeren nicht zu #ndern.
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Parameter | cis-Isomer Fehler trans-Isomer | Fehler

Ay 0,0 OD (festgehalten) | 0,0 OD (festgehalten)
Doy 16471 em™ | 0,1 cm™! 16494 cm™ | 0,2 cm™!

Ay 6,3 OD-cm™ | 0,1 OD- em™! | 6,4 OD- em™! | 0,1 OD- cm ™!
wn 32,3 cm~! 0,4 cm™! 33,3 cm~! 0,4 cm™!

Vo 1676,0 cm™' | 0,1 cm~! 1676,0 cm™' | 0,1 cm™!

Ay 7,70D-cm™ | 0,1 OD- em™! | 7,6 OD- cm~! | 0,1 OD- cm™*
wa 21,5 cm ! 0,2 cm™! 21,4 cm™! 0,2 cm™!

Tabelle 4.2: Anpassungsparameter fiir Anpassung des Spektrums des cis- und des trans-Isomers des AzoTrp-
Zip2 mittels der S"umme aus zwei Lorentzfunktionen. Die zweite Lorentzfunktion zentriert be"i 1676,0 cm—!
dndert sich beim Ubergang vom cis- in das trans-Isomer des AzoTrpZip2 kaum. Die groBten Anderungen im

Bereich der Schulter um 1648 cm™! liegen in einer Verschiebung der Zentralwellenzahl der ersten Lorentz-

kurve um ca. 2 cm— L.

Aufgrund ihrer intrinsischen Linienbreite iiberlappen sich die Infrarotbanden der
Carbonyl-Oszillatoren im Spektralbereich der Amid-I" Bande. Durch die Methode der
Fourier-Selbstentfaltung (engl. Fourier Self-Deconvolution, FSD) kann der Einfluss der
Linienbreiten reduziert und so die spektrale Auflésung um bis zu einen Faktor 3 verbes-
sert werden [Kau81]. Dadurch kénnen die Bandenlagen iiberlappender Banden getrennt
bestimmt werden. Die Annahme, die dabei eingeht, ist, dass das betrachtete Spektrum
aus Banden der gleichen Linienbreite besteht, welche in der Messung mit derselben
Linienverbreiterungsfunktion gefaltet wurden. Mathematisch kann diese Verbreiterung
im Fourierraum riickgéngig gemacht werden. Dabei wird jedoch auch das Rauschen
verstiarkt, was iiber eine Rauschunterdriickung kompensiert werden muss. Abbildung
4.24(b) zeigt eine Selbstentfaltung der Amid-I” Bande des cis-Isomers des AzoTrpZip2.
Das entfaltete Spektrum wurde entlang der Absorptionsachse so skaliert, dass das Ma-
ximum bei 1676 cm~! wieder mit dem Ausgangsspektrum iibereinstimmt. Auch die
Fourier-Selbstentfaltung deutet einen Zerfall des Spektrums in eine Bande bei 1676 cm ™!
und in mehrere einzelne Banden um 1648 cm ™! an, welche die Schulter bilden.

Die Bildung der zweiten Ableitung eines Infrarotspektrums ist ein weiterer Weg,
die intrinsisch iiberlappenden Banden zu trennen. Die Lage eines jeden Minimums der
zweiten Ableitung entspricht der Zentralwellenzahl einer Bande. Insbesondere Banden-
formen mit ausgepriagten Schultern kénnen so in einzelne lorentzformige bzw. gauf-
formige Einzelbanden zerlegt werden. Abbildung 4.25 zeigt das Infrarotspektrum des
cis-AzoTrpZip2 und dazu seine zweite Ableitung. Das Ergebnis dieser Analyse dhnelt
dem aus der Fourier-Selbstentfaltung: Es gibt eine eindeutige, ausgeprigte Bande bei
1676 cm ™! und im Bereich der Schulter scheinen sich noch einige weitere Einzelbanden
zu befinden.

Theoretische Uberlegungen zur Bandenform der Amid-1 Bande

Ausgehend von der Frequenz der Amid-I Schwingung eines Peptidbindungspléittchens
im Vakuum werden im folgenden in einem Gedankenexperiment verschiedene Einfliisse
auf die Lage und die Form der Amid-I Bande eines Peptids, wie die des cis-Isomers des
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Abbildung 4.25: Absorptionsspektrum des cis-

. 1 AzoTrpZip2 und dessen zweite Ableitung. Durch die Bil-
2r 2nd derivative 1072, 0 om’ 1 dung der zweiten Ableitung eines Infrarotspektrums wird
0 versucht, die Substruktur von Banden mit Schultern sicht-

2r 1456.6 cm” 71 bar zu machen. Minima in der zweiten Ableitung lassen
4 -13'00 . 14'00 . 15'00 . 16I00 . 17'00 +1  auf die Lage und Anzahl von lorentzférmigen Banden

schlieBen, die sich iiberlappend in einer Bande mit Schul-

Wavenumber / cm” ter verbergen [Hum83|.

AzoTrpZip2, in Losung bestimmt. Als Prototyp fiir ein Peptidbindungsplédttchen wird
héufig das Molekiil N-Methylacetamid verwendet. Prinzipiell kann natiirlich nicht nur
die spektrale Lage einer Amid-I Schwingung eines Peptidbindungsplittchens variieren,
sondern auch dessen Intensitét. Die verschiedenen Einfliisse auf Intensitdat und spektrale
Lage einer Schwingung wie der Amid-I Bande sind dabei im einzelnen [Bar02, Kri86:
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1. Die relative Dielektrizitdtskonstante ¢, des Losungsmittels. Durch Messung und

Berechnung der Amid-I Schwingung von N-Methylacetamid in verschiedenen Lo-
sungsmitteln mit unterschiedlichen Dielektrizitdtskonstanten konnten Torii et al.
die Abhéngigkeit der zentralen Schwingungsfrequenz dieser Schwingungsform von
e, zeigen [Tor98b). Je grofler die Dielektrizitédtskonstante des Losungsmittels, desto
niedriger die Schwingungsfrequenz der Amid-I Bande. In Argon-Matrix, welcher
eine relative Dielektrizitdtskonstante von ¢,=1,0 zugeordnet wurde, fanden sie ei-
ne Frequenz von 1708 cm™!. In Wasser mit einer relativen Dielektrizitdtskonstante
von 78,5 fanden sie eine Frequenz von 1628 cm™!. Die letztere Frequenzverschie-
bung von 80 cm ™! war gréfler als die berechnete von ca. 30 cm ™!, was die Autoren
auf einen zusétzlichen Effekt durch Bildung von Wasserstoffbriicken zum Losungs-
mittel erkldren.

. Die Anzahl und Stérke der Wasserstoffbriickenbindungen. In der Literatur wer-

den drei Bindungsméglichkeiten fiir Wasserstoftbriickenbindungen pro Peptidbin-
dungsplattchen diskutiert. Zwei davon am Carbonylsauerstoff und eine am Amid-
wasserstoff [Eat89]. Letztere hat auf die Frequenz der Amid-I Bande einen etwas
geringeren Einfluss, wie schon die kleinen spektralen Verdnderungen aufgrund der
Deuterierung an dieser Stelle zeigen. Zusétzlich muss zwischen intramolekularen
Wasserstoffbriicken und solchen zu Losungsmittelmolekiilen unterschieden werden
[Man03]. Dariiber hinaus unterscheiden sich auch die Wasserstoftbriickenbindun-
gen zu verschiedenen Losungsmitteln in ihrer Starke und Anzahl [Fre01, Van05].

. Kopplung der Ubergangsdipolmomente (engl. Transition Dipole Coupling, TDC).

Wenn ein Carbonyl-Oszillator angeregt ist, kann ein resonanter Energietransfer
stattfinden zu einem Carbonyl-Oszillator &hnlicher Frequenz. Ist dieser zweite Os-
zillator mehr als ca. 0,3 nm entfernt, kann diese Wechselwirkung im Rahmen einer
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Multipolentwicklung durch den jeweiligen Ubergangsdipol und deren Wechselwir-
kung untereinander angenidhert werden [Tor92]. Sind sich die wechselwirkenden
Ubergangsdipole niher als 0,3 nm, miissen Terme hoherer Ordnung beriicksichtigt
werden [Mor04]. Die Wechselwirkung wird in erster Naherung also iiber die aus
der Elektrostatik bekannte Beziechung der Wechselwirkungsenergie zweier Dipo-
le beschrieben. Dabei schlieft der Ubergangsdipolmomentvektor mit dem Vektor
vom Sauerstoff- zum Kohlenstoffatom der Carbonylgruppe einen Winkel von 20°
ein. Abhéngig von der Struktur des Peptids und damit der Lage seiner Carbonyl-
Oszillatoren zueinander dndert sich die Stéarke der Kopplung zwischen verschie-
denen Amid-I Schwingungen. Das Infrarotspektrum wird damit abhéngig von der
Struktur des Peptids [Bar02].

. Kopplungen iiber die Bindungen zu angrenzenden Atomgruppen. Torii et al. be-
rechneten die Abhéngigkeit der Amid-I Frequenz von den Dihedralwinkeln ¢ und
1 einer unendlich langen Peptidsequenz. Dabei fanden sie zusitzlich zur Uber-
gangsdipolmomentkopplung noch einen Effekt der Kopplung durch die Bindungen
zwischen néchstgelegenen Peptidbindungsplittchen [Tor98a]. Aber auch die Ab-
weichung der Peptidbindungsplattchen von ihrer Planaritdt durch sterische Ein-
schriankungen, wie sie in engen Turns eines S-Hairpins auftreten, kénnen zu einer
Rotverschiebung der Carbonylschwingung fithren [Jac95].

. Anharmonische Kopplungen zu anderen Normalmoden. Nur in harmonischer N&-
herung ist die Amid-I Schwingung als Normalmode nicht an Moden anderer Fre-
quenz gekoppelt. Durch Kopplungen an meist niederfrequente Moden kann es zu
einer Verschiebung der Zentralfrequenz der Amid-I Schwingung kommen. Steigt
die Temperatur, erhohen sich auch die Besetzungszahlen niederfrequenter Moden.
Durch entsprechende anharmonische Kopplung an die Amid-I Schwingung kann
sich dadurch auch deren Zentralfrequenz dndern, ohne dass sie selbst thermisch
angeregt sein muss, wie es am Beispiel von para-Nitroanilin gezeigt wurde [Sie05].

. Masseneinfliisse. Neben des schon diskutierten Austausches des Wasserstoffs am
Amidstickstoff durch Deuterium gibt es auch Moglichkeiten, gezielt Isotope wie 180
oder C in die Carbonylgruppe eines Amidbindungsplittchens einzufithren, um
damit die Frequenz der Amid-I Schwingung zu beeinflussen [Bre05b]. Durch geziel-
te Aufhebung von Kopplungen iiber solche Isotopeneffekte kénnen manche Infra-
rotspektren der nicht isotopenmarkierten Spezies erst richtig interpretiert werden
[Kub01].

Empirische Regeln zur Interpretation der Infrarotspektren von Proteinen

Die eingangs erwédhnte Korrelation zwischen Struktur des Proteins und seinem Infra-
rotspektrum und dort speziell seiner Amid-I Bande bezog sich auf die Bestimmung des
Gehalts an Sekundéarstrukturelementen. Durch Vergleich der Infrarotspektren von Pro-
teinen mit bekannter Struktur untereinander konnte man empirische Regeln aufstellen,
in welchen Bereichen Banden von a-Helices oder g-Faltblattern auftreten [Sin00, Jac95].
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Tabelle 4.3 gibt einen Uberblick iiber allgemein anerkannte Bandenzuordnungen zu Se-
kundérstrukturelementen in Proteinen.

Sekundérstruktur Amid-I Frequenz

anti-paralleles 3-Faltblatt, aggregierte Stringe | 1675 cm='-1695 cm ™!
310-Helix 1660 cm™'-1670 cm ™!
a-Helix 1648 cm~1-1660 cm ™!
ungefaltet 1640 cm™1-1648 cm ™!
[B-Faltblatt 1625 cm1-1640 cm ™!
aggregierte Striange 1610 cm~1-1628 cm™*

Tabelle 4.3: Korrelation zwischen Sekundéarstrukturelementen und Amid-1 Frequenz. Die angegebenen
Werte gelten fiir das Lésungsmittel Wasser. Tabelle nach [Jac95].

Tabelle 4.3 erweist sich als niitzlich, wenn man ein Spektrum eines Proteins unbekann-
ter Struktur interpretieren will. Meistens lédsst sich der Gehalt an Sekundéarstrukturele-
menten gut bestimmen. Diese Bandenzuordnungen verstehen sich nur als Orientierungs-
hilfen, die aber im Einzelfall unter Umsténden hinterfragt werden miissen. Will man die
Bandenzuordnungen aus Tabelle 4.3 als Interpretationshilfe fiir das Absorptionsspek-
trum des cis-Isomers des AzoTrpZip2 verwenden, muss man noch beriicksichtigen, dass
hier ein Austausch der Protonen des Peptidriickgrats durch Deuteronen stattfand. Dies
fithrt zu einer Rotverschiebung der Bandenlage der Amid-I Bande. Um nicht auch noch
weitere Einflilsse durch den Wechsel in das Losungsmittel Methanol-d4 diskutieren zu
miissen, sind in Anhang A die Spektren des AzoTrpZip2 in schwerem Wasser dargestellt.

Qualitative Interpretation des Infrarotspektrums des cis-AzoTrpZip2

Fiir eine Interpretation des Maximums der Amide-I’ Bande des AzoTrpZip2 bei
1676 cm~! in Methanol-d4 kénnen zwei Moglichkeiten diskutiert werden:

e Moglichkeit A Das Maximum bei 1676 cm ™! stammt hauptsichlich von der Ab-
sorption des ungefalteten Anteils des Ensembles aus cis-Isomeren. Die Ubergangs-
dipolmomentkopplung der Amid-I" Oszillatoren untereinander ist im ungefalteten
Zustand durch stidndige strukturelle Fluktuationen gering, weswegen die Oszilla-
toren alle gleichberechtigt sind und bei der gleichen Frequenz absorbieren. Dies
summiert sich zu einer ausgeprigten Bande bei 1676 cm™!.

e Moglichkeit B Aufgrund der geringen Abhéngigkeit des Maximums bei

1676 cm~! vom Loésungsmittel wird es von Amid-I" Oszillatoren hervorgerufen,
die nur schwache oder gar keine Wasserstoffbriicken aufweisen.

Es ist durchaus moglich, dass beide Moglichkeiten gleichzeitig richtig sind, denn sie
schlieflen sich gegenseitig nicht aus.
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Infrarotspektren von (-Hairpin Modellpeptiden in der Literatur

Strukturell am &hnlichsten zum AzoTrpZip2 ist das Modellpeptid trpzip2, dessen
Primérstruktur in Abbildung 4.6(b) gezeigt wird. Eine Valenzstrichformel des ace-
tylierten Derivats, des Ac-trpzip2, zeigt Abbildung 4.4. Die urspriinglich mit NMR-
Spektroskopie charakterisierte Variante ist das amidierte Peptid trpzip2 mit freiem N-
Terminus [Coc01]. Bei diesem Peptid geht man davon aus, dass es bei Zimmertemperatur
in wissriger Losung zu nahezu 100 % gefaltet auftritt. Abbildung 4.26 zeigt zwei unter
vergleichbaren Bedingungen in schwerem Wasser gemessene Sétze von Absorptionsspek-
tren des trpzip2 in Abhéngigkeit von der Temperatur. Vergleicht man die Spektren bei
Zimmertemperatur, so stellt man fest, dass beide Spektren Absorptionsbanden bei ca.
1670 ecm™t und 1630 cm™! bis 1635 cm™! besitzen. Jedoch stimmen die Intensitéits-
verhéltnisse der Banden nicht iiberein, was die beiden Spektren sehr unterschiedlich
aussehen lésst.
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(a) Infrarotspektrum des trpzip2 nach (b) Infrarotspektrum des trpzip2 nach
Smith et al. [Smi05]. Abdruck mit freund- Yang et al. [Yan04b]. Abdruck mit freund-
licher Genehmigung des Verlags: Copyright licher Genehmigung des Verlags: Copy-
American Chemical Society (2005). right Elsevier (2004).

Abbildung 4.26: Infrarotspektrum des trpzip2 aus der Literatur. Bei der rechten Grafik betragt der Tempe-
ratursprung zwischen benachbarten Kurven 10 °C. In beiden Fillen handelte es sich um das amidierte Peptid
trpzip2 mit freiem N-Terminus. Die Losungsmittelbedingungen waren ebenfalls gleich: Losungsmittel war in
beiden Fillen schweres Wasser bei einem p?H-Wert von 7, der iiber einen Phosphatpuffer (50mM) eingestellt
war. Smith et al. geben jedoch an, besonderes Augenmerk auf die Entfernung von Trifluoressigsdureresten
aus der Synthese gelegt zu haben. Das beobachtete Maximum bei ca. 1670 cm~! im Spektrum von Yang
et al. kdnnte also von solchen Verunreinigungen stammen [Dye04].

Wang et al. haben ein Infrarotabsorptionsspektrum des Ac-trpzip2 bei einer Tem-
peratur von 5,8 °C gemessen, das jedoch ansonsten unter vergleichbaren Bedingungen
entstand wie die Spektren in Abbildung 4.26. Es zeigt ein Absorptionsmaximum bei
1633 cm ™! mit einer Schulter bei 1672 cm™' [Wan04]. Es stimmt also in etwa mit dem
von Smith et al. gemessenen iiberein. Da die Acetylierung des N-Terminus keinen all-
zu groffen Einfluss auf das Infrarotspektrum haben sollte, scheint das von Smith et
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al. gemessene Spektrum das vertrauenswiirdigere zu sein. Im Spektrum von Yang et al.
kénnten Verunreinigungen aus der Synthese fiir das Bandenmaximum bei ca. 1670 cm ™!
verantwortlich sein [Dye04], zumal deren Peptidprobe nur zu 90 % Reinheit aufgereinigt
wurde [Yan04b]. Smith et al. fithren die intensivere der beiden Banden in ihrem Spek-
trum des trpzip2 auf Eigenzusténde zuriick, bei denen gleichphasige Schwingungen von
Carbonyl-Oszillatoren auf gegeniiberliegenden Stringen auftreten. Zusétzlich sind die
Schwingungen der auf dem Riickgrat benachbarten Carbonyl-Oszillatoren ebenfalls in
Phase. Die zweite Bande erkliren sie durch gleichphasige Schwingungen benachbarter
Carbonyl-Oszillatoren auf einem Strang, jedoch durch gegenphasige Schwingungen der
Ostzillatoren auf unterschiedlichen Stréngen. Die spektrale Form der Absorption des trp-
zip2 im Bereich der Amid-I" spricht fiir Moglichkeit A, wenn man Losungsmitteleffekt
zunachst auler Acht lasst. Denn Moglichkeit A erklart das beobachtete Maximum bei
1676 cm~! mit dem ungefalteten Anteil. Die beobachtete Schulter und ein gewisser Teil
der Bande bei 1676 cm™' kann gut mit dem Spektrum aus Abbildung 4.26(a) erkldrt
werden.

Maness et al. beobachten bei zyklischen (-Hairpin Modellpeptiden ebenfalls eine
intensive hochfrequente Bande (1658 cm™!) im Amid-I’ Bereich mit einer Schulter
bei 1636 cm~!. Die niederfrequente Schulter ordnen sie nach innen gerichteten intra-
molekular wasserstoffverbriickten Carbonylgruppen zu. Den hochfrequenten Anteil in-
terpretieren sie mit nach auflen gerichteten Carbonylen, die Wasserstoftbriickenbindun-
gen zum Losungsmittel unterhalten [Man03]. Moglichkeit B von Seite 76 ist diesem
Interpretationsansatz angelehnt.

Besonderheiten des Losungsmittels Methanol-d4

Obige Betrachtungen wurden aufgrund von Spektren gewonnen, die zumeist im Lo-
sungsmittel DoO gemessen waren. Jetzt soll der Versuch unternommen werden, das
Infrarotspektrum des cis-AzoTrpZip2 im Bereich der Amid-I’ Bande aus den Spektren
seiner Bestandteile aufzubauen, wobei die Seitenketten der Aminoséduren vernachlassigt
werden, da sie keine starken Absorptionsbanden zwischen 1600 cm~! und 1700 cm™*
aufweisen. Abbildung 4.27 zeigt die Valenzstrichformeln des Chromophors Azobenzol,
das den Loop bildet, und des N-Methylacetamids. Letzteres dient als Modellsubstanz
zur Représentation eines Peptidbindungspléttchens.

Im Falle des photostationdren Gleichgewichts des cis-Isomers des Azobenzols in
Methanol-d4 kann von einem maximalen trans-Anteil von ca. 10 % ausgegangen werden.
Das in Abbildung 4.28(a) gestrichelte Spektrum zeigt also im wesentlichen die Banden
des cis-Isomers. Der Infrarotiibergang der NN-Streckschwingung der Azokupplung ist im
trans-Isomer aus Symmetriegriinden verboten, so dass er nur im Infrarotspektrum des
cis-Isomers bei 1512 cm ™! auftritt. Die Differenzspektren im unteren Teil der Abbildung
zeigen die erwartete Symmetrie zur Nulllinie, was einen zyklischen Prozess andeutet.
Azobenzol besitzt selbst keine Banden im Bereich 1600 cm™! bis 1700 cm™.

Das Absorptionsspektrum von N-Methylacetamid (siehe Abbildung 4.28(b), oberer
Teil) besitzt eine Doppelstruktur mit Maxima bei 1630 cm™" und bei 1650 cm ™!, wel-
che sich auch deutlich als Minima in der zweiten Ableitung findet. Die auf Eaton et
al. zuriickgehende Erklirung besagt, dass die Bande bei 1650 cm™! einem einfach was-
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Abbildung 4.27: Valenzstrichformeln von wichtigen Untereinheiten des AzoTrpZip2. Dargestellt sind der
Chromophor Azobenzol, der im Bereich des Loops liegt. Das Molekiil N-Methylacetamid gilt als Prototyp
fiir ein Peptidbindungsplattchen, da es ebenfalls einen partiellen Doppelbindungscharakter der CN-Bindung
aufweist.

Infrared spectra of azobenzene Infrared spectrum of N-Methylacetamide
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(a) Absorptions- und Differenzspektrum des Azo- (b) Absorptionsspektrum des N-Methylacetamids
benzols in Methanol-d4 in Methanol-d4 und dessen zweite Ableitung

Abbildung 4.28: Absorptionsspektren des Azobenzols und des N-Methylacetamids in Methanol-d4. Im
unteren Teil der linken Abbildung sind die Differenzspektren aufgrund der Isomerisierung von trans-Azobenzol
nach cis-Azobenzol bzw. umgekehrt dargestellt. Die zweite Ableitung des Spektrums von N-Methylacetamid
im unteren Teil der rechten Abbildung zeigt im Bereich der Amid-I' genau zwei Minima bei 1630 cm~! und
bei 1650 cm~!.

serstoffverbriickten Molekiil entspricht. Dem Absorptionsmaximum wird eine zweifache
Wasserstoftbriicke des Carbonyl-Sauerstoff zum Losungsmittel zugeordnet [Eat89].

Eine alternative Erkldrung fiir die Doppelstruktur der Amid-I Bande des N-
Methylacetamids wird von Hummel et al. vorgeschlagen. Sie fanden im Losungsmit-
tel CCly bei Zimmertemperatur eine signifikante Population des cis-Isomers des N-
Methylacetamids beziiglich der CN-Bindung. Eine dichtefunktionaltheoretische Berech-
nung mit dem Funktional BP86 und dem Basissatz 6-31G** fiir den Fall des undeute-
rierten N-Methylacetamids ergibt Frequenzen von ca. 1731 ecm™! fiir das trans-Isomer
und 1738,4 cm ™! fiir das cis-Isomer. Banden im spektralen Abstand von 9 cm~! wurden
von Hummel et al. beobachtet und den jeweiligen Isomeren zugeordnet [Hum83].

Im Falle des deuterierten N-Methylacetamids ergab eine entsprechende dichtefunk-
tionaltheoretische Berechnung nur noch einen Abstand von 2 cm™! zwischen den Amid-
I’ Banden des cis- und trans-Isomers. Es ist also unwahrscheinlich, dass im Fall des in
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Abbildung 4.28(b) gezeigten Spektrums die Aufspaltung von 30 cm™' auf ein Isomeren-
gemisch allein zuriickzufiithren ist. Auch Kwac et al. benotigten bei ihrer theoretischen
Berechnung der Bandenform des N-Methylacetamid in Methanol zwei verschiedene Sol-
vatisierungsstrukturen [Kwa05]. Aufierdem ist zu beriicksichtigen, dass die Peptidbin-

dungspléttchen in Proteinen und Peptiden nur in Ausnahmefillen als cis-Isomer vorlie-
gen [Fis00].

Wiren die Infrarotspektren rein additiv, miissten sich die Spektren des cis-AzoTrpZip2
und des cis-Ac-Glu-AMPP-Lys-NHy durch rechnerisch richtiges Addieren der skalierten
Spektren des Azobenzols und des N-Methylacetamids aus Abbildung 4.29 berechnen
lassen. Speziell im Bereich der Amid-I’ Bande ist dies jedoch nicht mdoglich, da hier
Kopplungen der Carbonyl-Oszillatoren untereinander und die Umgebungseinfliisse eine
wichtige Rolle spielen.
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0.000 . },’ ~| IIP‘ Abbildung 4.29: Zusammenstellung von Ab-
r ] sorptionsspektren der cis-lsomere des AzoTrpzip2,
0.02 des Referenzpeptids und des Azobenzols. Im unte-
ren Abschnitt ist das Absorptionsspektrum des N-
0.00 Mehtylacetamids gezeigt. Die Spektren sind jeweils in

Methanol-d4 gemessen und so skaliert, dass sie einer
Molekiileinheit, bezogen auf die Absorption des cis-
AzoTrpZip2, entsprechen.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass ein genaues Verstdndnis des Ab-
sorptionsspektrums des cis-AzoTrpZip2 im Bereich seiner Amid-I’ Bande noch fehlt.
Jedoch steht fest, dass der Bereich der Schulter der Amid-I’ Bande um 1648 cm™! ent-
scheidend mit der S-Hairpin Struktur zusammenhéngt, was aus den hier beobachteten
starken Anderungen in den Differenzspektren folgt. Diese Information wird sich als wert-
voll erweisen bei der Interpretation der zeitaufgelosten Daten zur Peptiddynamik des
AzoTrpZip2.
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4.5 Spektroskopie des AzoTrpZip2 in Abhangigkeit von
der Temperatur

In den vorherigen Abschnitten waren alle dargestellten Messungen bei Zimmertempera-
tur (ca. 25 °C) durchgefiihrt worden, wenn nicht anders angegeben. Da der Faltungsgrad
eines Peptids im allgemeinen abhéngig von der Temperatur ist, kann versucht werden,
das Gleichgewicht zwischen gefaltetem und ungefaltetem Peptid durch Anderung der
Temperatur zu verschieben. Als Messgrofien fiir den Faltungsgrad werden im folgenden
der Circulardichroismus und die Infrarotspektroskopie vorgestellt.

4.5.1 Circulardichroismus in Abhdngigkeit von der Temperatur

Im Losungsmittel Wasser konnte fiir beide Isomere des AzoTrpZip2 bereits gezeigt wer-
den, dass ein Aufschmelzen der jeweiligen Strukturen zu hoéheren Temperaturen hin
stattfindet [Don06]. Als Schmelztemperatur fiir das cis-Isomer des AzoTrpZip2 wurde
25 °C angegeben. Abbildung 4.30 zeigt das Circulardichroismussignal der Bande bei
228 nm in Abhéngigkeit von der Temperatur im Losungsmittel Methanol. Tendenziell
zeigt es ein dhnliches Verhalten wie das Signal in Wasser, jedoch fehlen die ausgeprigten
Plateaus, die auf ein vollstiandig gefaltetes bzw. entfaltetes Peptid hinweisen.
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Abbildung 4.30: Circulardichroismussignal des cis-
AzoTrpZip2 in der Bande bei 228 nm in Abhingig-
1 keit von der Temperatur, aufgenommen von Markus L&-
weneck. Die offenen Kreise entsprechen den Messpunk-
ten in einem Temperaturbereich zwischen -8 °C und
55 °C. Die Anpassung mittels einer Boltzmann-Kurve
(durchgezogene Linie) setzt die Giiltigkeit eines Zwei-
Zustandsmodells voraus, das von den Zustdnden des ge-
falteten und ungefalteten Peptids ausgeht.
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Eine Andeutung eines Abflachens der Kurve ist jedoch an beiden Enden des aufge-
nommenen Temperaturbereichs erkennbar. Deswegen kann der Versuch unternommen
werden, die Kurve mittels einer Boltzmannfunktion (siehe Gleichung 4.2) anzupassen.
Voraussetzung dafiir ist die Anwendbarkeit eines zwei-Zustandsmodells (siehe auch 2.1).
Gleichung 4.2 stellt den Fall verschwindender Anderungen der Wirmekapazitiit des Pep-
tids ACp = 0 durch den Ubergang vom gefalteten in den ungefalteten Zustand dar
[Min94].

A — A
e (o ()

Dabei bezeichnen A, die Amplitude des CD-Signals des ungefalteten Peptids und A; die-
jenige im vollstéandig gefalteten Fall. T;, ist die sogenannte Schmelztemperatur, bei der

CDsignal (T) -

+ A, (4.2)
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sich die gefalteten wie auch die ungefalteten Anteile die Waage halten. Mit AH,,, kann
aus dieser Anpassung auch die Schmelzenthalpie gewonnen werden. Die zur gezeigten
Anpassung gehoérenden Werte fiir diese Parameter sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst.
R =28, 3143% bezeichnet die allgemeine Gaskonstante.

Parameter | Wert

Aq 90000
Ay -4700
AH,, 37,8 £L
T 294 K

Tabelle 4.4: Ergebnisse fiir die Paramter der Boltzmann-Anpassung des Circulardichroismus-Signals der
Bande bei 228 nm. Die beiden Amplituden besitzen keine Einheitsbezeichnung.

Die Schmelzentropie kann ebenfalls berechnet werden:

—AHm—1285 J
T, T TmolK

AS,, (4.3)

Die so erhaltenen Werte konnen in Beziehung gesetzt werden zu den Werten von
Cochran et al., die sie fiir das Modellpeptid trpzip2 im Losungsmittel Wasser gemessen
haben [Coc01]. Bei ihrer Anpassung wurde aber noch eine Anderung der Wirmekapazi-
tit von ACHP*P? =1, 2-EL- berticksichtigt. Thre Schmelztemperatur liegt mit ca. 72 °C
deutlich {iber derjenigen fiir cis-AzoTrpZip2. Mit ASP=P2 = 204—2— ist die Schmelzen-
tropie vergleichbar mit der fiir den cis-AzoTrpZip2 bestimmten. Die Schmelzenthalpie

AH!P#2 — 70, 257 hat etwa den doppelten Wert als die des cis-AzoTrpZip?2.

mol

4.5.2 Infrarotspektroskopie in Abhdngigkeit von der Temperatur

Durch Messung von Infrarotspektren des cis-AzoTrpZip2 in Methanol-d4 in Abhéngig-
keit von der Temperatur wurde versucht, obige Messungen zu ergédnzen. Hier tritt je-
doch zusétzlich der Effekt auf, dass die Absorptionsspektren des reinen Losungsmittels
Methanol-d4 bereits stark von der Temperatur abhédngen. Um diesen Einfluss korrigieren
zu konnen, bendtigt man zu jeder Temperatur, bei der die Losung des cis-AzoTrpZip2
gemessen wurde, ein Infrarotspektrum des Losungsmittels. Realisiert wurde dies, indem
man zunéchst einen vollen Temperaturzyklus ausgehend von Zimmertemperatur bis -8
°C, von dort nach +45 °C und wieder zuriick mit einer Kiivette durchgefiihrt hat, die
nur das reine Losungsmittel enthielt. Darauf wurde in derselben Kiivette ein mdéglichst
identischer Temperaturzyklus der Losung aus trans-AzoTrpZip2 gemessen (siehe Ab-
bildung 4.31(b)). Zuletzt wurde durch Belichten das photostationédre Gleichgewicht des
cis-Isomers hergestellt und dieses einem Temperaturzyklus unterzogen, wobei die Spek-
tren aus Abbildung 4.31(a) entstanden, die bereits auf Losungsmitteleinfliisse korrigiert
sind.

Auffillig ist zunéchst die Ahnlichkeit der Differenzspektren in den unteren Teilen
der Abbildungen zwischen den cis- und trans-Isomeren. Abgesehen von dem Bereich
der Bande um 1625 cm™~! scheinen Temperaturinderungen dhnliche Auswirkungen auf
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IR spectra of cis-AzoTrpZip2 at diff. temperatures IR spectra of trans-AzoTrpZip2 at diff. temperatures

O2F T T A T 303K
D —————
c I ==\
<
0.0F } } '\'----:-A: -A: 4 +—it } :
8 20F '/' ‘\‘ ...... 2575K ' '302.3K ] 8 20r ,/ \ ----- Azsg,e K'A297.4 K|
= 10F /./ \\ ’/\‘ 324.4 K \302.3 K = 10 ~ N TN MK aer.a T
~  Op==7 v X aand] ~ Op-—- - Mg Y]
"""" I cetmree, ’\./’, (N
% -10F . e ' 'I ) e % —10-_ et '_ "I ) e
1600 1650 1709 1750 1600 1650 1709 1750
Wavenumber / cm’ Wavenumber / cm’

(a) Absorptions- und Differenzspektren des cis- (b) Absorptions- und Differenzspektren des trans-
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Abbildung 4.31: Absorptions- und Differenzspektren des cis- und trans-AzoTrpZip2 in Abhingigkeit von
der Temperatur. Im oberen Teil der Abbildungen sind jeweils die Absorptionsspektren des entsprechenden
Isomers in Abhangigkeit von der Temperatur gezeigt. Der Referenzpunkt ist jeweils etwa bei Zimmertem-
peratur (durchgezogene Linie). Die strichpunktierte Linie steht fiir das Spektrum heiBerer Molekiile und die
gepunktete Linie fiir das kalterer Molekiile. Im unteren Teil der Abbildungen sind jeweils die Differenzen zum
Referenzpunkt bei Zimmertemperatur dargestellt. Leider weisen beide Messungen eine zusatzliche Bande bei
1625 cm~! auf, die einer Aggregation mehrerer Molekiile zugeordnet werden kann. Alle gezeigten Spektren
sind auf Losungsmitteleinfliisse bei der entsprechenden Temperatur korrigiert.

die Infrarotspektren beider Isomere des AzoTrpzip2 zu haben. Fiihrt man bei allen in
den oberen Teilen der Abbildungen 4.31(b) und 4.31(a) gezeigten Spektren eine Anpas-
sung mittels der Summe dreier lorentzférmiger Funktionen analog zu Abbildung 4.24(a)
durch, so erhélt man fiir jeweils steigende Temperaturen gesprochen folgendes Bild:

1. Die Bande bei 1676 cm ™! verdndert ihre zentrale Frequenz um weniger als 0,5 cm ™!

und erfahrt lediglich eine Verbreiterung iiber den gesamten Temperaturbereich.

2. Die zentrale Frequenz der Schulter um 1647 cm ™! steigt um einige Wellenzahlen,
wobei deren Breite bei Zimmertemperatur jeweils ihr Maximum hat.

3. Die dritte Lorentzkurve dient der Anpassung der Bande bei 1625 cm ™! und weist
eine Verbreiterung mit steigender Temperatur auf.

Betrachtet man in Abhé#ngigkeit von der Temperatur das Infrarotspektrum eines
Molekiils wie para-Nitroanilin, das keine Strukturdnderungen aufgrund von Tempera-
turverdnderungen erwarten lésst, so beobachtet man ebenfalls Bandenverschiebungen
und -verbreiterungen [Sie05]. Die beobachteten Verdnderungen der Infrarotspektren des
AzoTrpZip2 in Abhéngigkeit von der Temperatur lassen also nicht direkt auf struktu-
relle Anderungen schliefen. Dennoch schlugen Maness et al. vor, die Absorptionsinde-
rungen bei einer Wellenldnge aufgetragen in Abhéngigkeit von der Temperatur dhnlich
anzupassen, wie dies fiir die Circulardichroismussignale in Abbildung 4.30 geschehen ist
[Man03]. Abbildung 4.32 zeigt fiir das cis-Isomer des AzoTrpZip2 die Absorptionsénde-
rungen aufgetragen gegen die Temperatur. Jedoch sind keine signifikanten Andeutungen
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eines Knicks oder eines Plateaus erkennbar. Fine Anpassung dieser Daten mit Hilfe von
Gleichung 4.2 unterblieb deshalb.

Abbildung 4.32: Absorptionsidnderungen des cis-
AzoTrpZip2 in Methanol-d4 bei 1675 cm™! in Ab-
hangigkeit von der Temperatur. Der Referenzpunkt ist
Absorption change vs. Temp. of cis-AzoTrpZip2 302.3 K, an dem die Absorption willkiirlich auf Null

" | Y f z " gesetzt wurde. Zunichst wurde von diesem Tempe-
5 005k f ﬁzgltli?% ]:crrgm 302.3Kto 257'?- K 5_ raturreferenzpunkt aus auf 257,5 K abgekiihlt (offene
@ 2575 K to 324.4 K " Dreiecke). Darauf wurde aufgeheizt bis 324,4 K (ge-
- L o cooling from 3 ] schlossene Quadrate). Durch Abkiihlen auf 302.3 K
5 3244Kt03023K o (offene Kreise) wurde wieder der Ausgangspunkt er-
2 000} N - 4 reicht. Die kleine Hysterese bei hoheren Temperatu-
e A0 ren liegt wohl an einem Fehler in der Zuordnung der
© Aﬂﬁ { Temperaturen zu den Absorptionswerten im Falle des
3 a* Aufheizens. Die gezeigten Daten in dieser Abbildung

sind nicht auf Losungsmitteleinfliisse korrigiert. Das
Losungsmittel zeigt jedoch ein dhnlich lineares Ver-
halten, jedoch mit einer etwas anderen Steigung.

. 5 i 1 i 1 i 1 i
0.0030 0.0032 0.0034 0.0036
1/Temperature / K

Selbst ein sigmoidaler Kurvenverlauf wiirde nicht unbedingt auf einen Schmelziiber-
gang schlieffen lassen, da er auch entstiinde, wenn man die Absorptionsédnderungen in
der Flanke einer Bande aufnimmt, die sich mit der Temperatur verbreitert. In der Lite-
ratur werden deshalb verschiedene Vorgehensweisen eingesetzt, um aus Infrarotspektren
auf ein Schmelzen eines Peptids zu schliefen. Wang et al. werten aus ihren gemessenen
Infrarotspektren in Abhéngigkeit von der Temperatur nur die hochfrequente Flanke der
Amid I’ Bande aus und bertiicksichtigen dabei noch die Bandenverbreiterung der gesam-
ten Amid-I’ Bande [Wan04]. Yang et al. tragen das Verhéltnis von zweiter und erster
Singularwertkomponente der Amid-I’ Bande gegen die Temperatur auf und finden so
zumindest ein Plateau dieser Kurve bei niedrigen Temperaturen fiir den trpzip2 gelost
in schwerem Wasser [Yan04b]. Smith et al. konnten jedoch mittels zweidimensionaler
Infrarotspektroskopie zeigen, dass selbst bei hohen Temperaturen (82 °C) noch viel von
der S-Hairpin Struktur des trpzip2 erhalten bleibt [Smi05, Smi07a]. Dariiber hinaus fan-
den sie eine dhnliche Temperaturabhéngigkeit ihres Infrarotspektrums des trpzip2 (siehe
Abbildung 4.26(a)) wie fiir das Modellpeptid AzoTrpZip2 beobachtet: Thre Bande um
1640 cm ™! erfihrt ebenfalls eine Blauverschiebung, wohingegen sich die hochfrequente
Bande bei ca. 1675 cm ™! kaum veriindert.

Auch wenn ein Schmelzen des AzoTrpZip2 hier mittels Infrarotspketroskopie nicht
eindeutig nachgewiesen werden konnte, deuten die Circulardichroismusdaten doch auf
einen Schmelziibergang hin.
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5 Peptiddynamik und Faltungsvorgange im
#-Hairpin Modellpeptid AzoTrpZip2

Durch optische Anregung mit einem Lichtimpuls kann eine Isomerisierung des im Mo-
dellpeptid AzoTrpZip2 eingebauten Photoschalters AMPP ausgelost werden. Daraufhin
muss sich das Peptidriickgrat auf die neue Konformation des Photoschalters anpassen.
Diese strukturellen Anderungen im Peptidriickgrat werden durch Aufnahme von Infra-
rotspektren mittels eines Abtastimpulses im Bereich der Amid-I’ Bande nachgewiesen.
Die Isomerisierung des Photoschalters kann durch einen Abtastimpuls im sichtbaren
Spektralbereich beobachtet werden. Der Isomerisierung von cis nach trans entspricht
hierbei die Entfaltung der -Hairpin Struktur. Die Faltung wird durch Schalten von
trans nach cis ausgelost.

In Kapitel 5.1 wird zunéchst auf die Isomerisierung des Photoschalters und dessen
Beobachtung mittels sichtbaren Abtastimpulsen eingegangen. Kapitel 5.2 geht dann auf
die Reaktion des Peptidriickgrats nach Isomerisierung des Photoschalters von cis nach
trans ein und gibt Einblicke in die Entfaltungsdynamik der S-Hairpin Struktur des hier
untersuchten Modellpeptids AzoTrpZip2. Kapitel 5.3 befasst sich mit den Daten zur
Faltungsdynamik der S-Hairpin Struktur.

5.1 Zeitaufgeloste Untersuchungen der Isomerisierung
des Chromophors AMPP

Ziel der folgenden Messungen ist es festzustellen, auf welchen Zeitskalen der Photo-
schalter AMPP seine Isomerisierung nach Photoanregung ausfithrt. Erst wenn diese
Isomerisierungsbewegung abgeschlossen ist, kann davon ausgegangen werden, dass die
nachfolgend beobachteten Prozesse allein durch die Peptiddynamik hervorgerufen wer-
den. Die Aufklarung des Isomerisierungsmechanismus des AMPP stand hierbei nicht im
Vordergrund. Diskutiert werden hier eine Inversionsbewegung, bei der ein Phenylring
des Azobenzolschalters durch Verdnderung des N=N-C Winkels nahezu in der Ebene
bewegt wird, bis die Geometrie des cis-Isomers erreicht wird. Ein weiteres Modell sagt
eine Rotation eines Phenylrings voraus. Fiir eine Zusammenfassung der aktuellen Dis-
kussion sei auf [Sat04a] verwiesen.

Die Ahnlichkeit der Spektren des Azobenzols und des AMPP im ultravioletten und
sichtbaren Spektralbereich liefert einen Hinweis darauf, dass im AMPP die Substitution
des Azobenzols an den beiden meta-Positionen mit jeweils einer Methylengruppe und die
daran anhéngenden Peptidketten keinen allzu grofien Einfluss auf den Chromophor Azo-
benzol besitzen. Azobenzol selbst wurde bereits im Rahmen einiger Doktorarbeiten auf
seine Eignung hin untersucht, als Photoschalter in Peptiden zu dienen [Ndg98, Spo01].
Grundsétzlich zu unterscheiden gilt es hier zwischen der Isomerisierung von cis nach
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trans und der umgekehrten Richtung. Zusatzlich bestehen Unterschiede zwischen einer
Anregung in der m7*-Bande um 320 nm und der n7*-Bande um 430 nm. Thomas Nége-
le konnte fiir Azobenzol gelost in Ethanol nach Anregung der nm*-Bande (bei 435 nm)
Zeitkonstanten von 0,32 ps und 2,1 ps fiir die Isomerisierung von trans nach cis finden.
Fiir die inverse [somerisierungsrichtung wurden drei Zeitkonstanten von 0,17 ps, 0,9 ps
und etwa 13 ps gefunden. Zusétzlich wurde bei der Anpassung eine Absorptionsinde-
rung im Spektrum mit einer sehr groffen Zeitkonstante (7 >>1 ns) wegen der Erzeugung
des jeweiligen Photoprodukts aufgrund der Isomerisierung beriicksichtigt [N4g98]. Die
Anregung in der n7*-Bande mit Anregimpulsen bei 340 nm wurde von H. Satzger an
Azobenzol in Ethanol untersucht. Fiir die trans nach cis Isomerisierung fand er neben der
Anderung des Spektrums aufgrund des erzeugten Photoprodukts vier Zeitkonstanten:
0,13 ps, 0,43 ps, 2,7 ps und 17 ps [Sat04a)].

Um jedoch die Einfliisse des Losungsmittels und der Substitution des Azobenzols
unter den gleichen Bedingungen zu untersuchen, unter denen auch die Experimente
zur Beobachtung der Faltungsprozesse mittels infraroten Abtastimpulsen durchgefiihrt
wurden, wurde die gleichen Anregungsbedingungen auch bei Messungen im sichtbaren
Spektralbereich angewendet.

Die experimentelle Zeitauflosung betriagt bei den gezeigten Daten zwischen 0,2 ps
und 0,3 ps. Bei jeder Messung wurde zusétzlich das reine Losungsmittel unter gleichen
Anregungsbedingungen gemessen. Das Losungsmittel zeigte jedoch nur schwache Signa-
le um den Zeitnullpunkt. Eine Losungsmittelkorrektur der zeitaufgelosten Datensétze
im sichtbaren Spektralbereich erwies sich deswegen als unnétig. Die Wellenldngenab-
héngigkeit des Zeitnullpunkts aufgrund der Dispersion, die der Abtastimpuls erfahren
hat, wurde in allen Datensétzen korrigiert. Die gemessenen Datenséitze wurden in ei-
nem Zeitbereich von 0,5 ps bis 1600 ps durch eine Funktion aus der Summe von drei
bis vier exponentiellen Zerfallen, welche mit einer konstant gehaltenen Kreuzkorrelation
von 0,2 ps gefaltet ist, angepasst. Das Ziel dieser Anpassung lag darin, die Datensétze
durch Amplitudenspektren und zugehorige Zeitkonstanten zu reprisentieren, um sie mit
anderen, auf dhnliche Weise angepassten Datensédtzen zu vergleichen.

5.1.1 Anregung bei 404 nm, Isomerisierung von trans nach cis

Da aus der Literatur iiber Azobenzol bekannt ist, dass die Quantenausbeuten der Isome-
risierung fiir Anregung in die n7*-Bande grofler sind als fiir Anregung in die 77*-Bande,
wurden als Anregungswellenldnge fiir die Auslosung der Peptidfaltungsvorginge Werte
in der Néhe des Maximums der n7*-Bande um 435 nm angestrebt [Bor79]. Die zwei-
te Harmonische des Titan-Saphir-Verstéirkers bei 404 nm bietet sich deswegen an, da
durch die gute Konversionseffizienz der Erzeugung der zweiten Harmonischen hier ge-
niigend Anregungsenergie zur Verfiigung steht. Dies kompensiert den Effekt, dass bei
dieser Wellenlénge die Absorption des trans-Isomers des AzoTrpZip2 nur noch ca. 70 %
des Maximums der nr*-Bande betrigt. Abbildung 5.1 gibt einen Uberblick iiber die
gewonnenen Daten zur Dynamik des trans-AzoTrpZip2 und des Referenzpeptids Ac-
Glu-AMPP-Lys-NH; nach Anregung bei 404 nm.

In der hier vorgestellten transienten Absorptionsspektroskopie im sichtbaren und zum
Teil ultravioletten Spektralbereich kann man prinzipiell zu frithen Verzoégerungszeiten
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drei verschiedene Signalbeitrige erwarten. Absorptionsabnahmen stammen entweder
von einem Ausbleichen des Grundzustands oder rithren von einer stimulierten Emis-
sion aus einem angeregten elektronischen Zustand her. Absorptionszunahmen werden
hingegen durch die Absorption des elektronisch angeregten Zustandes in hohere ange-
regte Zustinde verursacht. Zusétzlich konnen noch Kiihlsignaturen beobachtet werden,
deren Ursache in der Energieumverteilung innerhalb des angeregten Molekiils und in
der Energieabgabe an das Losungsmittel begriindet liegt. Die Kiihlsignaturen rufen sig-
moidale Kurvenformen in den transienten Spektren und den Amplitudenspektren der
globalen Anpassung hervor. Ein letzter Signalbeitrag in den hier vorgestellten Daten
findet seine Ursache in der Photoproduktbildung aufgrund der Isomerisierung. Dieser
Beitrag ist gekennzeichnet durch eine Signatur, die mit dem stationdren Differenzspek-
trum der isomerisierenden Spezies {ibereinstimmt.

In den in Abbildung 5.1 gezeigten Daten findet man jedoch zu frithen Verzégerungszei-
ten nur Absorptionszunahmen bei beiden Modellpeptiden, dem AzoTrpZip2 und dem
Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs. Eine stimulierte Emission kann nicht eindeutig identifiziert
werden. Aus ihr liefle sich direkt die Lebensdauer des elektronisch angeregten Zustandes
erschliefen. Diese Lebensdauer muss daher indirekt aus dem Zerfall der Absorption des
angeregten Zustandes ermittelt werden. Bei beiden Modellpeptiden weist diese Absorp-
tion zwei Banden auf, eine um 380 nm und eine bei ca. 530 nm. Die Photoproduktbildung
fithrt in beiden Féllen zu Zuriickbleiben des Ausbleichens der wn*-Bande unterhalb von
380 nm bei Verzogerungszeiten von mehr als einigen 10 ps. Im Falle des Referenzpeptids
ist auch noch eine Absorptionszunahme aufgrund Photoproduktbildung im Bereich der
nm*-Bande (bei 435 nm) erkennbar.
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Abbildung 5.1: Dreidimensionale Darstellung der Absorptionsdnderungen des AzoTrpZip2 und des Refe-
renzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NH5 beim Konformationswechsel vom trans- in das cis-lsomer beobachtet
im sichtbaren Spektralbereich ausgelost durch Anregimpulse bei 404 nm. Die Zeitachse ist zwischen -1 ps
und 1 ps linear und von dort an logarithmisch. Absorptionszunahmen sind mit rétlichen Farben, -abnahmen
mit blauen Farbtonen kodiert. Fiir jede gemessene Transiente wurde eine schwarze Linie eingezeichnet. Im
Bereich der Anregung um 404 nm waren die Messdaten aufgrund des Streulichts aus den Anregimpulsen
nicht verwendbar.
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Zunichst fallt auf, dass die induzierte Absorption um 380 nm im Falle des AzoTrpZip2
deutlich geringer ausfallt als in dem Datensatz zum Referenzpeptid. Die induzierte Ban-
de bei 530 nm hingegen ist beim AzoTrpZip2 intensiver und spektral breiter und zeigt
auch einen verlangsamten, nicht exponentiellen Zerfall. Bis 100 ps sind die wesentlichen
Prozesse im AzoTrpZip2 jedoch abgeschlossen. In der Zeit zwischen 20 ps und 100 ps
gibt es noch schwache, aber deutlich sichtbare Signalbeitrédge in den Banden um 530 nm
und um 400 nm. Im Fall des Referenzpeptids entspricht das transiente Spektrum bei
20 ps bereits dem stationdren Differenzspektrum.

Abbildung 5.2 zeigt einen Uberblick iiber die Amplitudenspektren, die durch die glo-
bale Anpassung der beiden Datensitze gewonnen wurden. Eine Zeitkonstante wurde
jeweils auf einen Wert von 107 ps gesetzt (infinity). Das dieser Zeitkonstante entspre-
chende Amplitudenspektrum tréagt der Bildung des Photoprodukts durch den Anregim-
puls Rechnung.

Azwplltude spectra of AonrpZ|p2 t->c, 404 nm Amplitude spectra of ref. peptide, t -> ¢, 404 nm
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Abbildung 5.2: Amplitudenspektren aus einer globalen Anpassung der Absorptionsanderungen des AzoTrp-
Zip2 und des Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NHz (trans — cis, Ac;. =404 nm). Angepasst wurden die
Daten in einem Zeitbereich zwischen 0,5 ps und 1600 ps. Die durchgezogene (rote) Linie im rechten Teil der
Abbildung zeigt eine geeignet skalierte Differenz der Spektren des cis-Isomers und des trans-Isomers. Im Fall
des AzoTrpZip2 (linker Teil der Abbildung) wurde diese Linie weggelassen, da aufgrund der Form des Am-
plitudenspektrums zur unendlich groBen Zeitkonstante (offene Dreiecke) kein geeigneter Skalierungsfaktor
fiir ein entsprechendes Differenzspektrum gefunden werden konnte.

Die Amplitudenspektren des Referenzpeptids erinnern an die des trans-Azobenzols in
Ethanol, angeregt bei 435 nm [N&g98|. Lediglich die Amplitude zur Zeitkonstante 13 ps
ist beim Referenzpeptid geringer als die Amplitude der zweiten Zeitkonstante im Falle
des Azobenzols. Beide Amplitudenspektren zeigen Maxima um 380 nm und um 530 nm.
Jedoch sind die Zeitkonstanten des Referenzpeptids deutlich grofier: Der Zeitkonstante
71 = 1,8 ps entspricht im Azobenzol einer Zeitkonstante von 320 fs. Die zweite Zeitkon-
stante des Azobenzols mit 2,1 ps vergleicht sich mit 7 = 13 ps des Referenzpeptids.
Das Amplitudenspektrum zur unendlich groflen Zeitkonstante gibt das von stationédren
Messungen bekannte Differenzspektrum gut wieder (durchgezogene Linie in Abbildung
5.2(b)).
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Eine Interpretation der ersten Zeitkonstante (13 = 1,8 ps) konnte im Ubergang vom
elektronisch angeregten Zustand in den Grundzustand liegen. Danach verbleibt noch viel
Energie in Form von Schwingungsanregung im Molekiil, welche nicht fiir die Isomerisie-
rung benotigt wurde. Die zweite Zeitkonstante (72 = 13 ps) konnte einem Umverteilen
dieser Energie und deren Abgabe an das Losungsmittel entsprechen. Eine alternative In-
terpretation wire, dass eine Subpopulation des Referenzpeptids erst mit dieser léngeren
Zeitkonstante isomerisiert.

Die Zeitkonstanten in den AzoTrpZip2-Daten bei der Isomerisierung des AMPP von
trans nach cis sind gegeniiber denen des Referenzpeptids noch zusétzlich verlangert.
Selbst 1,6 ns nach der Anregung gibt es bei 400 nm und um 530 nm zum stationédren
Differenzspektrum Unterschiede. Die im Fall des Referenzpeptids auftretende transiente
Absorptionszunahme um 380 nm erscheint wesentlich weniger ausgeprégt. Eine Erklé-
rung fiir die verlingerten Zeitkonstanten konnte in der Riickwirkung des sich umfalten-
den Peptids auf den Azobenzol-Chromophor des AMPP liegen, wie sie auch schon bei
ahnlichen, zyklischen Modellpeptiden und entsprechenden Chromophoren beobachtet
wurde [Sp602, Cor06].

5.1.2 Anregung bei 404 nm, Isomerisierung von cis nach trans

Zum Auslosen der Isomerisierung von cis nach trans des AMPP Chromophors bietet
sich eine Anregung einer im photostationidren Gleichgewicht préparierten Probe in der
nr*-Bande aus zwei Griinden an: Zum einen ist die Quantenausbeute fiir die Isome-
risierung hoher als in der mm*-Bande und zum anderen absorbiert das cis-Isomer hier
jeweils stérker als das trans-Isomer. Als Anregimpulswellenldnge wurde deshalb wieder
die zweite harmonische des Titan-Saphir Verstérkers bei 404 nm gewahlt.

Da das photostétionédre Gleichgewicht des cis-Isomers immer einen gewissen Anteil an
trans-Isomer enthélt (siehe Seite 63), ist es unvermeidlich, dass parallel zur beobachte-
ten Dynamik angeregter cis-Isomere auch ein gewisser Anteil an Dynamik auf angeregte
trans-Isomere zuriickzufiihren ist. Da diese Dynamik, wie im vorigen Kapitel dargestellt,
ebenfalls vermessen wurde, kann der trans-Anteil aus den gemessenen Datensétzen eli-
miniert werden. Dadurch kann die Dynamik des reinen cis-Isomers gewonnen werden.
Die Vorgehensweise bei dieser Korrektur wird genauer in [Sp601] behandelt. Abbildung
5.3 zeigt bereits die entsprechend korrigierten Datensiitze der reinen cis-Dynamik des
cis-AzoTrpZip2 und des cis-Ac-Glu-AMPP-Lys-NH,.

Aus der verwendeten Anregungsenergie, dem Biindeldurchmesser des Anregungsim-
pulses und aus der Absorption der Probenlosung bei der Wellenldnge des Anregungs-
impulses kann die Anzahl der angeregten Molekiile abgeschéitzt werden. Fiihrt man
eine solche Abschéitzung fiir die beiden in Abbildung 5.3 dargestellten Messdatensétze
durch, findet man, dass in Abbildung 5.3(b) etwa zehnmal mehr Molekiile als in Abbil-
dung 5.3(a) zum Signal beitrugen. Die relative Signalhthe im Bereich um 550 nm ist
also in beiden Datensétzen vergleichbar. Im Fall des cis-AzoTrpZip2 fehlen die Daten
mit Abtastwellenldngen kleiner 400 nm, da sie zu starkes Rauschen aufweisen.

Die induzierte Absorption im Falle des AzoTrpZip2 (siehe Abb. 5.3(a)) besitzt ein
Maximum bei 500 nm und zerfillt bis zu einer Verzogerungszeit von ca. 1 ns. Die ent-
sprechenden transienten Absorptionsinderungen in Abhéngigkeit von der Zeit lassen
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Abbildung 5.3: Dreidimensionale Darstellung der Absorptionsdnderungen des AzoTrpZip2 und des Refe-
renzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs (cis — trans, A.;. =404 nm). Beide Datensitze wurden bereits auf die
trans nach cis Dynamik korrigiert und stellen somit die reine cis nach trans Dynamik dar.

sich nur schlecht mittels exponentieller Zerfille anpassen. Eine spektrale Verschiebung
des Maximums wird im Rahmen der Messgenauigkeit nicht beobachtet.

Hingegen besitzt im Fall des Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, die induzier-
te Absorption zwei Maxima, eines bei 380 nm und eines um 550 nm. Schon mit einer
Zeitkonstante von um 1 ps ist eine negative Absorption bei 430 nm erkennbar, wel-
che einer Photoproduktbildung zugeordnet werden kann. Der Anstieg der Absorption
fiir Wellenldngen im ultravioletten Spektralbereich auf einer Zeitskala von ca. 100 ps
wird nur im Falle des Referenzpeptids beobachtet. Die entsprechenden Zeitskalen und
Amplitudenspektren daraus sind in Abbildung 5.4 gezeigt.

Amplitude spectra of AzoTrpZip2, ¢ ->t, 404 nm  Amplitude spectra of ref. peptide, ¢ -> t, 404 nm
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Abbildung 5.4: Amplitudenspektren aus einer globalen Anpassung der Absorptionsanderungen des AzoTrp-
Zip2 und des Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NH; (cis — trans, A.,. =404 nm). Bei den hier angepassten
Daten wurde bereits die trans nach cis Dynamik herauskorrigiert. Weitere Hinweise zur Art der Darstellung
finden sich in der Bildunterschrift zu Abbildung 5.2.
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5.1 Zeitaufgeloste Untersuchungen der Isomerisierung des Chromophors AMPP

Die globale Anpassung des Referenzpeptids weist groflere Abweichungen zu den ge-
messenen Daten bei Abtastwellenldngen unterhalb von 400 nm und Zeiten grofler als
10 ps auf. Hier scheint noch eine weitere Zeitkonstante von um die 100 ps notig zu
sein, um den beobachteten Absorptionsanstieg auf dieser Zeitskala nachzubilden, siehe
dazu auch Abbildung 5.3(b). Dem Amplitudenspektrum zur Zeitkonstante 0,2 ps kann
der Zerfall des elektronisch angeregten S;-Zustands zugeordnet werden. Um 430 nm ist
hier auch ein Ausbleichen der nmt*-Bande des Grundzustands erkennbar, das mit dieser
Zeitkonstante zuriickgeht. Ein negativer Bereich in einem Amplitudenspektrum koénnte
auch von stimulierter Emission verursacht werden, was jedoch bei der geringen Fluores-
zenzquantenausbeute von cis-Azobenzol unwahrscheinlich ist [Sat03]. Das Amplituden-
spektrum zur zweiten Zeitkonstante von 2,7 ps kann mit einer weiteren Relaxation aus
dem angeregten Zustand kombiniert mit einer Kiihlsignatur interpretiert werden.

Das Verhalten des Referenzpeptids cis-Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, &dhnelt spektral sehr
stark dem von cis-Azobenzol in Ethanol [N&g98| oder in Dimethylsulfoxid (DMSO)
[Sp601] nach Anregung in der nm*-Bande. Bei letzteren Messungen wurde eine Zeitkon-
stante von 0,13 ps gefunden, welche abgesehen von dem negativen Bereich um 430 nm
einen dhnlichen spektralen Verlauf aufweist wie das hier gefundene Amplitudenspektrum
zur Zeiktonstante 0,2 ps. Das Amplitudenspektrum zur Zeitkonstante von 2,7 ps des cis-
Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs scheint eine Mischung der Amplitudenspektren der 1,1 ps und
11 ps Zeitkonstanten zu sein, wie sie bei der Isomerisierung von cis-Azobenzol in DMSO
beobachtet wurden [Sp601].

Die globalen Anpassungen fiir beide Modellpeptide (cis-AzoTrpZip2 und cis-Ac-Glu-
AMPP-Lys-NH;) fiithren zu einem Amplitudenspektrum zu einer unendlich groen Zeit-
konstante, das spektral gut mit den zu erwartenden Differenzspektren zwischen gebilde-
tem trans-Isomer und isomerisiertem (und damit fehlendem) cis-Isomer iibereinstimmt
(Abbildung 5.4, jeweils durchgezogene Linie). Die ermittelten Zeitkonstanten im Falle
des cis-AzoTrpZip2 sind mit 6,7 ps und 200 ps deutlich grofler als die des Referenzpep-
tids. Hier kann wieder eine Riickwirkung der Umfaltungsprozesse des Peptids auf den
Chromophor AMPP nicht ausgeschlossen werden. Auch treten spektrale Unterschiede
auf: Das instantane Ausbleichen (negatives Signal am Zeitnullpunkt) der n7*-Bande des
cis-AzoTrpZip2 scheint durch eine Absorption des angeregten Zustandes (S;) in hoher
angeregte Zusténde (S,,) kompensiert zu werden. Das Maximum dieser S; — S,, Absorp-
tion des angeregten cis-AzoTrpZip2 liegt blauverschoben bei 500 nm im Vergleich zum
Referenzpeptid, wo diese induzierte Absorption bei 550 nm im Maximum auftritt. Die
induzierte Absorption um 550 nm des angeregten cis-AzoTrpZip2 zerféllt auch sehr viel
langsamer als die des Referenzpeptids cis-Ac-Glu-AMPP-Lys-NH,.

5.1.3 Anregung bei 340 nm, Isomerisierung von trans nach cis

Um die Bildung der g-Hairpin Struktur auf Zeitskalen von Mikrosekunden beobachten
zu konnen, wurde dieser Faltungsprozess durch Anregimpulse bei 355 nm durch die drit-
te Harmonische eines giitegeschalteten Nd:YAG Lasers ausgelost. Auch hier stellt sich
die Frage, wie schnell die Isomerisierung des AMPP Chromophors nach Anregung in die
mr*-Bande vom trans-Isomer in das cis-Isomer stattfindet. Deswegen wurden Messungen
mit einem frequenzverdoppelten Anregimpuls aus einem nicht-kollinearen optisch para-
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metrischen Verstiarkers (NOPA) durchgefiihrt, welcher Impluse bei 680 nm erzeugte. Die
erzielte Zentralwellenlinge! dieser Anregimpulse lag bei ca. 340 nm. Abbildung 5.5 gibt
einen Uberblick iiber die gemessenen transienten Spektren nach Anregung des trans-
AzoTrpZip2 bzw. des trans-Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs bei einer Wellenlédnge von 340 nm.
Es fallt hier eine groBe Ahnlichkeit der beiden Datensétze auf.

Absorbance Change fmOD]
Absorbance Change [mOD]

(a) AzoTrpZip2 (b) Referenzpeptid Ac-Glu-AMPP-Lys-NHy

Abbildung 5.5: Dreidimensionale Darstellung der Absorptionsanderungen des AzoTrpZip2 und des Refe-
renzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs (trans — cis, Ay, =340 nm).

Der Datensatz des Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, (Abbildung 5.5(b)) weist
zudem eine grofe Ahnlichkeit auf zu dem von trans-Azobenzol (gelost in Ethanol,
Aez. = 340 nm [Sat04a]). Diese Ahnlichkeit &dufiert sich auch in der globalen Anpas-
sung, siehe hierzu Abbildung 5.6.

In den Amplitudenspektren wird deutlich, dass im Falle des trans-AzoTrpZip2 die
induzierte Absorption im Bereich um 400 nm relativ zu derjenigen bei 530 nm stérker
ausfallt. Im Falle der hier betrachteten Isomerisierungsreaktion von trans nach cis hat
dies zur Folge, dass sich die Datensétze des Referenzpeptids und des AzoTrpZip2 bei der
Anregung in wr*-Bande (Se-Zustand) dhnlicher sind als bei Anregung der n7*-Bande.
Im folgenden wird deswegen nur noch der Datensatz des Referenzpeptids interpretiert
und mit den Daten zur Anregung von trans-Azobenzol in Ethanol bei 340 nm verglichen.

Ein solcher Vergleich der Amplitudenspektren des Referenzpeptids aus Abbildung 5.6
mit der entsprechenden Anpassung der Daten des trans-Azobenzol in Ethanol, angeregt
bei 340 nm, liefert eine gute Ubereinstimmung [Sat04a]. Insbesondere das Amplituden-
spektrum zur Zeitkonstante von 0,5 ps des Referenzpeptids stimmt spektral gut mit
dem zur Zeitkonstante von 0,13 ps im Falle von Azobenzol iiberein. Letzteres wur-
de mit dem Zerfall des angeregten So-Zustands und der Bevdélkerung des Si-Zustands
interpretiert. Diese Interpretation kann hier fiir des Referenzpeptid und fiir das Modell-

'Da die Impulsenergie des NOPA zu noch lingeren Wellenléingen (A > 600 nm) hin stark abfillt, konnte
nach Frequenzverdopplung nicht die Wellenléinge von 355 nm erreicht werden. Da sich jedoch die
Quantenausbeute fiir die Isomerisierung innerhalb einer Absorptionsbande (hier die w7*-Bande)
nicht #ndert [Bor79], ist dadurch auch keine unterschiedliche Dynamik zwischen einer Anregung bei
355 nm und 340 nm zu erwarten.
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Amplitude spectra of AzoTrpZip2, t -> ¢, 340 nm Amplitude spectra of ref. peptide, t -> ¢, 340 nm
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Abbildung 5.6: Amplitudenspektren aus einer globalen Anpassung der Absorptionsanderungen des AzoTrp-
Zip2 und des Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NH5 (trans — cis, A, =340 nm). Weitere Hinweise zur
Art der Darstellung finden sich in der Bildunterschrift zu Abbildung 5.2. Die durchgezogene (rote) Linie
im linken Teil der Abbildung zeigt eine geeignet skalierte Differenz der Spektren des cis-Isomers und des
trans-lsomers des AzoTrpZip2. Im Fall des Referenzpeptids (rechter Teil der Abbildung) wurde diese Linie
weggelassen, da aufgrund der Form des Amplitudenspektrums zur unendlich groBen Zeitkonstante (offe-
ne Dreiecke) kein geeigneter Skalierungsfaktor fiir ein entsprechendes Differenzspektrum gefunden werden
konnte.

peptid AzoTrpZip2 iibernommen werden. Das Amplitudenspektrum zur Zeitkonstante
4.7 ps (Ac-Glu-AMPP-Lys-NHy) ist vermutlich eine Mischung aus dem Zerfall dieses
S1-Zustands und einem Kiihlen des elektronischen Grundzustands.

Vergleicht man die mittels Anregung in die 7#7*-Bande (340 nm) des Referenzpep-
tids gefundenen Amplitudenspektren mit denen aus Abbildung 5.2(b) fiir die Anregung
in die n7*-Bande (404 nm), so féllt auf, dass das Amplitudenspektrum zur mittleren
Zeitkonstante 4,7 ps bei der mr*-Anregung eine dhnliche spektrale Form wie das Amp-
litudenspektrum zur Zeitkonstante 1,8 ps bei n7*-Anregung besitzt. Jedoch weist das
letztere Spektrum deutlich geringere Signalanteile oberhalb von 600 nm auf. Dies kann
so interpretiert werden, dass man nach m7*-Bande die Potentialfliiche des S;-Zustands
mit einer Uberschussenergie erreicht, dort also an einem anderen Punkt ankommt als bei
der direkten Anregung in die n7*-Bande mit \., =404 nm. Hierin kénnte dann auch der
Unterschied in der Isomerisierungsquantenausbeute vom trans- in das cis-Isomer liegen,
die bei Anregung in die n7*-Bande grofler ist als bei der Anregung in die m7*-Bande
[Spo01].

5.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der zeitaufgeldsten
Charakterisierung des Photoschalters AMPP

Ziel dieses Abschnitts war es, einen Uberblick dariiber zu gewinnen, auf welchen Zeit-
skalen der Photoschalter AMPP seine Isomerisierung vollzieht. Tabelle 5.1 fasst die
durch globale Anpassung der Datensétze gewonnenen Zeitkonstanten zusammen.
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Probe AzoTrpZip2 Referenzpeptid
[somerisierung | t — ¢ c—t t—c c—t
Aex. 340 nm | 404 nm | 404 nm | 340 nm | 404 nm | 404 nm
T 02ps |32ps |67ps |0,5ps 1.8 ps | 0,2 ps
Ty 8,4 ps | 47 ps 200 ps | 4,7 ps 13 ps 2,7 ps

Tabelle 5.1: Zeitkonstanten der globalen Anpassungen an die gewonnenen Datensétze zur Beobachtung der
Isomerisierungsgeschwindigkeit des Chromophors AMPP. A, bezeichnet die Wellenldnge des Anregimpulses.
71 und 7o sind die beiden Zeitkonstanten aus der globalen Anpassung. Die dritte Zeitkonstante ,infinity” ist
jeweils konstant auf einem sehr groBen Wert (107 ps) gehalten worden und wurde deswegen in der Tabelle
nicht extra aufgefiihrt.

Eine genaue Trennung von den Signalen der stimulierten Emission, des Ausbleichens
und der Absorption des angeregten Zustandes kann in den vorliegenden Daten nicht vor-
genommen werden, da diese Anteile spektral nicht klar getrennt auftreten. Deswegen ist
keine direkte Aussage iiber die Zerfallszeit des elektronisch angeregten Zustandes mog-
lich. Als Trend kann festgestellt werden, dass der Photoschalter, eingebaut in des Pep-
tid AzoTrpZip2, langsamer isomerisiert als im Referenzpeptid Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs.
Dieses wiederum isomerisiert in etwa &dhnlich schnell wie Azobenzol im Losungsmittel
Ethanol. Es kann festgehalten werden, dass in allen Féllen jedoch die Isomerisierung des
Azobenzol-Schalters mit einer sub 10 ps Zeitkonstante abgeschlossen ist.

Die beobachtete lange Zeitkonstante bei der Isomerisierung des cis-AzoTrpZip2 in
sein trans-Isomer nach Anregung bei 404 nm bedingt zwar, dass das zu erwartende
stationédre Differenzspektrum auch nach 1,6 ns noch nicht erreicht ist, jedoch besitzt sie
eine vergleichsweise kleine Amplitude, was darauf hindeutet, das sie moglicherweise nur
eine kleine, langsam isomerisierende Subpopulation repréasentiert.

Eine solche langsame Kinetik kann auch als Riickwirkung der Peptiddynamik auf die
Isomerisierungsbewegung des Photoschalters AMPP interpretiert werden. Dies wiirde
die systematisch langeren Zeitkonstanten des AzoTrpZip2 im Vergleich zu dessen Refe-
renzpeptid erkliaren. Ahnliche Effekte wurden schon in anderen photoschaltbaren Mo-
dellpeptiden beobachtet [Spd02, Cor06]. In [Sp602] wurde dieser Effekt dazu benutzt,
die experimentellen Ergebnisse mit theoretischen Simulationen zu vergleichen.

Vergleicht man die beiden Datensétze zur Isomerisierung vom trans- in das cis-Isomer
bei den beiden Anregungswellenldngen 340 nm und 404 nm untereinander, so fillt auf,
dass die Anregung in der 77*-Bande (340 nm) zu kiirzeren Zeitkonstanten fiihrt, als die
Anregung mit 404 nm in der n7*-Bande. Bei beiden Anregungswellenléingen konnte je-
doch eine Isomerisierung des Photoschalters vom trans- in das cis-Isomer nachgewiesen
werden. Im Fall des AzoTrpZip2 bei Anregung bei 404 nm konnte dieser Nachweis nicht
direkt {iber die Anpassung der zeitaufgelosten Daten aus Abbildung 5.2(a) erbracht wer-
den. Er konnte jedoch mittels Spektren gefiithrt werden, die vor und nach der Aufnahme
der zeitaufgelosten Daten aus Abbildung 5.1(a) angefertigt wurden. Sie zeigten eine
deutliche Abnahme im Bereich der n7*-Bande, welche auf eine Bildung des cis-Isomers
zuriickgefithrt werden kann. Nach Abschluss des Isomerisierungsvorgangs spielt jedoch
die Anregungswellenldange der Anregimpulse, die zur Isomerisierung gefithrt haben, kei-
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ne Rolle mehr, so dass zu erwarten ist, dass die nachfolgende Peptiddynamik fiir die
Reaktionsrichtung von trans nach cis fiir beide Anregungswellenléngen gleich ausfallt.

5.2 Entfaltung der (-Hairpin Struktur

Bisher wurde der Photoschalter AMPP in den Molekiilen AzoTrpZip2 und Ac-Glu-
AMPP-Lys-NH, studiert. Die dabei verwendeten Abtastimpulse lagen im sichtbaren
Spektralbereich, in dem die elektronischen Ubergéinge des Photoschalters liegen. Nun
riickt das an dem Photoschalter kovalent angebrachte Peptid in den Mittelpunkt des
Interesses. Durch Abtastimpulse im Bereich der Amid-I’ Bande der beiden Modellpep-
tide AzoTrpZip2 und Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, um 1650 cm ™! kénnen Differenzspektren
zwischen Ausgangszustand vor der Auslosung der Isomerisierung und dem momenta-
nen Faltungszustand zu einer bestimmten Verzogerungszeit aufgenommen werden. In
diesem Kapitel ist dieser Ausgangszustand das cis-Isomer. Dies bedeutet, dass hier eine
Entfaltung der im cis-Isomer vorhanden Struktur beobachtet wird.

Im daran anschlieenden Kapitel 5.3 wird auf die Bildung der cis-Strukturen einge-
gangen, wobei der Ausgangszustand das jeweilige trans-Isomer des AzoTrpZip2 und des
Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, ist.

5.2.1 Uberblick iiber die experimentellen Daten

Aus Kapitel 5.1 ist bekannt, dass die Isomerisierung des Photoschalters vom cis- in
das trans-Isomer auf einer Pikosekundenzeitskala ablduft und dass Riickwirkungen des
Peptids auf den Schalter auf der 100 ps Zeitskala gesehen werden. Nun wird im Detail
dargestellt, mit welchen Zeitkonstanten die Reaktion des Peptids auf diese Isomerisie-
rung ablauft.

Zu Beginn der Messung wird die gesamte Probe in das photostationdre Gleichgewicht
des cis-Isomers belichtet. In diesem Zustand befindet sich héchstens ein Anteil von 16 %
an trans-Isomeren in der Losung. Durch den Anregimpuls bei 404 nm wird jedoch auch
dieser trans-Anteil angeregt und triagt zur beobachteten Dynamik bei. Dieser Beitrag
kénnte durch Messung der trans — cis Dynamik ermittelt, das Signal daraufhin korri-
giert und so das Verhalten des reinen cis-Anteils bestimmt werden [Spo01]. Eine solche
Korrektur wird sich jedoch als unnétig erweisen, wie der folgende Absatz zeigt.

Die zur Korrektur notige Dynamik der IR-Absorption nach Anregung der Probe im
Zustand des trans-Isomers des AzoTrpZip2 bzw. seines Referenzpeptids wird in Kapitel
5.3 dargestellt. Entsprechend skaliert ergibt diese Dynamik im Maximum ein Differenz-
signal von ca. 0,05 mOD. Dies entspricht in etwa dem Rauschen der Signale der cis
nach trans Dynamik. Deswegen wurde auf eine solche Korrektur verzichtet. Nachdem
der Signalbeitrag der angeregten trans-Isomere somit vernachléssigt wurde, wird dieser
Anteil auch in der weiteren Interpretation der Daten ignoriert.

Eine Korrektur auf die Losungsmittelabsorptionsdynamik unterblieb, da hier nur Sig-
nale innerhalb der ersten Pikosekunde um den Zeitnullpunkt betroffen wéren. Die Daten
im folgenden werden jedoch stets erst ab 1 ps betrachtet, wo diese Korrektur keine Rolle
mehr spielt. Die Frequenzabhéngigkeit des Zeitnullpunkts wurde jedoch fiir jede gemes-
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sene Transiente korrigiert. Eine zweidimensionale Darstellung der Absorptionsédnderung
des cis-AzoTrpZip2 und des Referenzpeptids nach Anregung bei 404 nm zeigt Abbildung
5.7.

AzoTrpZip2, cis to trans

Reference peptide, cis to trans

' =
1000 1000
[%] n
o o
g 100} g 100
[= [=
3 oy
8 10t 2 10
1 1
1600 1650 1700 1750 1600 1650 1700 1750
Wavenumber / cm™ Wavenumber / cm™
-04 -03 -02 -01 0.0 0.1 0.2 -04 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1
Color Code for Absorbance Change / mOD Color Code for Absorbance Change / mOD
(a) AzoTrpZip2 (b) Referenzpeptid Ac-Glu-AMPP-Lys-NH»

Abbildung 5.7: Zweidimensionale Darstellungen der Absorptionsidnderungen bei Anregung des cis-Isomers
bei A\c;. =404 nm. Die Losung des AzoTrpZip2 bzw. des Referenzpeptids war durch Vorbelichten im pho-
tostationdren Gleichgewicht des cis-Isomers prapariert. Dargestellt sind Absorptionszunahmen mit rétlichen
Farbtonen. Absorptionsabnahmen sind durch blauliche Farben angedeutet. Die Zeitachse ist jeweils loga-
rithmisch. Eine Skalierung beider Abbildungen auf den gleichen Anteil von angeregten Molekiilen wurde zur
besseren Vergleichbarkeit durchgefiihrt.

5.2.2 Erwartete Signalbeitrage

Bei der Diskussion der Beobachtungen sollte man beriicksichtigen, dass unterschiedliche
Reaktionen in der Probe ablaufen, die darauf zuriickzufiihren sind, dass zum einen die
Ausgangsmolekiile in der cis-Form einen erheblichen Anteil (ca. 55 % bei 30 °C) an un-
gefaltetem Peptid enthalten. Zum anderen werden durch die endliche Quantenausbeute
fiir die cis — trans Isomerisierung (bei Anregung in die nr*-Bande von ca. 51 % [Bor79))
nur etwa die Hélfte der Molekiile in die neue trans-Form geschaltet, wahrend der Rest
in den Ausgangszustand zuriickkehrt. Somit liegen nach Abschluss der Isomerisierung
des Photoschalters vier Spezies zu etwa gleichen Anteilen vor:

1. Urspriinglich gefaltetes Peptid AzoTrpZip2, dessen Schalter nach trans isomerisiert
ist.

2. Urspriinglich gefaltetes Peptid AzoTrpZip2, dessen Schalter nicht isomerisierte,
das zunéchst noch schwingungsangeregt ist.

3. Urspriinglich ungefaltetes Peptid AzoTrpZip2, dessen Schalter nach trans isome-
risiert ist.
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4. Urspriinglich ungefaltetes Peptid AzoTrpZip2, dessen Schalter nicht isomerisiert
ist, das zunéchst noch schwingungsangeregt ist.

Die nicht isomerisierenden Spezies (Anteile 2 und 4) lassen nur eine Kiihlsignatur er-
warten, welche die Umverteilung der Schwingungsanregung und die Abgabe von Schwin-
gungsenergie an das Losungsmittel zur Ursache hat. Typische Werte fiir die Zeitkonstan-
ten solcher Kithlprozesse betragen in Methanol wenige Pikosekunden [Sch04b]. Fiir spa-
tere Zeiten tragen diese beiden Spezies wahrscheinlich kaum mehr zum Differenzsignal
bei. Startet man von einem zunéchst ungefalteten Peptid, bei dem der Azo-Schalter
nach trans isomerisiert (Spezies 3), so lassen sich neben der Kiihlsignatur noch Fal-
tungsdynamiken in den trans-Zustand des Peptids beobachten. Da in dem urspriinglich
ungefalteten Peptid (Spezies 3) kaum ausgepriigte intramolekulare Wasserstoffbriicken-
bindungsmuster vorlagen, sollten dabei die Absorptionsdnderungen im infraroten Spek-
tralbereich nur schwach sein. Von Spezies 3 ist also auch hauptséchlich ein Beitrag zur
Kiihlsignatur zu erwarten. Der Hauptbeitrag zum Signal sollte deshalb vom Anteil 1
stammen, bei dem die Lichtanregung den Schalter nach trans isomerisiert und von ge-
faltetem cis-AzoTrpZip2 in dessen trans-Isomer fiihrt.

Im Fall des Referenzpeptids, das als cis-Isomer einen 3-Turn ausbildet, kann ebenfalls
davon ausgegangen werden, dass obige vier Spezies in analoger Weise auftreten. Da hier
jedoch nicht eindeutig zwischen gefaltetem und ungefaltetem Peptidanteil unterschieden
werden kann, ist hier keine Aussage iiber die mengenméfigen Verhéltnisse obiger Spezies
und damit iiber die Verhiltnisse der zu erwartenden Signalbeitrédge moglich.

Azobenzolbanden:

In Abbildung 5.7(a) sind im niederfrequenten Bereich bei 1585 cm™! und bei 1600 cm™*
zwei Banden erkennbar, die nach ca. 10 ps eine konstant bleibende Abnahme in der
Absorption zeigen. Diese Abnahme tritt ebenfalls im Fall des Referenzpeptids an den
gleichen Wellenzahlpositionen auf. Diese Banden kénnen dem Azobenzol-Chromophor
zugeordnet werden. Das cis-Isomer des reinen Azobenzols weist Banden bei 1580 cm ™!
und 1591 ecm™! auf, die den eben erwiihnten Banden von der Schwingungsform her

entsprechen. Auch bei anderen Azobenzolpeptiden werden in diesem Bereich Banden
gefunden [Wac04].

Absorptionsdnderungen des Peptidteils:

Im Bereich der Amid-I’ Bande des AzoTrpZip2 findet man zunéchst ein Ausbleichsignal
um 1650 cm~! und eine induzierte Absorption bei 1680 cm™!. Letztere verschwindet
innerhalb von < 100 ps, dabei éndert sich die spektrale Lage dieser induzierten Ab-
sorption kaum. Das Ausbleichsignal zeigt auf der Zeitskala von 10 ps eine spektrale
Verschiebung zu kleineren Frequenzen, gefolgt von einer Abnahme der Signalstéirke. Fiir
den Zeitbereich zwischen ca. 100 ps und 300 ps dndern sich die Differenzspektren kaum.
Erst danach bildet sich eine neue Absorptionsbande bei 1655 cm™*.

Beim Referenzpeptid beobachtet man ebenfalls ein Ausbleichen (1645 cm™!), das je-
doch spektral etwas schmiler ist. Diese Ausbleichsbande nimmt innerhalb von ca. 10 ps
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weitgehend ab. Auf der gleichen Zeitskala beobachtet man Abnahme und Verschieben ei-
ner induzierten Absorption im Bereich von 1685 cm™! - 1655 cm™!. Eine weitere Kinetik
dieser Bande tritt auf der Zeitskala von 200 ps auf.

5.2.3 Experimentelle Beobachtungen im Detail

Transiente Spektren

Transient spectra of AzoTrpZip2, cis to trans  Transient spectra of Ref. peptide, cis to trans
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Abbildung 5.8: Transiente Differenzspektren beim Schalten vom cis- in das trans-Isomer. Die beiden
oberen Teile der Abbildung zeigen jeweils die Infrarotspektren des photostationédren Gleichgewichts des cis-
Isomers. Relativ zu diesen Spektren verstehen sich die Anderungen in den Abschnitten (i) und (iii), wobei
die Anderungen in der rechten Abbildung mit einem Faktor 0,5 skaliert wurden. Im Abschnitt (ii) sind die
transienten Spektren zu den Verzdgerungszeiten 1,0 ps (Kreise), 6,5 ps (Rauten), 24 ps (Quadrate) und
150 ps (Dreiecke) dargestellt. Die Fiinfecke im Abbildungsabschnitt (iii) zeigen das transiente Spektrum bei
3,1 ns. Die durchgezogene Linie in (iii) ist jeweils ein geeignet skaliertes Differenzspektrum aus Abbildung
4.21.

Abbildung 5.8 zeigt transiente Spektren zu verschiedenen Verziégerungszeitpunkten
nach der Photoanregung des Chromophors im cis-AzoTrpZip2 (5.8(a)) bzw. cis-Ac-Glu-
AMPP-Lys-NH; (5.8(b)). Zur Orientierung zeigt Abschnitt (i) der Abbildung 5.8 jeweils
das Spektrum des cis-Isomers im photostationdren Gleichgewicht. Die durchgezogene Li-
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5.2 Entfaltung der 3-Hairpin Struktur

nie im Abschnitt (iii) ist ein (auf die Bande bei 1600 cm™!) skaliertes stationéres Diffe-
renzspektrum aus Abbildung 4.21 und gibt den zu erwartenden Absorptionsunterschied
zwischen trans- und cis-Isomer wieder.

In Abbildung 5.8(b) weist das erste fiir das Referenzpeptid gezeigte transiente Spek-
trum bei einer Verzogerungszeit von 1 ps ein Ausbleichen bei 1650 cm™!, 1600 cm™!
und bei 1585 cm ™! auf. Die beiden letzteren Banden konnten schon dem Chromophor
zugeordnet werden. Das grofite Ausbleichsignal um 1650 cm ™! liegt im Bereich der nie-
derfrequenten Schulter des Absorptionsspektrums des Referenzpeptids.

Uberlagert ist dem Ausbleichen eine breite induzierte Absorption vor allem in der
niederfrequenten Flanke unterhalb von 1620 cm™!, die wohl auf “heifie* (schwingungs-
angeregte) Molekiile im Grundzustand zuriickzufithren ist [Ham97]. Zusétzlich tritt eine
breitbandige induzierte Absorption auch auf der hochfrequenten Seite der Amid-I" Ban-
de bei 1685 cm™! auf, welche auf einer Zeitskala von ca. 15 ps zerfillt.

Das transiente Spektrum bei 150 ps des Referenzpeptids stimmt schon sehr gut mit
dem stationdren Differenzspektrum iiberein, das im Teil (iii) der Abbildung 5.8(b) als
durchgezogene Line gezeichnet ist. Dies ist verschieden vom Fall des AzoTrpZip2, bei
dem das transiente Spektrum bei 150 ps noch nicht dem stationdren Spektrum ent-
spricht. Hier baut sich die induzierte Absorption bei 1660 cm~! erst spiter auf. Erst bei
3,1 ns stimmt das transiente Spektrum vom AzoTrpZip2 mit dem stationéren Differenz-
spektrum bis auf eine kleine spektrale Verschiebung von 3 cm™! im Bereich der Amid-I’
Bande {iberein. Die verbleibenden Abweichungen des transienten Spektrums bei 3,1 ns
von dem zu erwartenden Differenzspektrum werden weiter unten im Zusammenhang mit
Abbildung 5.11 besprochen.

Die frithen transienten Spektren des AzoTrpZip2 zeigen Ahnlichkeiten mit denen des
Referenzpeptids. Auch hier lassen sich die Banden des Photoschalters AMPP durch
Ausbleichsignale bei 1600 cm ™! und bei 1585 cm ™! lokalisieren. Ebenfalls erkennbar ist
eine spektral breite Absorptionszunahme, die im wesentlichen innerhalb von 20 ps ver-
schwindet. Das maximale Ausbleichsignal bei 1647 cm™! liegt in der niederfrequenten
Schulter des Absorptionsspektrums des AzoTrpZip2. Im Gegensatz zum Referenzpeptid
verbreitert sich dieses negative Ausbleichsignal und verschiebt sich auf 1630 cm™! in-
nerhalb von ca. 24 ps. Auf der gleichen Zeitskala geht auch das Ausbleichen im Bereich
des Maximums des Absorptionsspektrums des AzoTrpZip2 bei 1675 cm ™! zuriick. Die
sehr friith gebildete Bande mit induzierter Absorption bei 1690 cm™! zerfillt auf einer
Zeitskala von einigen 10 ps. Im transienten Spektrum bei 150 ps findet man keiner-
lei Absorptionszunahmen. Erst spéater zwischen 150 ps und 3,1 ns baut sich eine neue
Absorption im Bereich von 1660 cm ™! auf.

Globale Datenanpassung mittels exponentieller Zerfalle

Photochemische Reaktionen, bei denen ein Molekiil durch den Anregimpuls in ein ande-
res umgewandelt wird, werden haufig gut durch ein Ratengleichungssystem beschrieben.
Ein solches Modell beschreibt die Zeitabhéngigkeit der transienten Absorptionsdnderung
als Summe von abfallenden Exponentialfunktionen gefaltet mit der Apparatefunktion
[vS04b, vS04a]. Auch im Falle von zeitabhéingigen Absorptionsdnderungen im infraro-
ten Spektralbereich sind solche exponentiellen Anpassungen sehr erfolgreich. Jedoch
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kann es bei inhomogenen Proben wie z. B. wahrend eines Faltungsvorgangs auch nicht-
exponentielles Verhalten der Absorptionsénderung geben [Bre05b]. Zum zweiten fithren
Abkiihlprozesse von heiflen Molekiilen zu Bandenverschiebungen im infraroten Spektral-
bereich, die sich nicht optimal mit exponentiellen Zerfillen anpassen lassen [Ham97].
Dies ist abhéngig vom Losungsmittel und der beobachteten Bande, wobei Zeitkonstan-
ten in der Gréfenordnung von 10 ps auftreten konnen [Koz03, Koz02].

Leider gibt es bisher keine Methode, diese beiden Ausnahmen sinnvoll in der Datenan-
passung mit alternativen Modellfunktionen zu behandeln. Deshalb wird eine Anpassung
mit exponentiellen Funktionen versucht, mit der die Zeitskalen fiir die verschiedenen
Prozesse festgelegt werden kénnen. Die unten beschriebenen Zeitkonstanten und zerfalls-
assoziierten Spektren sind innerhalb dieser Rahmenbedingungen zu verstehen.

Decay associated spectra of AzoTrpZip2 Decay associated spectra of ref. peptide
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Abbildung 5.9: Amplitudenspektren beim Konformationswechsel vom cis- in das trans-Isomer. Fiir beide
Datensitze (AzoTrpZip2 und Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs) wurde eine globale Anpassung mittels einer Summe
aus vier exponentiellen Zerfillen gefaltet mit einer Kreuzkorrelation von tcc=0,7 ps durchgefiihrt. Eine
Zeitkonstante (“infinity") beriicksichtigt die nach dem Zeitfenster der Messungen vorliegenden Absorptions-

anderungen. Die beiden Abbildungen zeigen die mit den angegebenen Zeitkonstanten assoziierten Amplitu-
denspektren.

Damit Einfliisse in der Nahe des Zeitnullpunkts (nichtlineare Wechselwirkungen zwi-
schen Anregungsimpulsen und Probe, kohdrente Wechselwirkungen oder &hnliches) nicht
in die Anpassung einflieBen, wurden Daten erst ab einer Verzogerungszeit von einer Pi-
kosekunde in der Analyse beriicksichtigt. Eine Zeitkonstante mit einem groflen Wert
(107 ps) diente dazu, ein Amplitudenspektrum zu erhalten, das mit dem stationiren
Differenzspektrum zu vergleichen ist.

Im Fall des AzoTrpZip2 stimmt dieses Amplitudenspektrum jedoch nicht mit dem
stationdren Differenzspektrum iiberein, sondern weist eine Rotverschiebung im Bereich
der Amid-I’ Bande um 3 cm™! auf. Die beiden ersten Amplitudenspektren in Abbildung
5.9(a) zu den Zeitkonstanten 4,1 ps und 26 ps beschreiben das initiale Ausbleichen und
dessen Erholung. Die Zeitkonstante von 630 ps kann iiber ihr Amplitudenspektrum dem
Aufbau der induzierten Absorption bei 1660 cm™! zugeordnet werden.
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Das Amplitudenspektrum zur Zeitkonstante 7,5 ps von der globalen Anpassung der
transienten Daten des Referenzpeptids (Abb. 5.9(b), gestrichelte Linie) zeigt das Aus-
bleichen der Banden des Schaltermolekiils AMPP durch Minima bei 1600 cm~! und
1580 cm™!. Die Form des Amplitudenspektrums zwischen 1607 cm™! und 1696 cm™!
mit einem Nulldurchgang bei 1649 cm™! beschreibt eine Rotverschiebung der Amid-I’
Bande, welche auf einen Kiihlprozess hindeutet. Diese Rotverschiebung geht mit einer
Zeitkonstante von 15 ps wieder zuriick. Dies wird durch das Amplitudenspektrum dieser
Zeitkonstante erkennbar. Das Ausbleichen der Schalterbanden geht ebenfalls mit dieser
Zeitkonstante von 15 ps zuriick auf den Wert, den es auch bei 3 ns besitzt. Dies folgt aus
der Tatsache, dass das Amplitudenspektrum zur Zeitkonstante von 200 ps nahezu keine
Amplitude bei 1600 cm~! und 1580 cm ™! besitzt. Das Minimum von letzterem Amp-
litudenspektrum bei 1655 cm ™ (Abb. 5.9(b), strichpunktierte Linie) kénnte noch auf
strukturelle Umordnungen des Peptidriickgrats des Referenzpeptids auf dieser Zeitskala
von 200 ps zuriickzufiihren sein. Das Amplitudenspektrum zur sehr groflen Zeitkonstante
“Infinity* stimmt sehr gut mit dem gemessenen Differenzspektrum zwischen dem trans-
und cis-Isomer des Referenzpeptids iiberein (vgl. dazu Abschnitt (iii) in Abb. 5.8(b)).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mit Ausnahme der jeweils kleinsten
Zeitkonstante die auftretenden Zeitkonstanten beim Referenzpeptid kiirzer sind als im
Vergleich zum AzoTrpZip2.

Zeitverlauf der Absorptionsdnderungen bei ausgewdhlten Wellenlangen

Abbildung 5.10 zeigt den Zeitverlauf der Absorptionséinderung bei fiinf ausgew#hlten
Wellenzahlen fiir das AzoTrpZip2 und das Referenzpeptid. Die ausgefiillten Punkte in
Abb. 5.10(a) am Ende der Skala deuten die Absorptionsinderung des zu erwartenden
stationdren Differenzspektrums fiir das AzoTrpZip2 an.

Referenzpeptid Bei einer Wellenzahl von 1600 cm™! liegt eine Absorptionsbande des
Schaltermolekiils AMPP. Im Fall des Referenzpeptids scheint dieser Wellenzahlbereich
durch ein Ausbleichen geprégt zu sein, das mit einer Zeitkonstante von 7.5 ps zuriickgeht
(sieche Abschnitt (i) in Abb. 5.10(b)). Ab 10 ps bleibt die Absorption dann im Bereich
des Rauschens gesehen konstant. Hierbei muss bemerkt werden, dass die Daten des
Referenzpeptids in diesem Kapitel (5.2, Isomerisierung von cis nach trans) so skaliert
wurden, dass sie bei einer Verzdgerungszeit von 3,1 ns und der Wellenzahl von 1600 cm ™!
die gleiche Absoprtionsinderung von ca. -0,05 mOD aufweisen wie das Modellpeptid
AzoTrpZip2 (siehe dazu jeweils die Abschnitte (i) von Abb. 5.10).

Die durchgezogene Linie in Abschnitt (i) der Abb. 5.10(b) stammt aus der globalen
Anpassung der Daten und deutet ab 10 ps noch Absorptionséinderungen mit gréoferen
Zeitkonstanten an, deren Amplitude jedoch sehr gering ist. Der Zeitverlauf bei 1628 cm ™!
zeigt ein anwachsendes Ausbleichen, das bei ca. 10 ps seine maximale Amplitude erreicht.
Mit einer Zeitkonstante von 15 ps geht dieses Ausbleichen zuriick auf einen Wert, welcher
bis zum Ende des Messbereichs von 3,1 ns beibehalten wird. Die beiden Kurven bei
1646 cm~! und bei 1655 cm™!, im Bereich der Amid-I’ Bande des Referenzpeptids,
weisen ein instantanes Ausbleichen auf, das mit zwei Zeitkonstanten von 7.5 ps und
200 ps zuriickgeht. Die Absorptionsinderung in Abhéingigkeit von der Zeit bei 1655 cm™*
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AzoTrpZip2, cis to trans Reference peptide, cis to trans
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Abbildung 5.10: Cis nach trans Reaktion: Zeitverlauf bei den Frequenzen 1600 cm~!, 1628 cm™!,
1646 cm~!, 1655 cm~! und 1688 cm~!. Die offenen Kreise stehen fiir die gemessenen Absorptionsin-
derungen in Abhingigkeit von der Zeit ausgehend von dem cis-AzoTrpZip2. Die Dreiecke sind die entspre-
chenden Daten fiir den Fall des cis-Ac-Glu-AMPP-Lys-NH5. Die durchgezogenen Linien stammen aus den
jeweiligen globalen Anpassungen. Die gefiillten Kreise geben den Wert der stationdren Absorptionsianderung
(durchgezogene Linie in Abbildung 5.8, Abschnitt (iii)) im Falle des AzoTrpZip2 an.

andert dabei auch das Vorzeichen, so dass sie bei 3,1 ns positiv ausfillt. Der Zeitverlauf
bei 1688 cm™! (Abschnitt (v) in Abb. 5.10(b)) liegt in einem Bereich, wo kein alleiniges
Ausbleichen beobachtet wird. Vielmehr wird ein instantaner Anstieg der Absorption
beobachtet, der mit einer Zeitkonstante von 15 ps zuriickgeht.

Die gezeigten Zeitverlaufe fiir das Referenzpeptid kann man zusammenfassen, indem
man feststellt, dass ab ca. 50 ps die Absorptionsdnderungen schon gut mit denen {iber-
einstimmen, die bei einer Verzogerungszeit von 3,1 ns vorliegen. Eine Zeitkonstante von
200 ps wird jedoch noch beobachtet, deren Amplitude aber nur bei 1646 cm~' und bei
1655 cm ™! in Abbildung 5.10(b) deutlich zu sehen ist.

AzoTrpZip2 Abgesehen von den ersten wenigen Pikosekunden weist der Zeitverlauf
der Absorption des AzoTrpZip2 bei seiner Isomerisierung vom cis- in das trans-Isomer
bei 1600 cm ™! keine Variationen auf, die grofl sind gegen das Rauschen. Aufgrund der
Quantenausbeute fiir die Isomerisierung von ca. 50 % wiirde man ein Zuriickgehen des
Ausbleichens auf die Halfte erwarten. Dies liegt darin begriindet, dass Schaltermolekiile
zur Hélfte nicht isomerisieren, damit in ihren Ausgangszustand (cis-Isomer) zuriickkeh-
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ren und somit nicht mehr zum hier gemessenen Differenzsignal beitragen. Ein solcher
Riickgang des Ausbleichsignals wird jedoch nicht beobachtet. Es konnte {iberlagert sein
von einer Rotverschiebung der Amid-I" Bande, die auf einer dhnlichen Zeitskala statt-
findet. Dies ist insbesondere beim Zeitverlauf der Absorptionséinderungen bei der Wel-
lenzahl 1628 cm~! zu beobachten. Hier bildet sich ein Minimum des Ausbleichens der
Amid-I" Bande zwischen 10 ps und 20 ps aus, wenn die Rotverschiebung der Amid-I’
Bande mit einer Zeitkonstante von 4,1 ps abgeklungen ist (siehe dazu auch das Ampli-
tudenspektrum zur Zeitkonstante 4,1 ps in Abb. 5.9(a)).

Die Zeitverldufe der Absorptionsdnderungen bei den Wellenzahlen 1646 cm™ und
1655 cm™! zeigen ein Ausbleichsignal, das auf mehreren Zeitskalen zuriickgeht und
hauptséchlich mit einer Zeitkonstante von 630 ps in eine Absorptionszunahme um-
schliigt. Letztere Zeitkonstante ist auch bei einer Wellenzahl von 1688 cm ™! erkennbar,
hier jedoch als Riickgang einer anfinglichen Absorptionszunahme. Diese geht vor allem
mit der Zeitkonstante von 26 ps zuriick.

Die schwarzen Punkte in Abbildung 5.10(a) stellen die Absorptionsidnderungen dar,
welche im Dauerstrich-Experiment beim Schalten vom cis- in das trans-Isomer des
AzoTrpZip2 bei den entsprechenden Wellenldangen auftreten. Sie konnen auch aus der
Abbildung 5.8(a), Abschnitt (iii) an Hand der durchgezogenen Linie abgelesen werden.
Die Skalierung dieser Kurve erfolgte so, dass sie bei der Schalterbande um 1600 cm ™! gut
mit dem gemessenen Spektrum bei 3,1 ns iibereinstimmt. Bei den meisten hier gezeigten
Zeitverldufen wurde dieser Dauerstrichwert der Absorptionsénderung bei einer Verzo-
gerungszeit von 3,1 ns bereits erreicht. Ausnahmen sind die Wellenzahlen 1646 cm™!
und 1688 cm™!. Speziell bei 1646 cm™! muss die beobachtete Absorptionszunahme in
eine Absorptionsabnahme umschlagen. Hier kénnten sich noch Prozesse mit mindestens
einer unbekannten Zeitkonstante verbergen.

Insgesamt betrachtet zeigen die Zeitverlaufe der Absorptionséinderungen des AzoTrp-
Zip2 Zeitkonstanten von 4,1 ps, 26 ps und 630 ps und mindestens eine weitere Zeitkon-
stante, deren Wert grofler ist. Letztere ist jedoch spektral beschrinkt auf den Bereich
um 1646 cm~! und von 1688 cm™! bis herunter zu 1660 cm~!. Man sieht in den Zeit-
verldaufen, dass es Zeiten gibt, zu denen bestimmte Prozesse beendet sind. Hier sind
charakteristische Zwischenzustéinde gebildet, die charakteristische Spektren besitzen.

1

5.2.4 Das Differenzspektrum nach 3,1 ns

Abbildung 5.11 befasst sich mit der Frage, wie die Abweichung des transienten Spek-
trums des AzoTrpZips bei 3,1 ns (Fiinfecke) vom stationdren Differenzspektrum (durch-
gezogene Linie) erklart werden kann. Die Skalierung der beiden Kurven relativ zuein-
ander erfolgte so, dass sie im Bereich der Schalterbande um 1600 cm™' gut iiberein-
stimmen. Die beobachteten Unterschiede zwischen den beiden Differenzspektren sind
im einzelnen: Der Nulldurchgang der Absorptionsénderungen im Bereich der Amid-I’
Bande ist bei dem transienten Spektrum bei 3,1 ns um ca. 3 cm™! rotverschoben ge-
geniiber dem stationédren Differenzspektrum. Weitere Abweichungen finden sich auch
in einer bei 3,1 ns noch nicht vollstdndig ausgebildeten Absorptionszunahme zwischen
1655 cm ™! und 1680 cm ™.
Im folgenden werden drei Erkldarungsansétze fiir diese Abweichungen diskutiert:
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Transient spectra of AzoTrpZip2
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Eichfehler Prinzipiell wiirden die durchgezogene Linie in Abbildung 5.11 (stationéres
Differenzspektrum) und das gemessene transiente Spektrum bei 3,1 ns wesentlich besser
iibereinstimmen, wenn die Spektren um ca. 3 cm~! gegeneinander verschoben wiirden.
Diese Verschiebung konnte auf einen Fehler der Wellenléingeneichung in den beiden
Experimenten zuriickzufiihren sein.

In direktem zeitlichen Zusammenhang mit den hier dargestellten zeitaufgelosten Mes-
sungen wurde jeweils ein Kontrollspektrum der Absorption von gasférmigem Wasser
in der Raumluft (aus der natiirlichen Luftfeuchtigkeit) zum einen mit der hier be-
nutzten Messanlage zur Messung zeitaufgeloster Infrarotspektren und zum anderen mit
dem Fouriertransform-Infrarotspektrometer aufgenommen. Diese beiden Kontrollspek-
tren zeigten eine Abweichung von weniger als einer Wellenzahl von dem mittels eines
geeichten FTIR-Spektrometer gemessenen Spektrums der Absorption von gasformigem
Wasser in der Raumluft?. Ein solcher Eichfehler der verwendeten Spektrometer kann
deshalb ausgeschlossen werden,

Temperaturanstieg Aufgrund der Umwandlung der absorbierten Energie aus dem An-
regimpuls in Wérme kommt es zu einem geringen Temperaturanstieg der Probe im An-
regungsvolumen. Vernachlédssigt man eine Wéarmeleitung aus diesem Volumen heraus
(die nicht innerhalb von 3 ns erfolgen kann), so berechnet man im Fall des AzoTrpZip2
eine maximal zu erwartende Temperaturerhohung von 0,1 K.

In einem separaten Experiment, welches in Kapitel 4.5.2 bereits dargestellt wurde,
wurden die spektralen Anderungen der Probe AzoTrpZip2 bei einer Temperaturerho-
hung von 0,1 K, ausgehend von der Messtemperatur von ca. 22,5 °C, bestimmt. Das
Vorgehen dabei war im einzelnen wie folgt:

Zunichst wurde ein Absorptionsspektrum der durch Belichten als cis-Isomer des
AzoTrpZip2 praparierten Probe im infraroten Spektralbereich bei einer Temperatur von
22,5 °C aufgenommen. Das so entstandene Spektrum sei Ags soc(A) genannt. Darauf

2Fiir die Eichung von Infrarotspektrometern zur Messung von Infrarotspektren in kondensierter Pha-
se wird von der Firma Bruker (Ettlingen, Deutschland) eine Eichung mittels der Absorption von
gasformigem Wasser in der Raumluft empfohlen und in der Anleitung fiir das hier verwendete
Fouriertransform-Infrarotspektrometer IFS66 beschrieben. Damit kann die Eichung der hier darge-
stellten Infrarotspektren auf diese empfohlene Eichprozedur zuriickgefiihrt werden.
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wurde die Temperatur im Infrarotspektrometer um 6 K auf 28,5 °C erhcht und erneut
ein Spektrum aufgenommen: Asg soc(A). Ein auf eine Temperaturerh6hung von 0,1 K
skaliertes Differenzspektrum AAar—o1x(A) wurde darauthin berechnet:

0,1K
AApr—01x(N) = 6K (Agg soc(A) — Aga 500 (N)) (5.1)

Dieses Temperaturdifferenzspektrum wurde zu dem Differenzspektrum Aypqns — Aeis
aufgrund des Schaltens vom cis- in das trans-Isomer des AzoTrpZip2 hinzuaddiert, um
ein sogenanntes temperaturkorrigiertes stationéres Differenzspektrum (gestrichelte Linie
aus Abbildung 5.11) zu erhalten:

(Atrans - Acis)cmm = (Atrans - Acis) + AA-AT:O,IK()\> (52)

Die gestrichelte Linie aus Abbildung 5.11 ist also ein stationéres Differenzspektrum
(wie die durchgezogene Linie), das jedoch mittels separat gemessener Daten auf einen
Temperatursprung von 0,1 K korrigiert ist.

Die Ubereinstimmung mit dem transienten Spektrum bei 3,1 ns erscheint jedoch fiir
die temperaturkorrigierte Kurve schlechter zu sein als fiir diejenige, welche keinen Tem-
peratursprung beriicksichtigt (durchgezogene Linie). Ein Temperaturanstieg im Proben-
volumen kann also nicht als Erklarung fiir die Abweichung des transienten Spektrums
bei 3,1 ns von dem zu erwartenden Differenzspektrum dienen.

Dichteeffekt Zusétzlich zu einem Temperaturanstieg dndert sich auch die Dichte des
Losungsmittels bei einem entsprechenden Warmeeintrag. Auf der Zeitskala von 3 ns
kann sich die Dichte des Losungsmittels jedoch nicht der neuen Temperatur anpassen
[Cal98]. In oben beschriebener Korrektur des Temperaturanstiegs flieBt dieser Effekt
nicht richtig ein, da die verwendeten, in einem Dauerstrichexperiment gemessenen, Kor-
rekturkurven einen Dichteausgleich beinhalten. Im zeitaufgelosten Experiment steigt
jedoch nur die Temperatur im Anregungsvolumen, die Dichte bleibt in erster Naherung
konstant. Eine solche Situation konnte zu speziellen Peptidstrukturen fithren, die eine
besondere Absorptionsdnderung im Bereich der Amid-I" Bande zur Folge hétten und
somit die beobachteten Abweichungen aus Abb. 5.11 erkldren kénnten.

Im Fall des Referenzpeptids waren die Messbedingungen &hnlich wie im Fall des
AzoTrpZip2. Ein vergleichbarer Dichteansteig und Temperaturanstieg im Anregungs-
volumen sind also wahrscheinlich. Da aber das stationére Differenzspektrum sehr gut
mit dem gemessenen transienten Differenzspekrum bei 3,1 ns des Referenzpeptids iiber-
einstimmen (siche dazu Abb. 5.8(b), Abschnitt (iii)), scheint kein signifikanter Dichte-
oder Temperatureffekt aufzutreten. Ubertragen auf den Fall des AzoTrpZip2 bedeutet
dies, dass auch hier der Dichteeffekt keine Rolle spielen sollte.

Zusammenfassende Bemerkung zu den Effekten Keiner der drei oben genannten
Effekte wie Eichfehler, Temperaturanstieg oder Dichteeffekt kann also die beobachtete
Abweichung des transienten Spektrums bei 3,1 ns des AzoTrpZip2 bei seiner Isomerisie-
rung vom cis- in das trans-Isomer vom entsprechenden stationéiren Differenzspektrum
(Abb. 5.11) erkldren. In einem gewissen spektralen Bereich der Amid-I’ Bande muss man
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hier auf weitere Dynamiken mit noch mindestens einer lingeren Zeitkonstante schlielen.
Die damit verbundenen spektralen Anderungen sind jedoch vermutlich klein, wie schon
aus Abb. 5.11 ersichtlich, so dass die Aussage erhalten bleibt, dass die wesentlichen
strukturellen Prozesse bei 3,1 ns abgeschlossen sind.

5.2.5 Zusammenfassung und Interpretation der cis nach trans
Reaktion

Vergleich mit der zeitaufgelosten Spektroskopie im sichtbaren Spektralbereich

Referenzpeptid Tabelle 5.2 liefert einen Uberblick iiber die gewonnenen Zeitkonstan-
ten bei der cis nach trans Reaktion. Diese Zeitkonstanten kénnen nun mit denjenigen
aus Tabelle 5.1 in Verbindung gebracht werden, welche im sichtbaren Spektralbereich
gemessen wurden. Aus den zeitaufgelosten Messungen am Referenzpeptid im sichtbaren
Spektralbereich ist bekannt, dass der Photoschalter spéatestens mit einer Zeitkonstante
von 2,7 ps seine Isomerisierung abgeschlossen hat bzw. sich wieder im Grundzustand
befindet. Blickt man auf das transiente Spektrum des Referenzpeptids bei 6,8 ps, so
erkennt man, dass das Ausbleichen der Banden bei 1600 cm ™! und bei 1585 cm™! etwa
zur Hilfte wieder zuriickgegangen ist. Dies konnte man so interpretieren, dass bei 6,8 ps
etwa die Hélfte der angeregten Chromophore nach trans isomerisiert sind, was gut mit
der zu erwartenden Schaltquantenausbeute aus der Literatur fiir das freie Azobenzol in
Ethanol iibereinstimmt [Bor79].

Probe AzoTrpZip2 | Referenzpeptid
Isomerisierung | ¢ — t c—t

Aex. 404 nm 404 nm

T1 4,1 ps 7,5 ps

To 26 ps 15 ps

T3 630 ps 200 ps

Tabelle 5.2: Gegeniiberstellung der Zeitkonstanten der globalen Anpassungen im Bereich der Amid-I’
Bande bei der Isomerisierung von cis nach trans fiir das Modellpeptid AzoTrpZip2 und das Referenzpeptid
Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs. A, bezeichnet die Wellenlange des Anregimpulses. Die 7; sind die Zeitkonstanten
aus der globalen Anpassung. Die dritte Zeitkonstante ,infinity" ist jeweils konstant auf einem sehr groBen
Wert (107 ps) gehalten worden und wurde deswegen in der Tabelle nicht extra aufgefiihrt.

Die im sichtbaren Spektralbereich gemessene Zeitkonstante von 0,2 ps aus der globalen
Anpassung der Daten des Referenzpeptids fiir die Isomerisierung von cis nach trans, ist in
Messungen im infraroten Spektralbereich nicht erkennbar, da die Zeitauflésung hier mit
0,7 ps nicht ausreichend war. Umgekehrt findet sich in den zeitaufgelosten Messungen
im infraroten Spektralbereich eine Zeitkonstante von 200 ps, welche in den zeitaufgelos-
ten Messungen im sichtbaren Spektralbereich nicht erkennbar ist. Diese Zeitkonstante
konnte man also auf strukturelle Relaxationsprozesse der beiden Aminosauren des Re-
ferenzpeptids zuriickfithren, welche den Schalter AMPP nicht beeinflussen und damit
auch zu keinen Absorptionsdnderungen im sichtbaren Spektralbereich fithren. Ein d&hnli-
ches Phénomen (ldngere Zeitkonstante im infraroten als im sichtbaren Spektralbereich)
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wurde an einem anderen Azobenzol-Derivat, dem 4-Nitro-4’-(dimethylamino) Azobenzol,
bereits beobachtet [Kol07]. Eine strukturelle Dynamik scheidet in diesem Fall jedoch als
Ursache fiir die lange beobachtete Zeitkonstante im infraroten Spektralbereich aus.

Das transiente Spektrum zur Zeitkonstante 7,5 ps ist geprdagt von einer Rotverschie-
bung der Amid-I’ Bande. Diese kann von einem Bruch von Wasserstoftbriickenbindungen
herriihren. Es kann sich um intramolekulare Wasserstoftbriicken handeln, die jedoch im
Referenzpeptid aufgrund seiner Gréfle nicht so wahrscheinlich sind. Hauptséchlich han-
delt es sich wohl um Wasserstoffbriicken zwischen Losungsmittelmolekiilen und dem
Referenzpeptid. Die erste Losungsmittelschale gemessen an der mittleren Lebensdauer
einer Wasserstoffbriickenbindung relaxiert typischerweise auf der Zeitskala von einigen
Pikosekunden [Kwa05]. Dies stimmt gut mit der Zeitkonstante von 15 ps iiberein. Deren
Amplitudenspektrum zeigt den Riickgang der Rotverschiebung der Amid-I" Bande.

Beim Referenzpeptid ist die wesentliche Dynamik nach wenigen 100 ps abgeschlossen.
Eine Peptidfaltungsdynamik in eine definierte Endstruktur wie im Falle des AzoTrpZip2
tritt nicht auf und ist auch nicht zu erwarten.

AzoTrpZip2 Die transienten Spektren fiir den Fall des AzoTrpZip2 aus Abbildung
5.8(a) zeigen einen Riickgang des Ausbleichens der Schalterbanden bei 1600 cm™! und
bei 1585 cm™! auf einer Zeitskala von ca. 7 ps, was gut mit den Daten des AzoTrpZip2
aus dem sichtbaren Spektralbereich {ibereinstimmt, wo eine Zeitkonstante von 6,7 ps fiir
den Riickgang des Hauptanteils des Signals in dieser Isomerisierungsrichtung ermittelt
wurde.

Durch die Anregung mittels des Anregimpulses werden Molekiile vom elektronischen
Grundzustand in den angeregten Zustand versetzt. Im allgemeinen absorbieren die Mo-
lekiile im angeregten Zustand bei anderen Wellenldngen als im Grundzustand. Als Folge
davon tritt durch die Anregung als Signal zumindest ein sogenanntes Ausbleichen auf.
Dieses duflerst sich wie ein Infrarotabsorptionsspektrum des angeregten Molekiils, das
mit einer negativen Zahl skaliert wurde. Das grofite Ausbleichsignal in der Amid-I” Ban-
de liegt jedoch im Bereich der Schulter des Absorptionsspektrums bei ca. 1644 cm™! im
Fall des AzoTrpZip2 und nicht etwa im Maximum bei 1675 cm~!. Eine Erklarung hierfiir
findet sich darin, dass durch die Anregung des Chromophors AMPP zunéchst dessen
[somerisierung ausgeltst wird. Das angehéngte Peptid wird nicht elektronisch angeregt,
weswegen die Amid-I” Bande des Peptidriickgrats kein generelles Ausbleichsignal auf-
weist, das ein Abbild des Absorptionsspektrums des cis-AzoTrpZip2 darstellt. Jedoch
wird ein Ausbleichsignal um 1644 cm ™! im transienten Spektrum bei einer Verzogerungs-
zeit von 1 ps beobachtet. Dem Spektralbereich um 1644 cm~! kénnen die intramoleku-
lar wasserstoffverbriickten Carbonyloszillatoren des Peptidriickgrats zugeordnet werden.
Dies bedeutet also, dass Wasserstoftbriicken in der Ndhe des Chromophors aufbrechen.
Dies sieht man auch aus dem Amplitudenspektrum zur Zeitkonstante von 4,1 ps, das
eine Rotverschiebung aufgrund des Bruchs von Wasserstoffbriicken anzeigt. Auf einer
ahnlichen Zeitskala geht die Amplitude das Ausbleichens im Bereich der Amid-I’ Bande
etwas zuriick. Dies kann auf ein Kiihlen und Zuriickkehren in den Ausgangszustand der
Spezies 2 und 4 (siehe Kapitel 5.2.2) zuriickgefiihrt werden, welche beide nicht isomeri-
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siert sind und somit ab einem gewissen Zeitpunkt nicht mehr zu einem Differenzsignal
beitragen.

Im weiteren Verlauf verbreitert sich dieses Ausbleichen speziell im Bereich der roten
Flanke noch bis 24 ps, was als weiteres Aufbrechen von Wasserstoftbriickenbindungen
gedeutet werden kann. Um 25 ps liegt dann eine weitgehend entfaltete, offene Struktur
vor, mit einer minimalen Anzahl von verbleibenden Wasserstoffbriicken. Ab ca. 25 ps
wird nun eine Reorganisation der Losungsmittelschale und die Ausbildung von Wasser-
stoffbriickenbindungen zum L&sungsmittel die weiteren Prozesse begleiten, dhnlich wie
dies in der Veroffentlichung von Zhang et al. fiir Peptidoberflichen in Wasser gezeigt
wurde [Zha07].

Da das trans-Isomer des AzoTrpZip2 ebenfalls eine Struktur aufweist (siehe Abbil-
dung 4.13) kann man nach einer Entfaltung der bestehenden [-Hairpin Struktur des
cis-AzoTrpZip2 von einer Faltung hin zur trans-Struktur des AzoTrpZip2 ausgehen.
Ein charakteristisches erstes Spektrum entsteht um 150 ps. Es weist hauptséchlich ei-
ne Absorptionsabnahme auf. Mit einer Zeitkonstante von 630 ps baut sich darauf die
Absorption um 1655 cm~! auf. Auch in den Messungen im sichtbaren Spektralbereich
wird eine Zeitkonstante von 200 ps in dieser Isomerisierungsrichtung beobachtet, wel-
che als Riickwirkung dieser Faltungsprozesse auf das Aborptionsspektrum des AMPP
Chromophors gedeutet werden kann.

Bei einer Verzogerungszeit von 3,1 ns ist das stationére Differenzspektrum nahezu
erreicht. Die verbleibende spektrale Abweichung zwischen den beiden Spektren kann
jedoch, wie in Kapitel 5.2.4 gezeigt, weder auf einen Temperatursprung noch auf einen
Dichteeffekt und auch nicht auf einen Eichfehler zuriickgefiihrt werden. Mindestens eine
weitere Zeitkonstante wird also bei der Faltung hin zum trans-Isomer des AzoTrpZip2
noch auftreten kénnen. Thr zugehoriges Amplitudenspektrum wird jedoch eine sehr viel
kleinere Amplitude aufweisen als die Amplitudenspektren der anderen Zeitkonstanten.
Die wesentlichen Prozesse der Faltung zum trans-Isomer des AzoTrpZip2 sind also bei
3,1 ns weitgehend abgeschlossen.

Identifizierung von Intermediaten

Ein wesentlicher Vorteil der hier verwendeten Methode zur Untersuchung der Peptiddy-
namik, der sogenannten Anreg-Abtast-Spektroskopie, ist die Moglichkeit, Zwischenzu-
stdnde im Verlauf der Faltung, sogenannte Intermediate, zu identifizieren und sie zeitlich
in den Faltungsprozess einzuordnen. Zudem kann das Infrarotspektrum eines solchen In-
termediats angegeben werden, woraus Riickschliisse auf die Struktur eines Intermediats
moglich sind.

Abbildung 5.12 geht auf einen hypothetischen Fall bei der Faltung eines Peptids ein,
bei dem zwei Faltungsintermediate vorliegen, die nacheinander durchlaufen werden. In-
termediat [; wird gebildet mit einer Zeitkonstante von 7; und entvolkert mit einer Zeit-
konstante von 7. Ist 7 grofler als 7, so wird das Intermediat zunéchst ausreichend
bevolkert, bevor es zerfillt. In diesem Fall wird sein Spektrum in den zeitaufgelosten
Daten leicht zu finden sein. Ist die Situation umgekehrt, gilt also 7 > 7, so wird das
Intermediat schneller entvolkert als es gebildet wird. Die Extraktion seines Spektrums
aus den Daten ist in diesem Fall sehr viel schwieriger [Zin98].
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Abbildung 5.12: Zum Begriff des Intermediats. Auf-
getragen ist die Gibbsche freie Energie (Ordinate) eines
hypothetischen Peptids gegen eine Reaktionskoordinate
(Abszisse), die den Faltungsfortschritt misst. Gezeigt ist
die Situation von zwei Faltungsintermediaten |y und 5.
|2 final state Intermedi_;.at Iy vv.ird m.it der Zeitkonstante T bevolkert

- - und entvolkert sich mit Zeitkonstante 7. Mit letzterer
reaction coordinate Zeitkonstante wird dann das zweite Intermediat gebildet,
das mit 73 in den Endzustand “final state" iibergeht.

Gibbs free energy

Allgemein muss man auch von einem nicht sequentiellen Modell des Faltungsweges
eines Peptids ausgehen. Es kann sich also der Faltungspfad verzweigen und zu ver-
schiedenen parallel existierenden Intermediaten fithren, welche mit unterschiedlichen
Zeitkonstanten gebildet und entvolkert werden. Ohne weitere Informationen kann man
aufgrund der spektroskopischen Daten, wie sie zum Beispiel im Rahmen dieser Arbeit
gewonnen wurden, nicht eindeutig auf ein bestimmtes Modell schliefen. Da es jedoch
verniinftig ist anzunehmen, dass die schnellen Relaxationsprozesse vor den langsamen
ablaufen, wird im folgenden von einem sequentiellen Faltungsmodell ausgegangen. Auf
die Moglichkeit von verzweigten Modellen mit parallel existierenden unterschiedlichen
Intermediaten und deren Nachweis mittels Molekulardynamiksimulationen geht das Dis-
kussionskapitel 6 ein.

Bei der Entfaltung der S-Hairpin Struktur des cis-AzoTrpZip2 und der nachfolgenden
Faltung in das Ensemble an trans-Isomeren tritt zunéchst ein Intermediat auf, das mit
einer Zeitkonstante von 4,1 ps gebildet wird. Sein Differenzspektrum zum Ausgangszu-
stand findet sich am deutlichsten im transienten Spektrum zu den Verzogerungszeiten
von 6,5 ps und 24 ps, welche in Abb. 5.8(a) gezeigt sind. Diese werden als Spektren
einer weitgehend offenen Struktur mit einer minimalen Anzahl von Wasserstoftbriicken-
bindungen interpretiert. Dieses offene Intermediat zerfallt mit einer Zeitkonstante von
26 ps. Darauf bildet sich mit eben dieser Zeitkonstante ein weiteres Intermediat, dessen
Spektrum am deutlichsten im transienten Spektrum bei 150 ps hervortritt. Hier wird
nur eine Absorptionsabnahme beobachtet. Erst mit einer Entvolkerung dieses Interme-
diats mit einer Zeitkonstante von 630 ps stellt sich eine Absorptionszunahme ein. Bei
3,1 ns wird ein transientes Spektrum erreicht, das weitgehend mit dem entsprechenden
stationdren Differenzspektrum der beiden Isomere des AzoTrpZip2 iibereinstimmt. In
einem engen Spektralbereich gibt es aber noch Abweichungen, die vielleicht auf weitere
Prozesse hindeuten. Da der Messbereich hier endet, kann deswegen nicht ausgeschlossen
werden, dass es noch weitere Intermediate gibt. Eine Messung von Transienten bei be-
stimmten Wellenléngen iiber den Verzégerungszeitpunkt von 3,1 ns hinaus hétte mittels
des Laserblitz-Photolyseaufbaus erfolgen miissen. Da die Absorption des cis-Isomers des
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AzoTrpZip2 jedoch nur im Bereich der n7*-Bande diejenige des trans-Isomers iibersteigt,
wéaren Anregimpulse in diesem Spektralbereich um 430 nm dafiir nétig gewesen. Diese
waren aber zum Zeitpunkt der Messungen noch nicht verfiighar.

5.3 Untersuchungen zur Faltung der $-Hairpin Struktur

Dieser Abschnitt beschéftigt sich mit den Experimenten zur Faltung der (-Hairpin
Struktur. Ausgehend von dem trans-Isomer des AzoTrpZip2 wird dazu mit Lichtimpul-
sen bei 404 nm die Isomerisierung des Photoschalters AMPP aus seiner trans-Form in
die cis-Form ausgelost (umgekehrte Isomerisierungsrichtung wie im vorigen Abschnitt).
Mittels Abtastimpulsen im Bereich der Amid-I" Bande werden die Absorptionsdnderun-
gen aufgenommen.

Nachdem das verwendete Anreg-Abtast-Experiment aus technischen Griinden auf den
Zeitbereich bis 3,1 ns beschrankt ist, wurde fiir die Untersuchung des weiteren Verlaufs
der Faltungsdynamik ein Laserblitz-Photolyseaufbau, wie in Kapitel 3.2 beschrieben,
verwendet. Die Anregimpulse lagen hier bei 355 nm, also in der m7*-Bande des Chro-
mophors. Die Ergebnisse dieser Messungen auf der Nano- und Mikrosekundenzeitskala
sind im Abschnitt 5.3.2 gezeigt.

5.3.1 Vorgidnge auf der Pikosekundenzeitskala

Das Ausgangssystem vor der Anregung durch Lichtimpulse bei 404 nm ist das trans-En-
semble von Konformationen des AzoTrpZip2 bzw. des Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-
Lys-NH,. Da dieses Ensemble jeweils das thermodynamisch stabilere ist, wird es voll-
standig nach langerem Lagern der Proben unter Lichtabschluss erreicht. Bei den Mes-
sungen in dieser Isomerisierungsrichtung von trans nach cis sind einige Besonderheiten
zu beachten, auf die im folgenden eingegangen wird.

Vorbemerkungen

Geringere Absorption bei der Anregungswellenldnge Bei der Anregungswellenlénge
von 404 nm besitzt das jeweilige trans-Isomer des AzoTrpZip2 bzw. des Referenzpeptids
eine um mehr als den Faktor zwei kleinere Absorption als das entsprechende cis-Isomer
(siehe dazu auch Abb. 4.17). Um die gleiche Anzahl von Molekiilen pro Anregungsimpuls
anregen zu konnen, wird bei der Isomerisierungsrichtung von trans nach cis also eine
hohere Energie des Anregimpulses benotigt als im Falle der Anregung des cis-Isomers.
Die hohen Energien des Anregimpulses fithren zu unerwiinschten Signalbeitrigen, die
vom Losungsmittel stammen.

Isomerisierungsquantenausbeuten Bei der trans nach cis Reaktion ist zu beachten,
dass die Isomerisierungsquantenausbeute tendenziell (< 30 % bei nm* Anregung bzw.
< 15 % bei mr* Anregung, [Spo01]) erheblich kleiner ist als die der cis nach trans
Reaktion. Deshalb werden die beobachteten Absorptionssignale bei der trans nach cis
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Reaktion verstdrkt von Anteilen herriihren, die mit der internen Konversion in den
Ausgangszustand und thermischen Relaxationen verkniipft sind.

Signalbeitrage des Losungsmittels und deren Korrektur Um den Signalbeitrag des
Losungsmittels abschédtzen zu konnen, wurde bei jeder zeitaufgelosten Messung das reine
Losungsmittel unter denselben Bedingungen gemessen wie die geloste Probe. Prinzipiell
ist der Losungsmittelanteil am Signal im Falle der Messung der gelosten Probe systema-
tisch geringer, da ein gewisser Anteil des Anregimpulses von den Probenmolekiilen (in
diesem Fall vom Chromophor AMPP) absorbiert wird. Das Losungsmittel “sieht also
effektiv eine entsprechend geringere Anregimpulsenergie. Ist die Absorption der gelésten
Probe jedoch wie im vorliegenden Fall sehr klein, kann das mit gleicher Anregimpuls-
energie gemessene Losungsmittelsignal in voller Hohe unskaliert abgezogen werden. Diese
Art der Korrektur wurde fiir den Datensatz des Referenzpeptids verwendet.

Bei der Messung des Datensatzes des AzoTrpZip2 in der Isomerisierungsrichtung von
trans nach cis konnte das Losungsmittelsignal nicht in dieser Weise unskaliert abgezo-
gen werden. Der Grund dafiir liegt darin, dass bei den hier benétigten Anregungsim-
pulsenergien das Losungsmittelsignal nicht linear von der Energie des Anregimpulses
abhéngt und sich iiber einen Zeitbereich bis zu einigen 100 ps erstreckt. Der spektrale
Verlauf des Losungsmittelsignals zeigt kaum Struktur, sondern ist bei allen detektierten
Frequenzen nahezu gleich. Das Losungsmittelsignal zerfaillt exponentiell mit zwei Zeit-
konstanten von 2,7 ps und 150 ps, wobei die zweite Zeitkonstante eine doppelt so grofie
Amplitude besitzt wie die erste. Das Losungsmittelsignal wurde nun so skaliert, dass
die Zeitkonstante von 150 ps im resultierenden l6sungsmittelkorrigierten Datensatz des
AzoTrpZip2 nicht mehr auftritt. Dazu wurde das Losungsmittelsignal mit einem Fak-
tor 0,36 skaliert, bevor es abgezogen wurde. Diese Korrektur konnte jedoch wegen des
nicht-linearen Charakters des Losungsmittelsignals nicht fiir alle Zeitbereiche vollstéin-
dig erfolgen. Insbesondere wird ein verbleibendes Losungsmittelsignal im Zeitbereich bis
ca. 10 ps im 16sungsmittelkorrigierten Datensatz des AzoTrpZip2 beobachtet (vgl. dazu
Abb. 5.14(a)).

Langere Lebensdauer des angeregten Zustands Die zeitaufgelosten Messungen im
sichtbaren Spektralbereich weisen im Fall des Referenzpeptids in der Isomerisierungs-
richtung von trans nach cis mit 1,8 ps eine deutlich langsamere Zerfallszeit des angereg-
ten Zustands auf als in der umgekehrten Isomerisierungsrichtung. Dies ist ein typisches
Phénomen des Photoschalters Azobenzol, der dem hier vorliegenden Chromophor zu-
grunde liegt [Sp01]. Fiir die Beobachtung der Peptiddynamik bedeutet es jedoch, dass
die Isomerisierung, welche die Peptiddynamik zunéchst auslost, zeitlich “ausgeschmiert
ist. Die Dynamiken wéhrend der ersten Pikosekunden kénnen also nicht als Peptiddy-
namik allein interpretiert werden.

Anreicherung des cis-lIsomers Bei den Untersuchungen wurde von einer Probe aus-
gegangen, die vollstédndig aus trans-Isomeren bestand. Nach Photoanregung bei 404 nm
durch die Anregungsimpulse isomerisiert ein gewisser Anteil in das entsprechende cis-
Isomer. Da die Probe nicht durch eine Dauerstrichbelichtung wieder in das trans-Isomer
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umbelichtet wurde, reichert sich das cis-Isomer mit der Zeit an. Dessen Anreicherung
wurde beobachtet, indem in regelméfligen Abstédnden Spektren im sichtbaren Spektral-
bereich aufgenommen wurden. Als grofiter Anteil an cis-Isomeren in Losung wurde je-
doch lediglich 2,6 Mol% ermittelt. Dieser Anteil kann deshalb vernachlissigt werden.

Strukturelle Uberlegungen Mittels der NMR-Strukturanalyse wurde versucht, die
Struktur des trans-Isomers des Referenzpeptids im Losungsmittel Methanol-d4 zu fin-
den. Es konnten zwar einige Abstandsinformationen gewonnen werden (sogenannte
NOEs), diese reichten jedoch nicht aus, um ein Ensemble an Strukturen zu generie-
ren. Vielmehr waren die meisten Abstandsinformationen trivialer Natur und riithrten
von Wasserstoffatomen her, die schon aufgrund der Primérstruktur nahe benachbart
waren. Daraus kann gefolgert werden, dass das trans-Isomer des Referenzpeptids keine
definierte Struktur besitzt.

Das strukturelle Ensemble des cis-Isomers konnte jedoch gefunden werden und zeigt
einen Anteil von einer Turn-Struktur. Jedoch lief sich dieser Anteil am gesamten En-
semble nicht quantifizieren. Er war aber deutlich in der NMR-Strukturbestimmung zu
beobachten.

Ahnlich verhélt es sich im Falle des trans-AzoTrpZip2. Auch hier lieB sich der Anteil
der gefalteten trans-AzoTrpZip2 Peptide gegeniiber der ungefalteten Population nicht
eindeutig bestimmen.

In beiden Féllen regt der Anregimpuls ein wenig definiertes Ensemble an trans-
Strukturen an, das zu einer breiten Verteilung von unterschiedlichsten Differenzsignalen
fithren konnte.

Die experimentellen Beobachtungen im Detail

Uberblick iiber die gemessenen Daten Vor dem Hintergrund dieser Vorbemerkungen
zeigt Abbildung 5.13 einen Uberblick iiber die 16sungsmittelkorrigierten Datensitze.

Ein Vergleich der zeitaufgelosten Daten der Isomerisierungsrichtung von trans nach
cis des trans-AzoTrpZip2 (Abbildung 5.13(a)) mit den entsprechenden des Referenzpep-
tids (Abbildung 5.13(b)) liefert zuniichst eine grobe Ubereinstimmung beider Datenséit-
ze. Auffillig ist jeweils das Ausbleichen um 1650 cm™! und die induzierte Absorption
um 1620 cm~!. Ab 150 ps beobachtet man praktisch keine Absorptionsdynamiken. Die
Differenzsignale des AzoTrpZip2 sind dabei etwas rotverschoben gegeniiber denen des
Referenzpeptids.

Nach einer Interpretation der beobachteten transienten Spektren werden im folgen-
den die wesentlichen Komponenten der Dynamik mittels einer globalen Anpassung der
gemessenen Zeitverlidufe der Absorptionsdnderungen dargestellt.

Transiente Spektren: Referenzpeptid Zunichst wird auf die Daten des trans-Isomers
des Referenzpeptids eingegangen, wenn es von Pumpimpulsen bei 404 nm angeregt wird.
Abbildung 5.14(b) zeigt die beobachteten transienten Spektren im Bereich der Amid-I’
Bande. Das transiente Spektrum bei 1 ps weist induzierte Absorptionen um 1625 cm™!
und ein Minimum bei ca. 1657 cm™! auf. Zusammengenommen entspricht dies einer
Rotverschiebung der Amid-I" Bande des Referenzpeptids. Diese Rotverschiebung kann
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Abbildung 5.13: Zweidimensionale Darstellungen der Absorptionsianderungen bei Anregung des trans-
Isomers bei A, =404 nm. Dargestellt sind Absorptionszunahmen mit rotlichen Farbténen. Absorptionsab-
nahmen sind durch blauliche Farben angedeutet. Die Zeitachse ist jeweils logarithmisch.

zum einen der Besetzung des angeregten Zustandes des Chromophors AMPP und zum
anderen einem schwingungsméfig heiflen Peptidteil zugeschrieben werden. Die Schwin-
gungsanregung fiithrt zu einer Rotverschiebung iiber folgenden Mechanismus: Die Anre-
gung des Chromophors mittels des Anregimpulses und dessen Relaxation fiihrt zu einer
Anregung niederfrequenter Moden. Durch deren anharmonische Kopplung mit einer
im allgemeinen negativen Kopplungskonstante an die Carbonylstreckschwingungen des
Peptidriickgrats fithren sie zu einer Rotverschiebung der beobachteten Amid-I" Bande
[Sch04b].

Zusétzlich beobachtet man bei den transienten Spektren zu den Verzogerungszeiten
1,0 ps und 6,6 ps Ausbleichsignale bei 1585 cm™! und bei 1605 cm ™!, welche von ei-
ner breiten induzierten Absorption iiberlagert sind. Diese Ausbleichsignale sind jedoch
bei 24 ps nicht mehr erkennbar. Sie kénnen dem Ausbleichen von Schalterbanden zuge-
schrieben werden, welches auf einer Zeitskala von einigen Pikosekunden fast vollsténdig
verschwindet. Dies ldsst auf eine geringe Isomerisierungsquantenausbeute schlieffen. Fin
weiteres Indiz fiir eine kleine Isomerisierungsquantenausbeute ist die geringe und damit
zu vernachlidssigende Anreicherung an cis-Isomer in dem gesamten Messzyklus.

Bis zum transienten Spektrum bei 24 ps verschiebt sich das Minimum des Ausbleichens
von 1657 cm ™! bis nach 1646 cm™!, wobei eine induzierte Absorption bei 1685 cm™! ein-
setzt. Dies kann {iber den Bruch von Wasserstoffbriickenbindungen zum Lésungsmittel
erkldart werden. Dieser so entstandene desolvatisierte Zustand relaxiert auf einer Zeit-
skala von 20 ps. Um 150 ps ist ein transientes Spektrum erreicht, das bis auf geringe
Abweichungen um 1675 cm ™! dem Spektrum nach 3,1 ns gleicht. Die wesentliche Dyna-
mik ist also bis 150 ps abgeschlossen.

Im Fall des Referenzpeptids kann aus den zeitaufgelosten Messungen im sichtbaren
Spektralbereich die Isomerisierungsquantenausbeute zu ca. 10 % abgeschitzt werden
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Abbildung 5.14: Transiente Differenzspektren nach Anregung des jeweiligen trans-lsomers. Die beiden
oberen Teile der Abbildung zeigen jeweils die Infrarotspektren des Ausgangszustands, des jeweiligen trans-
Isomers. Relativ zu diesen Spektren verstehen sich die Anderungen in den Abschnitten (ii) und (iii). Im
Abschnitt (i) sind die transienten Spektren zu den Verzdgerungszeiten 1,0 ps (Kreise), 6,6 ps (Rauten),
24 ps (Quadrate) und 150 ps (Dreiecke) dargestellt. Die Fiinfecke im Abbildungsabschnitt (iii) zeigen das
transiente Spektrum bei 3,1 ns. Die durchgezogene Linie in (jii) ist jeweils ein skaliertes Differenzspektrum
aus Abbildung 4.21.

(siche durchgezogene Linie in Abbildung 5.2(b)) [Sp601]. In der Messung zu Abbildung
5.14(b) wurden ca. 10 % der Molekiile im Anregungsvolumen angeregt. Insgesamt kann
als Signal deswegen nur ca. 1 % der Amplitude des vollen Differenzspektrums der Lo-
sung erwartet werden, die im vorliegenden Fall ca. 9 mOD bei 1660 cm ™! betrigt. Das
maximal zu erwartende Differenzsignal liegt also bei 90 pOD. Auf diesen Wert wurde
auch das stationdre Differenzspektrum (durchgezogene Linie Abbildung 5.14(b)) ska-
liert. Dennoch weicht das gemessene Spektrum bei 3,1 ns noch um 1640 cm~! und um
1675 cm~! von dem so skalierten stationdren Differenzspektrum ab.

Eine Erhohung der Temperatur im angeregten Volumen kann, wie es schon in Ab-
schnitt 5.2.4 fiir den Fall der anderen Isomerisierungsrichtung diskutiert wurde, diesen
Unterschied nicht erkldaren. Es ist also sehr wahrscheinlich, dass noch nachgeschaltete
Prozesse existieren miissen, welche die Ubereinstimmung herstellen.
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Transiente Spektren: AzoTrpZip2 Vergleicht man die beiden Abbildungen 5.14(b)
und 5.14(a), so féllt auf, dass sich das zeitaufgeloste Absorptionsverhalten des AzoTrp-
Zip2 und des Referenzpeptids im Bereich der Amid-I" Bande bei der Anregung ihres
jeweiligen trans-Isomers dhnelt. Ebenfalls wie im Fall des Referenzpeptids beobachtet
man das Ausbleichen der Banden des Schaltermolekiils AMPP bei 1585 cm ™! und bei
1600 cm™?, die bis zu einer Verzégerungszeit von 24 ps nahezu vollstindig verschwinden.
Dies deutet auf eine Isomerisierungsquantenausbeute fiir das Schalten von trans nach
cis in einer dhnlichen Groflenordnung wie beim Referenzpeptid hin.

Das transiente Spektrum bei 1,0 ps ist geprdgt vom angeregten Zustand des Chro-
mophors mit einem ausgeprigten Ausbleichen bei 1650 cm™!. Das Minimum ist je-
doch deutlich rotverschoben im Vergleich zum Referenzpeptid. Im Fall des AzoTrpZip2
schiebt dieses Minimum bis 24 ps bis nach 1636 cm™!, was ebenfalls deutlich rotverscho-
ben gegeniiber dem Referenzpeptid ist. Dies konnte man damit interpretieren, dass im
Fall des AzoTrpZip2 nicht nur Wasserstoffbriickenbindungen zum Losungsmittel, son-
dern auch intra-molekulare Wasserstoffbriicken aufbrechen. Die induzierte Absorption
bei 1685 cm ™! im transienten Spektrum bei 24 ps tritt bei beiden Modellpeptiden auf.
Man kann sie Carbonyloszillatoren aus der Amid-I” Bande zuordnen, die nicht iiber ei-
ne Wasserstoffbriickenbindung verfiigen. Die Unterschiede zwischen den Spektren bei
150 ps und bei 3,1 ns sind im Fall des AzoTrpZip2 etwas ausgeprégter als im Fall des
Referenzpeptids. Dennoch sind auch hier nach ca. 150 ps die dominanten Absorptions-
anderungen abgeschlossen.

Die Abschéitzung der Isomerisierungsquantenausbeute im Fall des AzoTrpZip2 konn-
te iiber die Anreicherung des cis-Isomers wihrend der gesamten Messdauer abgeschétzt
werden. Daraus ergibt sich eine Isomerisierungsquantenausbeute von ca. 3 %. Das ent-
sprechend skalierte stationére Differenzspektrum wurde als durchgezogene Linie in Ab-
schnitt (iii) der Abbildung 5.14(a) eingezeichnet.

Fiir die Diskrepanz zwischen stationdrem Differenzspektrum und dem transienten
Spektrum nach 3,1 ns konnte eine Temperaturerhohung des Probenvolumens verant-
wortlich sein. Dieser Effekt wird weiter unten ausgeschlossen. Eine weitere Erklarung
wire eine nachgeschaltete Dynamik, welche dann zu dem stationdren Differenzspektrum
fithrt. Diese Moglichkeit wird in Kapitel 5.3.2 diskutiert.

Globale Datenanpassung mittels exponentieller Zerfille Wie schon in Kapitel 5.2.3
fiir die Isomerisierungsrichtung von cis nach trans vorgestellt, wird hier wieder versucht,
die beobachteten Kinetiken mittels einer globalen Anpassung nachzubilden und so auf
einige wenige Zeitkonstanten und die zugehorigen Amplitudenspektren zuriickzufiihren.
Wegen der bei der Isomerisierungsrichtung von trans nach cis deutlicher hervortretenden
Kiihlsignatur wurden die Daten erst jeweils ab 5 ps angepasst. Es wurde jeweils eine An-
passung mit drei exponentiellen Zeitkonstanten durchgefiihrt, wobei eine Zeitkonstante
sehr grol gegen alle auftretenden Zeitkonstanten gewéhlt wurde, um die konstanten
Anteile bei einer Verzogerungszeit von 3,1 ns anzupassen.

Abbildung 5.15 zeigt die entsprechenden Amplitudenspektren zu den einzelnen Zeit-
konstanten. Wie gut die Anpassung an die Daten gelungen ist, kann bei fiinf verschie-
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Abbildung 5.15: Amplitudenspektren beim Konformationswechsel vom cis- in das trans-Isomer. Fiir beide
Datensétze (AzoTrpZip2 und Ac-Glu-AMPP-Lys-NH5) wurde ab 5 ps eine globale Anpassung mittels einer
Summe aus drei exponentiellen Zerfillen gefaltet mit einer Kreuzkorrelation von toc=0,7 ps durchgefiihrt.
Eine Zeitkonstante (“infinity") beriicksichtigt die nach dem Zeitfenster der Messungen vorliegenden Ab-
sorptionsdnderungen. Die beiden Abbildungen zeigen die mit den angegebenen Zeitkonstanten assoziierten
Amplitudenspektren.

denen Zeitverlaufen der Absorptionsinderungen anhand von Abbildung 5.16 beurteilt
werden.

Geht man zunéchst auf die globale Anpassung der Daten des Referenzpeptids ein, so
fallt das Amplitudenspektrum zur Zeitkonstante 5,4 ps wegen seiner grofen Amplitude
auf (gestrichelte Linie in Abb. 5.15(b)). Es zeigt eine positive Amplitude bei 1638 cm ™!
und ein Minimum bei 1665 cm ™! und reprisentiert damit das Zuriickgehen der Rotver-
schiebung der Amid-I’ Bande auf einer Zeitskala von 5,4 ps aufgrund des Kiihlens und
des Zerfalls des angeregten Zustands des Chromophors. Uber die zeitaufgeldste Spektro-
skopie im sichtbaren Spektralbereich wurden zwei Zeitkonstanten von 1,8 ps (dominant)
und 13 ps gefunden.

Der Mechanismus, mit dem der angeregte Chromophor zu einer Absorptionsédnderung
im Bereich der Amid-I’ Bande fithren kann, ist folgender: Im angeregten Zustand be-
sitzt der Chromophor eine andere Geometrie und ein anderes Dipolmoment als in seinem
Grundzustand. Diese Anderung im Dipolmoment in der niheren Umgebung der Amid-T’
Carbonyloszillatoren beeinflusst deren Elektronenverteilung und damit deren Bindungs-
starke. Dadurch verschiebt sich auch die Absorptionsfrequenz der Carbonyloszillatoren.
Im Experiment wird eine Rotverschiebung der Frequenz der Amid-I’ Oszillatoren be-
obachtet. In der Literatur wird dieser Effekt als “vibrational Stark effect* bezeichnet
[Vol97]. Er wurde bereits dazu benutzt, um aus der Bandenverschiebung eines Carbony-
loszillators auf die Lage und Stérke des Dipolmoments eines benachbarten angeregten
Chromophors zu schlieflen [Vol00].

In diesem Zusammenhang findet sich bei 1585 cm™! und bei 1605 cm ™! im Amplitu-
denspektrum der Zeitkonstante von 5.4 ps jeweils ein lokales Minimum, das das Abneh-
men des Ausbleichens der Schalterbanden des Chromophors AMPP angibt. Dies ordnet
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sich ein in den Zerfall des angeregten Zustandes, der auf derselben Zeitskala stattfindet
(sieche oben).

Das Amplitudenspektrum der Zeitkonstante 20 ps besitzt ein Maximum bei 1675 cm ™!
und ein Minimum bei 1644 cm~!. Auf dieser Zeitskala scheinen sich Wasserstoffbriicken-
bindungen zum Losungsmittel wieder auszubilden, welche durch die strukturellen Um-
ordnungsprozesse nach der Anregung und Isomerisierung des Chromophors gebrochen
waren. Dies fiihrt zu einer Rotverschiebung der Frequenz der Carbonyloszillatoren um
rund 30 cm™!, was der Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung entspricht [Tor98b].

Das Amplitudenspektrum zur unendlich groflen Zeitkonstante “infinity* ist extrem
schwach. Es zeigt noch keine spektralen Ahnlichkeiten mit dem stationéiren Differenz-
spektrum aufgrund der Isomerisierung. Die Griinde hierfiir miissen in nachgeschalteten
Prozessen gesucht werden, die zu einem entsprechenden stationdren Differenzspektrum
fithren.

Im Fall der Anpassung der Daten des AzoTrpZip2 in der Isomerisierungsrichtung von
trans nach cis findet man recht dhnliche Prozesse. Die ersten Zeitkonstanten von 4,8 ps
bzw. 5,4 ps sind fast gleich. Die néchst groflere Zeitkonstante ist im Fall des AzoTrp-
Zip2 mit 64 ps dreimal so grof3 wie fiir das Referenzpeptid. Dies deutet darauf hin, dass
es im Fall des AzoTrpZip2 noch langer andauernde strukturelle Peptiddynamikprozes-
se gibt. Diese scheinen auch eine Riickwirkung auf den Schalter auszuiiben und sind
moglicherweise urséchlich fiir die Zeitkonstante von 47 ps, welche in den Experimenten
mit sichtbaren Abtastimpulsen auftritt. Das Amplitudenspektrum zur unendlich grofien
Zeitkonstante stimmt ebenfalls nicht mit dem stationédren Differenzspektrum iiberein.
Deswegen kann hier auf weitere Faltungsdynamiken geschlossen werden, deren Zeitkon-
stante grofler als das hier behandelte Messfenster von 3,1 ns ist. Auf diese Faltungsdy-
namik wird in Kapitel 5.3.2 ndher eingegangen.

Abbildung 5.16 zeigt eine Auswahl an Zeitverlaufen der Absorptionsédnderungen der
beiden Datensitze des AzoTrpZip2 (Kreise) und des Referenzpeptids (Dreiecke). Die
durchgezogenen Linien stammen von der oben besprochenen globalen Anpassung mittels
exponentieller Zerfélle. Bei den gezeigten Zeitverldufen im Fall des Referenzpeptids gibt
die globale Anpassung die gemessenen Daten gut wieder. Im Fall des AzoTrpZip2 findet
man bei den Wellenzahlen 1638 cm™! und 1652 cm™! geringfiigige Abweichungen von
den gemessenen Daten bei Verzogerungszeiten von ca. 70 ps. Hier scheint ein zusétzlicher
Prozess mit geringer Amplitude eine Rolle zu spielen.

Vergleicht man die Zeitverldufe des AzoTrpZip2 und des Referenzpeptids bei entspre-
chenden Wellenzahlen fillt zunichst eine qualitative Ahnlichkeit auf.

Im Bereich der Amid-I’ Bande bei 1638 cm™! zeigen die Transienten des AzoTrpZip2
und des Referenzpeptids ein verzogertes Auftreten des Maximums des Ausbleichens
zwischen 10 ps und 20 ps. Es gibt bei 1652 ecm™! jedoch auch einen Anteil der Amid-I’
Bande, der instantan ausbleicht. Daraus kann geschlossen werden, dass stiarkere Was-
serstoffbriicken, die zu den Carbonyloszillatoren mit einer Absorptionsfrequenz in der
Nihe von 1638 cm™! gehoren, spiter aufbrechen als solche, die zu Absorptionsfrequen-
zen bei 1652 cm ™! gehoren. Die Absorptionsabnahme bis zu einer Verzégerungszeit von
3 ps beim Zeitverlauf bei 1677 cm~! im Fall des AzoTrpZip2 kann zumindest teilwei-
se auf Einfliilsse des Losungsmittels zuriickgefithrt werden und soll deswegen nicht als
verzogertes Ausbleichen der Peptidabsorption gedeutet werden.
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Abbildung 5.16: Ausgewihlte Transienten der Isomerisierung von trans nach cis bei den Frequenzen
1600 cm™!, 1638 cm™!, 1652 cm ™!, 1677 cm~! und 1690 cm~!. Die offenen Kreise stehen fiir die Absorp-
tionsanderungen in Abhangigkeit von der Zeit gemessen ausgehend von dem trans-AzoTrpZip2. Die Dreiecke
sind die entsprechenden Daten fiir den Fall des trans-Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs. Die durchgezogenen Linien
stammen aus den jeweiligen globalen Anpassungen.

In den transienten Spektren zu den Verzogerungszeiten 150 ps und 3,1 ns aus Abbil-
dung 5.14(a) ist im Fall des AzoTrpZip2 noch ein spektraler Unterschied um 1677 cm™?
zu erkennen. Der Zeitverlauf der Absorptionsinderungen bei der Wellenzahl 1677 cm™!
zeigt auch tatsdchlich ein Absinken der Absorption bei den letzten Messpunkten, welches
von der globalen Anpassung nicht erfasst wird. Hier konnte bereits eine nachgeschalte-
te Dynamik zu erkennen sein mit einer Zeitkonstante von einigen Nanosekunden. Ein
dghnlicher Befund existiert auch fiir das Referenzpeptid.

Der Zeitverlauf der Absorptionséinderungen des AzoTrpZip2 bei 1690 cm ™! zeigt (nach
dem Riickgang des Einflusses des Losungsmittels < 5 ps) zunéchst eine Zunahme der
Absorption bis ca. 20 ps und darauf ein Abnehmen der Absorption auf einer Zeitskala
von 64 ps. Dies kann als die Signatur der nicht-wasserstoftfverbriickten Carbonyloszillato-
ren des Peptidriickgrats des AzoTrpZip2 interpretiert werden. Auf einer Zeitskala von
64 ps scheinen sich strukturelle Prozesse zu ereignen und sich die Wasserstoftbriicken-
bindungen wieder auszubilden. Beim Referenzpeptid geschieht dies dhnlich, jedoch zeigt
der entsprechende Zeitverlauf bei 1690 cm ™! ein entsprechend schnelleres Ausbilden der
Wasserstoffbriickenbindungen.
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Zusammenfassung und Interpretation der Pikosekundendynamik

Einfluss von Temperaturanderungen Ahnlich wie in Kapitel 5.2.4 beschrieben, kann
man auch bei der hier betrachteten Isomerisierungsrichtung von trans nach cis den
Einfluss der Temperaturerh6hung im Probenvolumen durch die Umwandlung der ab-
sorbierten Energie aus dem Anregungsimpuls in Warme beriicksichtigen. Aufgrund der
verwendeten experimentellen Parameter von Anregungsenergie, Biindeldurchmesser des
Anregimpulses am Probenort und Absorption der Probe bei der Wellenlénge des Anre-
gimpulses berechnet sich dieser Temperaturanstieg zu lediglich 80 mK. Das beobachtete
transiente Spektrum bei 3,1 ns (siche Abb. 5.14(a), Abschnitt (iii)) lésst sich jedoch
nicht mit einer Temperaturverdanderung im Probenvolumen allein erkldaren. Einzig das
Minimum bei 1675 cm™! im transienten Spektrum bei 3,1 ns kénnte zum Teil auf eine
solche Temperaturerh6hung zuriickzufithren sein. Eine Erklarung fiir die spektralen Dis-
krepanzen zwischen dem stationéren Differenzspektrum und dem transienten Spektrum
bei 3,1 ns unterhalb von 1650 cm ™! kann also nicht durch diese Temperaturerhthung her-
beigefiihrt werden. Deswegen wird in Kapitel 5.3.2 bei einer Wellenzahl von 1641 cm ™!
nach Peptiddynamiken gesucht, die diese Erklarung liefern konnten.

Identifizierung von Intermediaten Mit der Abbildung 5.12 wurde in Kapitel 5.2.5 der
Begriff des Intermediats eingefiihrt. Die Zahl der beteiligten Zusténde ist dabei so grof3
wie die Zahl der Zeitkonstanten, die nétig sind, um einen Datensatz anzupassen [Zin98§].
Blickt man auf die in Tabelle 5.3 so kénnen abgesehen von dem Ausgangszustand zwei
Intermediate auf der Pikosekundenzeitskala vermutet werden.

Probe AzoTrpZip2 | Referenzpeptid
Isomerisierung | t — ¢ t—c

Aex. 404 nm 404 nm

T 4.8 ps 5,4 ps

Ty 64 ps 20 ps

Tabelle 5.3: Gegeniiberstellung der Zeitkonstanten der globalen Anpassungen im Bereich der Amid-I'
Bande bei der Isomerisierung von trans nach cis fiir das Modellpeptid AzoTrpZip2 und das Referenzpeptid
Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs. A, bezeichnet die Wellenlange des Anregimpulses. Die 7; sind die Zeitkonstanten
aus der globalen Anpassung. Die dritte Zeitkonstante ,infinity" ist jeweils konstant auf einem sehr groBen
Wert (107 ps) gehalten worden und wurde deswegen in der Tabelle nicht extra aufgefiihrt.

Bei ca. 20 ps ist im Fall des AzoTrpZip2 ein Zwischenzustand erreicht, der gekenn-
zeichnet ist durch das Fehlen von Wasserstoffbriicken zum Losungsmittel, also ein desol-
vatisierter Zustand. Dieser entwickelt sich mit einer Zeitkonstante von 64 ps zu einem
intermedidren Zustand, dessen Spektrum jedoch nicht mit dem stationéren Differenz-
spektrum iibereinstimmt. Deshalb kann man hier von einem Faltungsintermediat aus-
gehen. Das transiente Differenzspektrum dieses Intermediats kann mit dem transienten
Spektrum bei 3,1 ns aus Abbildung 5.14(a), Abschnitt (iii) angegeben werden. Beim Re-
ferenzpeptid tritt der desolvatisierte Zustand etwas frither um 10 ps auf und relaxiert auf
der Zeitskala von 20 ps ebenfalls in einen Zustand, der noch nicht das Differenzspektrum
aus cis- und trans-Isomer des stationdren Zustands entspricht. In beiden Féllen lasst
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diese Tatsache auf nachgeschaltete Prozesse schlielen, die Zeitkonstanten aufweisen, die
grofler sind als das hier diskutierte Messfenster von 3,1 ns. Auf diese nachgeschalteten
Prozesse wird im folgenden Kapitel eingegangen.

5.3.2 Vorgidnge auf der Mikrosekundenzeitskala
Vorstellung und Interpretation der experimentellen Daten

Mittels des Laserblitz-Photolyseaufbaus, vorgestellt in Kapitel 3.2, wurde nun versucht,
die weitere Dynamik der Reaktion von trans nach cis des AzoTrpZip2 auf der us-
Zeitskala zu verfolgen. Als Abtastwellenlinge wurde 1641 cm™! gewiihlt, da hier eine
groffe Absorptionszunahme aufgrund des stationdren Differenzspektrums zu erwarten
ist (siehe Pfeil im Inset der Abbildung 5.17). Die Anregungswellenlidnge lag bei 355 nm
in der 77*-Bande des Chromophors.

Transient curve for trans-AzoTrpZip2 at 1641 cm’”

Abbildung 5.17: Zeitver-
lauf der Absorptionsinderun-
gen des trans-AzoTrpZips bei
1641 cm~!, einen Zeitbereich
von Pikosekunden bis Millise-
kunden {iberspannend. Die Da-
ten bis 3,1 ns stammen aus Mes-
sungen mit einer Anregungswel-

S
80 | lenlange von 404 nm, die von
8

0.0

10 ns bis 3 ms aus den Mes-
- - sungen mit einem Laserblitz-
0.1 mOD Photolyseaufbau mit einer An-

1 6100 16150 17100 regungswellenldnge von 355 nm.

-1 Das Inset entspricht im wesent-
1 -Wa\/-enumber/cm 1 lichen Abbildung 5.14(a) (iii),

10 ']O-9 1 O-6 10 wobei der rote Pfeil die spektrale
de|ay time /s Position des gezeigten Zeitver-

laufs markiert.

In Abbildung 5.17 werden fiir eine Abtastfrequenz von ca. 1641 cm~! die Absorpti-
onsédnderungen im gesamten, von der Messung erfassten Zeitbereich von 1 ps bis 3 ms
dargestellt. Die Daten im Zeitbereich zwischen 1 ps und 3,1 ns stammen aus dem vor-
her diskutierten Datensatz® bei einer Anregung mit einer Wellenlinge von 404 nm.
Es handelt sich also um den Zeitverlauf bei 1641 cm™!. Die weiteren Daten ab ca.
10 ns bis 3 ms stammen aus der Messung mittels des Laserblitz-Photolyseaufbaus. Hier
war die Anregungswellenldnge 355 nm. Die Kurve aus dem Laserblitz-Photolyseaufbau

3Die Losungsmittelkorrektur der hier gezeigten Daten unterscheidet sich von derjenigen aus der Ver-
offentlichung [Sch07b]. In der Veroffentlichung wurde das Losungsmittelsignal mit dem Faktor 1,0
skaliert und vom Probensignal abgezogen, wohingegen bei den hier zugrunde liegenden Daten das
Losungsmittelsignal mit einem Faktor 0,35 skaliert wurde, bevor es subtrahiert wurde (siehe Kapitel
5.3.1).
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5.3 Untersuchungen zur Faltung der 3-Hairpin Struktur

wurde so skaliert, dass sie bei 10 ns etwa dieselbe Absorptionsdnderung aufweist wie
die ps-Transiente bei 3,1 ns. Beide Kurven wurden mit Savitzky-Golay Filterfunktionen
geglattet [Sav64, SteT72].

Der Zeitverlauf der Absorption bei einer Wellenzahl von 1641 cm™! zeigt zunichst
ein verzogertes Ausbleichen der roten Flanke der Amid-I’ Bande, was bereits oben als
Aufbrechen weiterer Wasserstoftbriickenbindungen interpretiert wurde. Um 20 ps ist ein
Minimum der Absorptionsdnderung erreicht. Dies héngt mit einem maximal desolvati-
sierten Zustand zusammen. Mit einer Zeitkonstante von 64 ps wird ein weiterer Zwi-
schenzustand erreicht. Der leichte Absorptionsanstieg auf der Zeitskala von 1 ns konnte
noch auf eine weitere, langere Zeitkonstante im Bereich einiger 100 ps hindeuten, wie
sie auch bei den Abtastfrequenzen um 1675 cm ™! mit kleiner Amplitude in Erscheinung
tritt. Stimmt die Skalierung der beiden Messdatensétze untereinander, so &ndert sich die
Absorption auf einem Zeitbereich von einigen Nanosekunden bis einigen Mikrosekunden
kaum. Im Zeitbereich von einigen 100 ns wird ein schon aus der Literatur bekanntes
thermisches Artefakt beobachtet. Zwischen 10 us und 50 ps nimmt die Absorption zu
und erreicht einen positiven Wert, wie man es aus dem stationéren Differenzspektrum
erwarten wiirde. Nach 100 us ist die Reaktion also abgeschlossen. Eine Anpassung der
Daten im pus-Bereich mittels einer Exponentialfunktion liefert eine Zeitkonstante von
30 ps.

Die systematischen Absorptionsédnderungen um 1 ps stammen von dem durch die
absorbierte Energie des Anregungsimpulses ausgelosten Temperatursprung und den da-
durch verursachten Druck- und Dichteausgleich [Cal98, Yuz94]. Die durch den Tempe-
raturanstieg im Probenvolumen ausgeloste Druckwelle, welche fiir den Dichteausgleich
sorgt, wird sich in erster Ndherung mit der Schallgeschwindigkeit in deuteriertem Me-
thanol ausbreiten. Verwendet man den Wert fiir die Schallgeschwindigkeit in Methanol
VO Cpfethanot = 1123 m/s bei 20 °C [Kuc94], so kann man die Ausbreitungszeit Tgehau
der Druckwelle im Probenvolumgen mit einer typischen Ausdehnung von d=0,6 mm
berechnen:

d
TSchall = C— ~ 07 5,u8 (53)
M ethanol

Als Ausdehnung wurde ein typischer Biindeldurchmesser der Anregimpulse angenom-
men. Der berechnete Wert von einer halben Mikrosekunde stimmt gut mit dem be-
obachteten Zeitbereich fiir das thermische Artefakt zwischen einigen 100 ns und 1 us
iiberein.

Geschieht die Umwandlung der absorbierten Energie des Anregimpulses typischer-
weise auf der Zeitskala von 100 ps, stellt sich jedoch die Frage, ob die beobachtete
Absorptionszunahme zwischen 10 ps und 50 ps auch auf eine Abkiihlung des Proben-
volumens zuriickgefiihrt werden koénnte. Eine Temperaturabnahme des Losungsmittels
Methanol-d4 wiirde in der Tat zu einer Absorptionszunahme bei der Abtastwellenldnge
von 1641 cm™! fiithren.
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5 Peptiddynamik und Faltungsvorgiange im [3-Hairpin Modellpeptid AzoTrpZip2

Die wesentliche Grofle, welche die Warmeausbreitung in einer Fliissigkeit bestimmt,
ist die Warmediffusivitat D, welche sich aus der Warmeleitfahigkeit A, der Dichte p und
der spezifischen Warmekapazitit C' bestimmen lésst:

A
D=— 5.4
& (54)
Mit den Werten fiir Methanol aus [Kuc94] errechnet sich daraus ein Wert fiir die
Wairmediffusivitdt von Djysethano = 1,0 - 10_3%, der vergleichbar ist mit dem von

Wasser Dyygsser = 1,27 - 10’3% [Lut97].

Fiir die Absorptionsédnderungen aufgrund des Abkiihlens des Probenvolumens auf-
grund von Temperatursprungeffekten wurden in deuteriertem Wasser bereits Vergleichs-
messungen durchgefiihrt. Die Vorgehensweise war dabei folgende: In deuteriertem Was-
ser wurde ein Farbstoff (Kristallviolett) aufgelost, welcher bei einer Wellenldnge von
532 nm absorbiert. Durch Anregung der Farbstoffmolekiile in einem Probenvolumen
mittels Anregimpulsen bei 532 nm und der nachfolgenden Umwandlung der Anregungs-
energie in Warme konnte ein Temperatursprung von ca. 8 K erreicht werden. Fiir das
Abkiihlen des entsprechenden Probenvolumens aus dem Losungsmittel DoO wurde eine
Zeitkonstante von ca. Tginen=1,7 ms gefunden [Lut97].

Aus obiger Betrachtung zur Grofle der Warmediffusivitdat in Methanol und in Wasser
lasst sich ableiten, dass diese Zeitkonstante von 7pipe,=1,7 ms fiir das hier verwendete
Methanol &hnlich grof§ sein wird.

Die hier gemessene Zeitkonstante von 30 ps kann also nicht mit einem Abkiihlen
des Probenvolumens erklart werden, da dieses auf einer viel grofleren Zeitskala von
Millisekunden stattfinden sollte.

5.3.3 Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse zur
Faltung der (-Hairpin Struktur

Die in Abbildung 5.17 gezeigte Dynamik des AzoTrpZip2 mit einer Zeitkonstante von
30 ps kann als Faltung der S-Hairpin Struktur interpretiert werden. Die Messung zeigt,
dass diese Faltungsreaktion nach ca. 100 us abgeschlossen ist.

Betrachtet man die Transienten des AzoTrpZip2 in Abbildung 5.16 so fallt auf, dass
die Signale zwischen 1 ns und 3 ns im wesentlichen konstant bleiben. Dies gilt auch fiir
die Daten aus Abbildung 5.17 zwischen 10 ns und ca. 1 ps. Stimmt die Skalierung der
Daten in Abbildung 5.17, lasst dies auf ein Faltungsintermediat im Zeitbereich zwischen
1 ns und 1 us schlieffen, das iiber einen langen Zeitraum Bestand hat.

Eine weitere bemerkenswerte Tatsache ist der Unterschied in den Zeitkonstanten fiir
die Entfaltung der S-Hairpin Struktur und deren Bildung. Wéahrend die Entfaltung auf
der Pikosekundenzeitskala stattfindet (sieche Kapitel 5.2), benotigt deren Faltung einige
10 ps. Auf die Hintergriinde fiir diesen Unterschied geht das Diskussionskapitel 6 ein.
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6 Diskussion der experimentellen Ergebnisse

Es gibt zwei Wege, sich den in den vorigen Kapiteln vorgestellten Daten und experimen-
tellen Befunden zu ndhern. Zunéchst kann man auf qualitativem Niveau die beobach-
teten Zeitkonstanten fiir die Bildung der g-Hairpin Struktur sowie deren Entfaltung zu
einem Ensemble aus trans-Isomeren des AzoTrpZip2 im Zusammenhang mit den Daten
aus der NMR-Spektroskopie (Kapitel 6.1) und der weiteren Literatur iiber S-Hairpin
Modellpeptide diskutieren (siehe hierzu Kapitel 6.2 und 6.5).

Der zweite Ansatz besteht darin, die Beobachtungen mit Ergebnissen aus der Mo-
lekulardynamiksimulation zu vergleichen. Dadurch konnen weitergehende strukturelle
Informationen gewonnen werden (Kapitel 6.3).

6.1 Diskussion des Vergleichs zwischen dem
Modellpeptid AzoTrpZip2 und dem Referenzpeptid
Ac-Glu-AMPP-Lys-NH,

Ein wesentliches Thema in dieser Arbeit war der Vergleich der experimentellen Befun-
de des AzoTrpZip2, dessen cis-Isomer eine (-Hairpin Struktur von besonderem Inter-
esse ausbildet, mit einem Referenzpeptid, dem Ac-Glu-AMPP-Lys-NH,. Damit sollte
die Eignung des Modellsystems AzoTrpZip2 fiir die Beantwortung biologisch relevan-
ter Fragestellungen beleuchtet werden. Insbesondere sollte die Frage behandelt werden,
inwieweit der Schalter AMPP die Dynamik des Gesamtsystems beeinflusst.

Die NMR-Strukturanalyse ergibt, dass das Referenzpeptid als cis-Isomer eine -Turn
Struktur aufweist, welche in dhnlicher Auspragung im cis-Isomer des AzoTrpZip2 auf-
tritt. Strukturell gibt es hier also durchaus Ahnlichkeiten. Ein Vergleich der Spektren
im sichtbaren Spektralbereich zeigt bei den Banden des Azobenzols ebenfalls eine grofie
Ubereinstimmung der beiden Molekiile. Da das Referenzpeptid nur aus den jeweils dem
Photoschalter AMPP néchstgelegenen Aminosiauren des AzoTrpZip2 besteht, fehlen ihm
trivialerweise die charakteristischen Absorptionsbanden der Tryptophanseitenketten un-
terhalb von 300 nm (vgl. Abb. 4.17).

Die transienten Daten zeigen im sichtbaren Spektralbereich im Fall des Referenzpep-
tids dhnliche Zeitkonstanten und Dynamiken wie sie auch beim Azobenzol zu beobach-
ten sind. Ganz im Gegensatz dazu weisen die Dynamiken des AzoTrpZip2 im sichtbaren
Spektralbereich auch sehr viel groflere Zeitkonstanten auf. Dies kann mit einer Riick-
wirkung des in einem Umfaltungsprozess begriffenen Peptids auf den Azobenzolschalter
erklart werden. Hier gibt es also die ersten Hinweise auf die Peptiddynamik von Amino-
sduren der Strange, welche diese spektralen Verdnderungen auf Zeitskalen verursachen,
bei denen das Referenzpeptid keine Dynamik mehr aufweist.
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6 Diskussion der experimentellen Ergebnisse

Das Dauerstrich-Infrarotspektrum des Referenzpeptids im Bereich der Amid-I” Bande
hat grofie spektrale Ahnlichkeit mit dem des AzoTrpZip2: Beide weisen ein Maximum
bei 1675 cm~! und eine niederfrequente Schulter auf. Das Bandenintegral des Referenz-
peptids betrigt jedoch nur etwa die Hélfte desjenigen des AzoTrpZip2, was die geringere
Anzahl von dazu beitragenden Carbonyloszillatoren reflektiert. In den Differenzspektren
zwischen cis- und trans-Isomer zeigen sich bei beiden Peptiden deutlich die Banden des
AMPP-Schalters bei 1585 cm~* und bei 1600 cm ™!,

Die zeitaufgelosten Messungen im Spektralbereich der Amid-I” Bande ergaben fiir die
[somerisierungsrichtung vom trans- in das cis-Isomer des Schalters AMPP fiir den Zeit-
bereich bis 3 ns geringe Unterschiede zwischen AzoTrpZip2 und seinem Referenzpeptid.
Erst mit einer Zeitkonstante von 30 pus wurde im Fall des AzoTrpZip2 eine Dynamik
beobachtet, die der Faltung der g-Hairpin Struktur zugeordnet wurde.

Fiir die Entfaltung der -Hairpin Struktur kénnen im frithen Zeitbereich (< 100 ps)
nach Auslosen der Isomerisierung des Schalters AMPP von cis nach trans Ahnlichkeiten
in den Signalen des AzoTrpZip2 und des Referenzpeptids beobachtet werden, welche
auf Prozesse wie zum Beispiel Kiihlen und die Anregung von niederfrequenten Moden
zuriickgefithrt werden konnen, welche in beiden Proben ablaufen. In der hochfrequen-
ten Flanke der Amid-I’ Bande finden sich aber auch in diesem Zeitbereich dezidierte
Unterschiede in den Signalen. Endet der weitaus gréfite Teil der Peptiddynamik im Re-
ferenzpeptid bei einer Verzogerungszeit von 150 ps, so findet sich im Falle des AzoTrp-
Zip2 noch deutlich der Aufbau einer Bande bei 1660 cm ™! mit einer Zeitkonstante von
630 ps. Aulerdem ist bei einer Verzogerungszeit von 3,1 ns das Dauerstrichdifferenz-
spektrum noch nicht vollstdndig erreicht (verbleibende spektrale Verschiebung von ca.
3 cm™1). Dies deutet darauf hin, dass im AzoTrpZip2 Peptid noch nicht alle strukturel-
len Reorganisationsprozesse abgeschlossen sind. Diese Unterschiede zum Referenzpeptid
erlauben den Schluss, dass man nicht nur die Dynamik der schalternahen Aminoséuren
des AzoTrpZip2 beobachtet, sondern dass in der Tat auch in schalterfernen Bereichen
Strukturdnderungen ablaufen. Dieses Ergebnis ist eine wichtige Voraussetzung, um im
Zusammenhang mit dem Modellpeptid AzoTrpZip2 von einer Peptiddynamik der Bil-
dung und Entfaltung einer S-Hairpin Struktur zu sprechen.

6.2 Modell der Energielandschaft des AzoTrpZip2

Besteht das Peptid AzoTrpZip2 aus N Atomen, hidngt dessen Energie von 3N-6 karte-
sischen Koordinaten und von den Koordinaten der Loésungsmittelmolekiile ab, welche
sich in einer Losungsmittelschale um das Petid AzoTrpZip2 befinden. Die drei Koordi-
naten des Schwerpunkts, sowie die drei Eulerschen Winkel der Ausrichtung des gesam-
ten Molekiils AzoTrpZip2 haben bei hinreichend verdiinnten Losungen, in denen keine
Wechselwirkungen zwischen einzelnen gelosten Molekiilen AzoTrpZip2 auftreten, keinen
Einfluss auf die Energie des AzoTrpZip2. Diese Energiefunktion ist aber dennoch hoch-
dimensional. Eine anschauliche Darstellung solcher Energielandschaften ist nur méglich,
wenn man sich auf wenige Koordinaten beschréankt, welche als Reaktionskoordinaten be-
zeichnet werden. Abhéngig vom Modellsystem haben diese Reaktionskoordinaten eine
unterschiedliche Bedeutung. In der Literatur finden sich solche sogenannten Energie-
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6.2 Modell der Energielandschaft des AzoTrpZip2

landschaften meist in Abhéngigkeit von einer [Bre05b, Bre03d] und zwei Reaktionsko-
ordinaten [ZhoO1].

Die experimentellen Ergebnisse aus den vorigen Kapiteln iiber das Modellpeptid
AzoTrpZip2 sollen durch eine Darstellung der freien Energie in Abhéngigkeit von zwei
Reaktionskoordinaten zusammengefasst werden. Als System werde hier ein thermodyna-
misches Ensemble aus Peptiden AzoTrpZip2 mit ihrer Losungsmittelschale betrachtet.
Es befindet sich in thermischen Kontakt mit einem Wéarmebad, das durch das weitere
umgebende Losungsmittel Methanol-d4 und letztlich durch die Raumluft gebildet wird.
Die Temperatur dieses Wéarmebads bleibt konstant bei Raumtemperatur.

Abbildung 6.1(a) zeigt schematisch die freie Energie des Systems fiir zwei Reakti-
onskoordinaten. Eine davon bezeichnet die Isomerisierungskoordinate des Chromophors
AMPP. Die andere beschreibt den Zustand der Aminosduren der Stringe des Peptids
wahrend der Reaktion. Dabei ist hier unter “cis® eine Probe zu verstehen, in der zu
ca. 45 % ausgebildete [-Hairpin Strukturen der Aminosiuren der Strénge (im Sin-
ne der NMR-Struktur aus Abbildung 4.11) vorliegen und der Rest ungefaltetet ist.
Mit “trans® sei die Anordnung der Aminosduren der Strénge entsprechend dem trans-
Ensemble des AzoTrpZip2 gemeint. Der Ort auf der Energielandschaft der freien Energie
G(Zchrom, Tpeptide ), der sich am Ende des gelben Pfeils befindet entspricht also einem cis-
[somer des Chromophors, bei dem jedoch die Striange des Modellpeptids noch im wesent-
lichen in der trans-Konformation vorliegen. Erst nach einiger Zeit reagieren die Stréinge
mit entsprechenden Ausgleichsbewegungen auf die neue Konformation des Chromophors
und nehmen auch die cis-Konformation an, was einer Evolution entlang der blauen Linie
entspricht.

Die Endzusténde der Faltungsprozesse sowie die vermuteten Intermediate sind als
lokale Minima in Abbildung 6.1(a) modelliert. Fiir jeden solchen Zustand i wurde eine
zweidimensionale gauische Normalverteilung p;(Zchrom;s Tpeptide) angenommen:

Pi(Ten Tpeptide) = ! exp Eerom — xi}?mmy
. i - i 3 - )
Lo peptae 2700 rom O peptide 2ehrom)?
(Tpeptide — T tid )?
o <_ 2(o; pe)p; e o
peptide

Dabei werden mit ¢7,.,,, und o7, 4. die Standardabweichungen entlang der Chromo-
phorreaktionskoordinate bzw. entlang der Peptidreaktionskoordinate der entsprechen-
den Normalverteilungen bezeichnet. Die zentralen Koordinaten dieser Normalverteilun-
gen sind xi’,?mm und x;gptide. Insgesamt neun solche Normalverteilungen wurden zur
Erzeugung obiger Abbildung verwendet, wobei jedoch nur sieben davon ein signifikan-
tes statistisches Gewicht s; bekommen haben und deswegen in Abb. 6.1(b) als Mini-
ma erkennbar sind. Es sind dies die beiden Intermediate und der Endzustand des cis-
Ensembles auf der blauen Linie und der Endzustand (trans-Ensemble) und die beiden
Intermediate auf der roten Linie. Dem Endzustand des trans-Ensembles auf der roten
Linie wurde ein kleines Energieminimum vorgelagert, das andeuten soll, dass nach 3,1 ns

bei der Reaktion von cis nach trans des AzoTrpZip2 das stationédre Spektrum im Bereich
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Abbildung 6.1: Modell der Energielandschaft des AzoTrpZip2. Der obere Bildteil zeigt eine zweidimensio-
nale Darstellung der freien Energie des AzoTrpZip2 in Abhangigkeit von Peptid- und Chromophorreaktions-
koordinate. Die Ordinate stellt dabei die Peptidreaktionskoordinate dar. Sie beschreibt den Faltungsgrad der
Strange des AzoTrpZip2, wobei “trans” eine Anordnung der Stringe bedeutet, wie sie in den NMR-Strukturen
des trans-Isomers des AzoTrpZip2 gefunden werden. “cis’ bezeichnet eine ausgebildete 5-Hairpin Struktur.
Die Abszisse stellt die Isomerisierungkoordinate des Chromophors AMPP dar. Hier bedeutet “trans” einen
Chromophor in der trans-Konformation. Durch Photoanregung isomerisiert zum Beispiel der Chromophor
von trans nach cis (gelber Pfeil), das Peptid bleibt jedoch zunéchst in der trans-Konformation und entwickelt
sich im Laufe der Zeit erst zur cis-Konformation (blaue Linie). Der untere Teil der Abbildung zeigt einen
Schnitt entlang der blauen Linie der freien Energie aus dem oberen Bildteil (blaue Kurve), entsprechend fiir
die rote Linie. Die Pfeile deuten wieder die Photoanregung an.

der Amid-I’ Bande noch nicht ganz erreicht ist. Qualitativ sind sich dieses stationére
Differenzspektrum und das transiente Spektrum bei 3,1 ns jedoch schon recht dhnlich
(bis auf eine Verschiebung von 3 cm™1). Die freie Energie G(Zenrom, Tpeptide) Wurde als
natiirlicher Logarithmus aus der statistisch gewichteten Summe der Normalverteilungen
gewonnen:

8
G(xchroma xpeptide) = loge Z SiDi (xchroma ‘Tpeptide) (62)
i=1
Alle fiir die Abbildung notigen Parameter wurden so gewéhlt, dass sie fiir die experi-
mentell beobachteten Zeitkonstanten und Intermediate eine moéglichst schliissige Erklé-
rung liefern. Die Abbildung beruht also nicht direkt auf experimentell gemessenen Para-
metern, sondern dient lediglich einer Veranschaulichung. Die zu Intermediaten gehorigen
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6.2 Modell der Energielandschaft des AzoTrpZip2

Normalverteilungen wurden so angeordnet, dass kleine Barrieren in der freien Energie
zum Endzustand hin existieren. Zudem wurde darauf geachtet, dass der Endzustand
des trans-Chromophors zusammen mit einem Peptid in trans-Konformation energetisch
niedriger liegt als ein cis-Chromophor mit einem Peptid in der cis-Konformation. Da-
durch lasst sich die Tatsache modellieren, dass sich ein cis-AzoTrpZip2 Isomer auf einer
langen Zeitskala thermisch in sein trans-Konformer umwandelt, letzteres also thermo-
dynamisch stabiler ist.

Den Schnitt durch die Abbildung 6.1(a) entlang der blauen Linie zeigt die blaue Kurve
in Abbildung 6.1(b). Hier wurde ein weitgehend monotoner Potentialverlauf mit zwei In-
termediaten modelliert. Die Energiebarriere zum Endzustand ruft die Zeitkonstante von
30 wus hervor. Die Tatsache, dass der cis-Zustand des AzoTrpZip2 relativ gut definiert
ist, wird durch eine Normalverteilung mit kleinen Werten fiir die Standardabweichungen
Otprom Und 0}, 0. abgebildet. Die groBe konformationelle Vielfalt der Endzustinde des
trans-AzoTrpZip2 wurde durch eine sehr grofle Standardabweichung der Normalvertei-
lung entlang der Peptidkoordinate wiedergegeben.

Kurz nach Photoanregung des Chromophors befindet sich dieser im elektronisch an-
geregten S; Zustand, d. h. nicht auf der gezeichneten Sy-Potentialfliche. Erst nach
dem Ubergang in den elektronischen Grundzustand in wenigen Pikosekunden kann dem
Chromophor wieder eine Konformation im Sinne von eher cis oder eher trans zugeordnet
werden. Nach Ubergang des Chromophors in den elektronischen Grundzustand wird es
also so sein, dass die Faltung entlang der blauen Kurve der Abbildung 6.1(a) in der Néhe
der Spitze des gelben Pfeils beginnen. Obige Abbildung beschreibt ein stark vereinfach-
tes Modell. Es berticksichtigt hierbei keine Verzweigung in verschiedene Faltungspfade
und auch kein paralleles Auftreten von verschiedenen Intermediaten.

Die bislang dargestellte freie Energielandschaft unterscheidet sich auch grundsétzlich
von derjenigen, die durch Erhitzen eines cis-AzoTrpZip2 in Losung gewonnen werden
kann. Beim Erhitzen betrachtet man zwar dasselbe thermodynamische System, jedoch
verdandert nun auch das Wéarmebad seine Temperatur. Erwédrmt man das Peptid mit
seiner Losungsmittelumgebung, so werden auch andere Anordnungen des Systems ein-
genommen, als bei der lichtinduzierten Reaktion. Man befindet sich also auf der Poten-
tialfliche von G(T,p), wobei T die Temperatur und p den Druck bedeuten. Mit anderen
Worten: Das langlebige Intermediat (Zerfallszeitkonstante 30 pus), das in den zeitauf-
gelosten Messungen zur Faltung der S-Hairpin Struktur auftritt, muss nicht unbedingt
identisch sein mit dem offenen Zustand, mit dem sich die g-Hairpin Struktur des cis-
AzoTrpZip2 im thermodynamischen Gleichgewicht befindet.

Uber die Veranschaulichung experimenteller Daten hinaus kénnen Energielandschaf-
ten zum Vergleich mit theoretisch simulierten Daten herangezogen werden. Durch ge-
eignete Molekulardynamiksimulationen konnen Informationen iiber die Energie des Sys-
tems “Peptid AzoTrpZip2 mit Losungsmittelschale® in Abhéngigkeit von der betrach-
teten Reaktionskoordinate gewonnen werden. Diese Informationen kénnen ebenfalls als
Energielandschaft dargestellt werden und mit den experimentellen Befunden abgeglichen
werden.
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6 Diskussion der experimentellen Ergebnisse

6.3 Strukturelle Aussagen iiber die Berechnung von
Infrarotspektren

Ein Ziel der zeitaufgelosten Messungen an dem Modellpeptid AzoTrpZip2 war es, dessen
Faltung hin zu einer $-Hairpin Struktur zu beobachten. Aber auch die Entfaltung einer
({-Hairpin Struktur und die Bildung des Ensembles aus trans-Strukturen des AzoTrp-
Zip2 ist von Interesse. Die Experimente zeigen, dass letzteres auf Zeitskalen geschieht, die
fiir qualitativ hochwertige Molekulardynamiksimulationen (MD-Simulationen) zugéng-
lich sind. Im folgenden werden erste Ansétze gezeigt, wie die experimentellen Daten fiir
die Isomerisierungsrichtung vom cis-Isomer des AzoTrpZip2 in sein trans-Isomer dazu
dienen kénnen, entsprechende MD-Simulationen zu verifizieren. Diese Verifikation lduft
iiber die Berechnung von Infrarotspektren aus Strukturen, die aus den MD-Simulatio-
nen stammen und deren Vergleich mit den entsprechenden experimentell gemessenen
Spektren. Wird daher festgestellt, dass die so berechneten Infrarotspektren gut mit den
experimentell gemessenen iibereinstimmen, kann davon ausgegangen werden, dass die
Strukturen aus den MD-Simulationen ein gutes Abbild der Realitét liefern. In diesem
Fall konnen diese Strukturen analysiert werden, um so Faltungspfade zu identifizieren.
Auch die Struktur von Intermediaten lasst sich so angeben. Damit wire das Ziel erreicht,
die Peptiddynamik der Entfaltung einer S-Hairpin Struktur in dem hier betrachteten
Modellsystem zu verstehen.

Die experimentell gemessenen Infrarotspektren allein enthalten bei weitem nicht ge-
niigend Informationen, um genau auf die Struktur eines Peptids schlieflen zu koénnen.
Bei einem Ensemble von moglichen Strukturen wird diese Méglichkeit noch weiter einge-
schrinkt. Deshalb miissen in einer erfolgreichen Analyse noch zusétzliche Informationen
einfliefen, die durch die Molekulardynamiksimulationen geliefert werden.

Leider kénnen bei Molekulardynamiksimulationen eine Reihe von Unzulénglichkeiten
auftreten: (i) MD-Simulationen beruhen auf den sogenannten Kraftfeldern, die Potentia-
leverldufe entlang von Bindungswinkeln und -ldngen vorgeben. Diese Kraftfelder wurden
empirisch gewonnen und unterschiedliche Kraftfelder finden in den MD-Simulationen
Verwendung. (ii) MD-Simulationen basieren auf der Losung der klassischen Bewegungs-
gleichungen mit den Potentialverldufen aus den Kraftfeldern. (iii) Auch die Wahl des
Losungsmittelmodells beeinflusst unter Umstédnden das Ergebnis der Simulationen. (iv)
Nicht alle Wechselwirkungen werden exakt beriicksichtigt. (v) Qualitativ hochstehende
Simulationen sind nur fiir kleine Systeme oder kurze Zeiten zugénglich.

Die hier verwendeten MD-Simulationen versuchten eine hohe Qualitéit durch ein gu-
tes Losungsmittelmodell fiir das deuterierte Methanol und Trajektorienldngen von vie-
len Nanosekunden zu liefern. Séamtliche in dieser Arbeit verwendeten MD-Simulationen
wurden von Robert Denschlag durchgefiihrt und sind Teil seiner Dissertation. Hier soll
deswegen nur kurz auf die Details der MD-Simulationen eingegangen werden:

Die Vorgehensweise bei der Simulation der Entfaltungswege eines Peptids wie des
AzoTrpZip2 besteht zunéchst darin, ein thermodynamisches Ensemble fiir den Aus-
gangszustand zu generieren. Es wird dabei durch Berechnung einer ausreichend langen
MD-Simulationstrajektorie des cis-Isomers ein sogenanntes NpT-Ensemble an Struktu-
ren erzeugt. Dieses Ensemble wird unter den konstant gehaltenen Parametern Teilchen-
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Abbildung 6.2: Gegeniiberstellung der zeitaufgeldsten experimentellen Daten mit Strukturen aus einer
typischen Molekulardynamiksimulation. Links sind jeweils wie in Abbildung 5.8(a) die transienten Spektren
zu den angegebenen Verzogerungszeiten gezeigt. Rechts davon wurde in blau/grau/rot/weiB eine typische
Struktur eines Molekiils zu einer entsprechenden Zeit nach dem Isomerisieren dargestellt, wobei die vorige
Struktur jeweils in braun hinterlegt wurde. Die braune Struktur in der obersten Abbildung ist das cis-lsomer,
von dem aus die Isomerisierung startete. Dass die Strukturen auf der rechten Seite auch diejenigen sind,
die fiir die Spektren auf der linken Seite verantwortlich zeichnen, ist jedoch noch nicht nachgewiesen. Diese
Abbildung verdeutlicht also mehr das Konzept fiir die theoretischen Rechnungen, als dass sie eine strukturelle
Erklarung fiir die experimentell gemessenen Spektren liefert.

zahl N, Druck p und Temperatur T gewonnen. Durch Methoden wie “Replica exchange
solute tempering® kann die Simulationszeit fiir eine solche Trajektorie verkiirzt werden
[Liu05]. Aus dieser Trajektorie werden zufillig repréisentative Strukturen ausgewé#hlt,
fiir die anschlieBend eine Isomerisierungstrajektorie berechnet wird!.

!Die zufillige Auswahl von Strukturen aus dem NpT-Ensemble kann auch durch eine gezielte Auswahl
typischer Strukturen ersetzt werden. Den so entstehenden Reprisentanten muss dann noch ein
geeignetes statistisches Gewicht gegeben werden. Im Falle der hier beschriebenen zufiilligen Auswahl
von Strukturen ist deren statistisches Gewicht untereinander jeweils gleich.
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Um eine Isomerisierungstrajektorie nach einer Photoisomerisierung zu erhalten, wird
durch ein spezielles Modul in der MD-Simulation eine Isomerisierung des Azobenzol-
Chromophors AMPP vom cis- in das trans-Isomer herbeigefiihrt. Danach wird mit der
Simulation fortgefahren. Es handelt sich also zu Beginn um eine Nicht-Gleichgewichts-
MD-Simulation.

Aus den Isomerisierungstrajektorien wird zu einer Verzogerungszeit tp eine gewisse
Anzahl n von Strukturen identifiziert (statistisches Gewicht s;), die das jeweilige En-
semble gut reprisentieren. Aus deren Infrarotspektrum A;(\,¢p) kann das experimentell
zu erwartende Infrarotspektrum des Ensembles A(\, tp) berechnet werden:

A\ tp) = Z A\ tp) - si (6.3)

Es ist wichtig, hier das Ensemble von Zusténden zu betrachten: Ultrakurzzeitspekto-
skopische Methoden zur Untersuchung der Peptiddynamik betrachten im allgemeinen
ein Ensemble von Molekiilen. Alle gemessenen Parameter geben also den Ensemblemit-
telwert zu einer bestimmten Verzogerungszeit nach Auslosen der Isomerisierung an. Die
theoretisch berechneten Isomerisierungstrajektorien geben aber immer den Faltungspfad
eines einzelnen Molekiils an. Erst durch Mittelung iiber Groflen aus mehreren solchen
Trajektorien lassen sich relevante Aussagen machen.

Um ein Infrarotspektrum des Ensembles A(\, tp) nach Gleichung 6.3 zu erhalten, miis-
sen also zunédchst die Infrarotspektren aus den Einzeltrajektorien A, (X, tp) berechnet
werden. Im folgenden werden zwei Methoden vorgestellt, Infrarotspektren aus Struk-
turdaten zu berechnen. Eine Methode geht dabei von einer quantenmechanischen ab
initio Berechnung aus, der Dichtefunktionaltheorie. Die zweite Methode beriicksichtigt
nur die Kopplung der Carbonyloszillatoren der Amid I Bande mittels der Ubergangs-
dipolmomentkopplung (engl. transition dipole coupling, TDC). Der Aufwand fiir Dich-
tefunktionaltheoretische Methoden steigt mit der Zahl der Atome eines Systems, fiir
das das Infrarotspektrum berechnet werden soll, stark an. Deswegen wurden die extrem
aufwéndigen Berechnungen am Modellsystem des AzoTrpZip2 in Methanol-d4 von Ga-
lina Babitzki in der Gruppe Tavan durchgefiithrt und sind Teil ihrer Doktorarbeit. In
der vorliegenden Arbeit konnten nur Berechnungen an dem kleineren Referenzpeptid in
Vakuum durchgefiihrt werden. Sie werden im folgenden vorgestellt und diskutiert.

6.3.1 Dichtefunktionaltheoretische Methoden

Die Dichtefunktionaltheorie (DFT) beruht auf dem Hohenberg-Kohn-Theorem [Kin07],
wonach zur Beschreibung des Grundzustands eines Molekiils die Kenntnis seiner Elektro-
nendichteverteilung p°(7) ausreicht. Zugrunde liegt dabei noch die Born-Oppenheimer
Néherung, die eine Separierung der Elektronen- von der Kernbewegung erlaubt. Die
Elektronendichteverteilung 1&8t sich mittels der Kohn-Sham-Gleichungen [Koh65] in
einem selbstkonsistenten Verfahren berechnen. Durch Verwendung von empirisch pa-
rametrisierten Austausch- und Korrelationsfunktionalen ist die DF'T Methode in der
Lage, auch Elektron-Elektron-Wechselwirkungen (Elektronenkorrelationen) zu bertick-
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sichtigen [Bec93, Lee88|. Einen tieferen Einblick in die Dichtefunktionaltheorie bieten
Lehrbiicher wie [You01] und [Koc01].

In dieser Arbeit wurde ein Hybridfunktional, B3LYP, verwendet [Bec93]. Das hier
zur Berechnung herangezogene Programm gaussian98 der Firma Gaussian, Inc. benutzt
gaussformige Funktionen, um die Elektronendichte zu beschreiben. Der Basissatz der
Rechnungen zu Abbildung 6.3(b) wird mit 6-31G** abgekiirzt und bedeutet, dass pro
Atom 6 Gaussfunktionen die Rumpfelektronen und zwei verschieden ausgedehnte Sétze
von Gaussfunktionen die Valenzelektronen reprisentieren. Einer dieser Sétze enthilt
3 einfache Gaussfunktionen, der andere eine. Die beiden Sterne deuten an, dass am
Wasserstoff p-artige Funktionen und an den Elementen der zweiten Periode auch d-
artige Funktionen auftreten kénnen. Dadurch kann erreicht werden, dass die einzelnen
Atome auch polarisierbar sind.

Die Rechnungen aus Abbildung 6.3(b) wurden fiir ein Molekiil im Vakuum durch-
gefithrt. Das bedeutet, dass keinerlei Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel be-
riicksichtigt wurden. Zunéchst wurde ausgehend von einer im Programm Molden4.0
angefertigten Startkonfiguration die Geometrie des Molekiils mittels des Funktionals
B3LYP und des Basissatzes 6-31G** im Programm gaussian98 optimiert. Darauf wurde
mit denselben Einstellungen eine Normalmodenanalyse durchgefiihrt. Alle dargestellten
Frequenzen wurden mit dem Faktor 0,9613 skaliert [Plu02].

Da sich ungleichnamige Ladungen im Vakuum sehr stark anziehen wiirden, wurde
nicht die zwitterionische Konfiguration des Molekiils Ac-Glu-AMPP-Lys-NH; aus Abbil-
dung 4.8(b) bei den Rechnungen angenommen, sondern ein neutrales Molekiil, bei dem
die Séuregruppe des Glutamats protoniert und die Aminofunktion des Lysins in neutra-
ler Form als NH, vorliegt. Die so mittels Dichtefunktionaltheorie berechneten Spektren
des nicht-deuterierten (strichpunktierte Linie) und des vollsténdig deuterierten (durch-
gezogene Linie) Ac-Glu-AMPP-Lys-NH; in Vakuum sind in Abbildung 6.3(b) gezeigt,
wobei fiir jede berechnete Normalmode eine gaufische Linienform mit einer Breite von
15 em™ (FWHM) angenommen wurde. Das deuterierte Molekiil Ac-Glu-AMPP-Lys-
NH,-d8 weist acht Deuteriumatome an Stelle von Wasserstoffatomen auf. Es wurde also
angenommen, dass alle sieben, an Stickstoffatomen gebundene Wasserstoffatome gegen
Deuterium austauschen. Das achte ausgetauschte Wasserstoffatom befindet sich an der
Sauregruppe des Glutamats.

Prinzipiell existieren fiir das trans-Isomer des Ac-Glu-AMPP-Lys-NHy drei unter-
scheidbare Konformere, je nach Lage der meta-substituierten Gruppen in Relation zur
Azokupplung (N=N). Erst wenn man das Infrarotspektrum aller drei (deuterierten)
Konformere und deren energetische Lage zueinander berechnet, kann man eine gewich-
tete Mittelung nach Gleichung 6.3 durchfiihren und einen sinnvollen Vergleich zum expe-
rimentellen Spektrum erhalten. Der Aufwand fiir die Berechnung? erlaubte jedoch keine
systematische Bestimmung der Infrarotspektren aller Konformere. Deswegen wurden in
Abbildung 6.3(b) exemplarisch nur die Spektren eines Konformers dargestellt.

Abbildung 6.3(a) zeigt ein Infrarotspektrum des Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-
NH; kurz nach dessen Losung in Methanol-d4 (strichpunktierte Linie). Da dieses Spek-
trum eine Minute nach dem Auflosen aufgenommen wurde, kann davon ausgegangen

2Eine Struktur erforderte ca. 30 Tage Rechenzeit auf einem handelsiiblichen Rechner.
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(a) Gemessene Spektren beim Deuterieren des (b) Berechnete Spektren des nicht-deuterierten
Ac-Glu-AMPP-Lys-NH2 und des vollstandig deuterierten Ac-Glu-AMPP-
Lys-NH;

Abbildung 6.3: Vergleich zwischen gemessenen und berechneten spektralen Anderungen aufgrund des Deu-
terierens des Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs. Die durchgezogenen Linien bezeichnen jeweils ein gerechnetes bzw.
gemessenes Spektrum eines vollstindig deuterierten Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NH,. Die strich-
punktierte Linie in Abbildung 6.3(a) wurde ca. 1 Minute nach dem Auflésen der Probe in Methanol-d4
gemessen, zeigt also ein weitgehend noch undeuteriertes Spektrum des Referenzpeptids. Im rechten Teil der
Abbildung wurden die strichpunktierte und die durchgezogene Linie (deuteriert) jeweils durch Faltung der
berechneten Schwingungsfrequenzen und -intensititen mittels gauBschen Linienformen der Breite 15 cm~!
(FWHM) gewonnen. Die offenen Kreise und gefiillten Quadrate deuten die berechneten Schwingungsfre-
quenzen und -intensitdten ohne eine solche Faltung an.

werden, dass der Deuterierungsprozess noch nicht abgeschlossen ist. Die durchgezogene
Linie wurde hingegen 14 Stunden nach dem Auflésen gemessen zu einem Zeitpunkt,
ab dem sich keine spektralen Anderungen aufgrund der Deuterierung mehr ergaben.
Bei letzterem Spektrum kann also angenommen werden, dass es sich hierbei um das
Spektrum eines vollstéindig deuterierten Molekiils Ac-Glu-AMPP-Lys-NH,-d8 handelt.
Die Abbildung 6.3(a) entspricht somit der Abbildung 4.20(a), welche die Effekte der
Deuterierung auf das Infrarotspektrum des Peptids AzoTrpZip2 darstellt.

Der Deuterierungseffekt bei Schwingungsspektren beruht auf einer Anderung der re-
duzierten Masse, die an der jeweiligen Normalmode beteiligt ist. Die Kraftkonstanten
bleiben in erster Naherung gleich. Uber die spektrale Verschiebung, die aufgrund der
Deuterierung beobachtet wird, lassen sich also Riickschliisse auf die beteiligten reduzier-
ten Massen und damit auch auf die Bewegungsform der entsprechenden Normalmode
machen. Dies erleichtert eine Bandenzuordnung in den experimentellen Spektren, welche
somit unabhéngig von theoretisch berechneten Spektren erfolgen kann. Auf diese Weise
kann man zum Beispiel eindeutig die Amid-IT Schwingung im experimentellen Spektrum
im undeuterierten Fall der beobachteten Bande bei 1550 cm ™! zuordnen. Diese Banden-
lage kann nun mit der theoretisch berechneten verglichen werden. Die Bewegungsformen
der theoretisch berechneten Normalmoden wurden mit dem Programm Molden4.0 dar-
gestellt und aufgrund der stérksten beobachteten strukturellen Anderungen bestimmten
Schwingungsformen zugeordnet, siehe dazu Tabelle 6.1.
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Die Deuterierung weist wenig spektrale Einfliisse auf die berechnete Amid-I Bande
um 1700 cm ! auf. Diese Tatsache stimmt mit dem experimentellen Befund iiberein. Der
Haupteinfluss der Deuterierung liegt auf der Amid-II Bande (nicht deuteriert gerechnet
zwischen 1450 ecm™! und 1500 ecm™!): Sie findet sich im deuteriert gerechneten Molekiil
unterhalb von 1400 cm ™. Der Vergleich mit den experimentellen Werten ca. 1550 cm™!
undeuteriert bzw. ca. 1450 cm™! deuteriert zeigt, dass die Bandenlagen von der DFT-
Berechnung nicht sehr genau wiedergegeben werden.

Tabelle 6.1 werden die intensiveren berechneten Normalmoden des undeuterierten Re-
ferenzpeptids aufgelistet. Wegen ihrer geringen Intensitéit nicht aufgefithrt wurden vier
Normalmoden zwischen 1560 cm~! und 1600 cm~!, welche C=C Streckschwingungen
der Benzolringe des Schaltermolekiils zugeordnet werden kénnen. Sie verschieben sich
durch die Deuterierung kaum. Da sie aber vermutlich durch die cis-trans-Isomerisierung
beeinflusst werden, sind sie Kandidaten fiir die in Abbildung 4.22 beobachteten Diffe-
renzbanden des Schaltermolekiils bei 1583 cm™! und bei 1600 cm™!.

Wellenzahl | Intensitédt | Bewegungsform

1770 cm™t | 0,137 Carbonylstreckschwingung der Glutamatseitenkette

1726 cm ™! | 0,102 Carbonylstreckschwingung des amidierten C-Terminus
1720 cm™! | 0,123 Carbonylstreckschwingung des acetylierten N-Terminus
1703 ecm™t | 0,117 Carbonylstreckschwingung der Peptidbindung Glu-AMPP
1691 cm™t | 0,239 Carbonylstreckschwingung der Peptidbindung Lys-AMPP
1604 cm~t | 0,015 Scherenschwingung der Aminogruppe der Lys-Seitenkette
1565 cm™! | 0,069 Scherenschwingung der Aminofunktion am C-Terminus
1490 cm ™! | 0,120 Amid IT der Peptidbindung Glu-AMPP

1480 cm™! | 0,218 Amid II der Peptidbindung Lys-AMPP

1460 cm~! | 0,142 Amid II des acetylierten N-Terminus

Tabelle 6.1: Gerechnete Normalmoden des undeuterierten trans-lsomers des Referenzpeptids. Die Fre-
quenzen wurden mit dem Faktor 0,9613 skaliert. Die Intensitdten sind in willkiirlichen Einheiten angegeben
(engl. arbitrary units, a. u.). Die Bewegungsformen stellen eine Beschreibung der groBten Anderungen von
Abstdanden und Winkeln des Molekiils bei der entsprechenden Normalmode dar.

Die intensivsten Banden, welche in Tabelle 6.1 aufgefiihrt sind, stammen von den Sei-
tenketten der Aminoséduren oder von den Peptidbindungen, nicht jedoch vom Schalter-
molekiil Azobenzol. Dies stimmt ebenfalls mit der experimentellen Beobachtung iiberein,
wo die Schalterbanden bei 1583 ecm™! und bei 1600 cm ™! im Absorptionsspektrum kaum
sichtbar sind. Obschon die gerechneten Normalmoden in der Amid-I Bande iiberwiegend
der Streckschwingung einer bestimmten Carbonylfunktion zugeordneten werden koénnen,
sind doch weitere Gruppen beteiligt. Zum Beispiel findet man eine Kopplung zwischen
der Carbonylstreckschwingung der Peptidbindung Lys-AMPP zu derjenigen des ami-
dierten C-Terminus. Es existieren sogar schwache Kopplungen von einem Strang des
Referenzpeptids zum anderen. Zum Beispiel koppelt die Carbonylstreckschwingung des
acetylierten N-Terminus mit der des amidierten C-Terminus.

Zusammenfassend kann bemerkt werden, dass die DFT Berechnungen der Banden
des Referenzmolekiils Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, im Vakuum zwar eine qualitative Uber-
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einstimmung mit den experimentellen Daten liefert, jedoch keine zuverldassigen quanti-
tativen Aussagen moglich sind. Insbesondere ist eine prézise Bandenzuordnung mittels
der berechneten Spektren nicht sinnvoll.

Die Schwierigkeiten bei den DFT Berechnungen im Vakuum liegen darin, dass man
in den Berechnungen keine Wasserstoffbriickenbindungen zum Losungsmittel und auch
nicht die korrekte Dielektrizitdtskonstante des Losungsmittels beriicksichtigt hat. Auch
beinhaltet die Methode der DFT keine anharmonischen Effekte. Auch die Elektron-
Elektron-Wechselwirkungen werden nicht exakt beriicksichtigt.

Eine gewisse Verbesserung der Situation ist zu erwarten, wenn man bei den DFT-
Rechnungen das Losungsmittel mitberiicksichtigt. Jedoch steigt damit auch der Re-
chenaufwand. Bei der Berechnung von Infrarotspektren von Peptiden, welche mehrere
Konformationen annehmen kénnen und auch schnell zwischen diesen Konformationen
wechseln, ist es unabdingbar, die Spektren aller Konformere zu berechnen. Dies war
aber mittels DF'T wegen des grolen Rechenaufwands nicht mdoglich.

6.3.2 Berechnung von Infrarotspektren mittels
Ubergangsdipolmomentkopplung

Neben der oben behandelten ab initio Methode der Dichtefunktionaltheorie, welche die
Normalmoden aufgrund fundamentaler quantenmechanischer Prinzipien zu berechnen
versucht, existieren semi-klassische und zum Teil klassische Methoden, Schwingungs-
frequenzen zu ermitteln. Hier wird versucht, die wesentlichen Wechselwirkungen und
Mechanismen zu beriicksichtigen, die Einfluss auf die Lage und Intensiét einer Infrarot-
bande nehmen.

Die Gruppe um Prof. Keiderling stellt hierzu zum Beispiel folgendes Konzept vor:
Das Peptid, dessen Infrarotspektrum berechnet werden soll, wird in sinnvolle Unterein-
heiten aufgeteilt, fiir die eine Geometrieoptimierung mittels DFT-Rechnungen unter der
Nebenbedingung konstant gehaltener Torsionswinkel des Peptidriickgrats durchgefiihrt
wird. Die Kraftkonstanten und atomaren Teilladungen werden anschlielend ebenfalls in
einer DFT-Rechnung bestimmt. Die so gewonnenen Parameter fiir die Untereinheiten
werden auf das gesamte Molekiil iibertragen. Zusétzlich werden langreichweitige Wech-
selwirkungen von Atompaaren durch die Ubergangsdipolmomentkopplung beriicksich-
tigt [Kub01]. Mittels dieser Methode konnten wichtige Einsichten in die Bandenform der
Amid-T Bande von speziellen Peptiden gewonnen werden [Bou05, Hil03, Kei02, Hil02].

Ein weiterer Ansatz, lineare Infrarot-Absorptionsspektren von Peptiden zu berech-
nen, wurde kiirzlich von der Gruppe Mukamel eingefiihrt. Hier wird zunéchst von einer
Amid-T Frequenz (ohne Wasserstoffbriickenbindung) von 1710 cm™! ausgegangen. Fiir
jede Wasserstoffbriicke zu einer Carbonylgruppe (direkte H-Briicke) wird eine Rotver-
schiebung von 20 cm~! angenommen. Eine Wasserstoffbriicke zum Wasserstoff der Ami-
nofunktion des Peptidbindungsplattchens (indirekte H-Briicke) fithrt zu einer Rotver-
schiebung von 15 cm~!. Die Verschiebungen aufgrund der Wasserstoffbriickenbindungen
wird als additiv angenommen [Abr04]. Torii et al. bestimmten die Kopplungskonstante
der am néchsten benachbarten Amid-I Oszillatoren in Abhéngigkeit der Dihedralwinkel
¢ und 1 [Tor98a]. Diese Kopplungen wurden von Mukamel et al. fiir die am néchsten
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benachbarten Amid-I Oszillatoren iibernommen [Abr04]. Fiir weiter entferntere Amid-I
Oszillatoren wurde eine Kopplung aufgrund des Ubergangsdipolmomentkopplungsme-
chanismus eingefiihrt. Dieser Simulationsansatz wurde spéter von der Gruppe Mukamel
ergdnzt und auch mit weiteren, alternativen Methoden zur Berechnung von Infrarot-
spektren verglichen [Hay05, Zhu06].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein vereinfachter Ubergangsdipolmomentkopplungs-
mechanismus (engl. transition dipole coupling, TDC) nach Torii et al. implementiert
[Tor92]. Er wird im folgenden vorgestellt.

Vorstellung der Methode

Krimm et al. erkannten bereits 1972 den Mechanismus der Ubergangsdipolmomentkopp-
lung und seine Bedeutung fiir die Berechnung von Infrarotspektren von Proteinen mit
B-Faltblattstrukturen [Kri72]. Hier konnte die unterschiedliche Bandenform der Amid-I
Bande eines parallelen und eines anti-parallelen (G-Faltblatts nur mit Hilfe einer solchen
Kopplung erklart werden.

Basierend auf der Verdffentlichung von Torii et al. [Tor92] wurde ein Programm ge-
schrieben (siehe Abdruck des Programms in Anhang B), das eine Datei im Format
der Proteindatenbank (engl. protein data base, pdb) einliest, welches die raumlichen
Koordinaten der einzelnen Atome des Peptids enthélt. Aus diesen Daten berechnet
das Programm die Lage der Ubergangsdipolmomentvektoren, welche, wie in Abbildung
6.4 gezeigt, mit der C=0-Bindung einen Winkel von 20° einschlieen. Die Carbonyl-
Oszillatoren der Seitenketten werden dabei nicht beriicksichtigt. Als Programmierspra-
che fiir dieses Programm wurde IDL5.4 (CREASO, GmbH, Gilching bei Miinchen), eine
sogenannte interaktive Datensprache (engl. interactive data language, IDL), gewéhlt.

/

N

20°

C

/ Abbildung 6.4: Lage des Ubergangsdipolmoments nach Krimm et al.
Diese Wahl der Richtung und Lage des Ubergangsdipolmomentvektors hat
sich in vielen Berechnungen der Amid-I Bande von a-helikalen Peptiden und

-— [-Faltblattern bewihrt [Moo75, Kri72, Kri86, Dwi82, Moo76a, Moo76b,
0.0868 nm  Dwi83].

Der Betrag des Ubergangsdipolmomentvektors wurde zu 3,70 DA~'amu~! angenom-
men, wobei D die Einheit Debye des Dipolmoments bezeichnet und amu fiir die atomare
Masseneinheit (engl. atomic mass unit) steht. Fiir die Kopplungen der Ubergangsdi-
polmomente wurde die aus der Elektrodynamik bekannte Beziehung der Dipol-Dipol-
Wechselwirkung herangezogen. Damit wird die Matrix der Kraftkonstanten Fj; aufge-
stellt:
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1680 - Site — 3(Sits - 7t (St - 7
Fip = %&h O i 3(5/—;%]3 njk) (O iy njk) fir j # k (6.4)
ik

Fi; = 1,605mdynA amu! fir j = k (6.5)

Dabei bezeichnen 6ji; und d/i;, die Ubergangsdipolmomente des j-ten bzw. k-ten Pep-
tidbindungspléttchens. Mit Rj; ist der Betrag des Abstandsvektors gemeint, der die
Ubergangsdipolmomente j und k verbindet und mit 7k ein Einheitsvektor in seine Rich-
tung. Die relative statische Dielektrizitdtskonstante € wird zu 32.6 angenommen [Wal00].

Die Wahl der diagonalen Kraftkonstanten zu 1,605 mdym&_lamu_1 wurde direkt der
Veroffentlichung von Torii et al. entnommen [Tor92]. Sie entspricht einer Zentralfrequenz
von 1650 cm™!. In einer Untersuchung des Einflusses des Losungsmittels auf die Lage der
Amid-I Bande von N-Methylacetamid fanden Torii et al. fiir Methanol zwei Frequenzen
1660 cm ! und 1637 cm ™! [Tor98b], die auf eine unterschiedliche Wasserstoffverbriickung
zuriickzufithren sind [Eat89]. Da die hier verwendete Methode der Ubergangsdipolmo-
mentkopplung zunéchst die Wasserstoftbriicken vernachléssigt, erscheint die Wahl der
Zentralfrequenz von 1650 cm ™! als sinnvoll.

Die Diagonalisierung der obigen Kraftkonstantenmatrix liefert als Eigenwerte die neu-
en Frequenzen, welche die Ubergangsdipolmomentkopplung beriicksichtigen. Die Intensi-
tét I(v;) zu einer bestimmten Frequenz v; berechnet sich aus dem Betrag der Vektorsum-
me der Ubergangsdipolmomentvektoren /i, multipliziert jeweils mit dem zugehorigen
Wert (€}), aus dem zu dieser Frequenz gehorigen Eigenvektor € aus der Diagonalisie-
rung:

I(v;) = (6.6)

N
> (&), S
k=0

N bezeichnet dabei die Gesamtzahl der koppelnden Carbonyloszillatoren.

Um aus den Intensitdten und Frequenzen Spektren zu erhalten, wurde jeder Normal-
mode eine lorentzférmige Linienform gegeben mit einer festen spektralen Breite von
15 em™! (FWHM). Nach Einlesen einer Peptidstruktur liefert das Programm ein be-
rechnetes Infrarotspektrum der Amid-I Bande.

Im Fall des AzoTrpZip2 werden 11 Ubergangsdipolmomentvektoren aus den jeweili-
gen NMR-Struktur Dateien identifiziert einschlielich des amidierten C-Terminus (siehe
dazu auch Abbildung 4.8(a)). Um das experimentell gemessene Infrarotspektrum des cis-
Isomers des AzoTrpZip2 richtig nachempfinden zu kénnen, muss noch der ungefaltete
Anteil beriicksichtigt werden, der sich in den NMR-Strukturen aus Abbildung 4.11 nicht
wiederfindet. Deren Anteil wurde mittels CD-Spektroskopie zu 55 % bestimmt [Low05].
Hier wird von der Annahme ausgegangen, dass sich durch die in einem ungefalteten
Peptid nicht definierte Anordnung der Carbonyl-Oszillatoren relativ zueinander deren
Kopplung zu Null mittelt. Deswegen wurde in Abbildung 6.5 mit einer durchgezogenen
Linie ein so berechnetes Spektrum eines solchen ungefalteten Peptids angegeben. Es ist
zentriert bei 1650 cm™! und besitzt eine spektrale Breite von 15 cm™! (vorgegeben). Die
Flache der Bande repréasentiert also 11 Carbonyloszillatoren, deren zentrale Frequenz
jeweils bei 1650 cm™! liegt.
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Infrared spectrum of AzoTrpZip2, calculated
j T j T j Abbildung 6.5: Beriicksichtigung des ungefalteten
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Die gepunktete Linie in Abbildung 6.5 ist ein gemitteltes berechnetes Spektrum aus
den 10 energetisch giinstigsten Konformeren aus der NMR-Strukturanalyse, welche in
Abbildung 4.11 dargestellt sind. Die Summe aus diesem Spektrum und dem eines unge-
falteten Peptids (durchgezogene Linie) ergibt das gestrichelte Spektrum, das dem gemes-
senen Spektrum entsprechen sollte. Im néchsten Abschnitt wird es mit dem gemessenen
Spektrum verglichen, um eine Einschétzung zu erhalten, wie gut der Ubergangsdipolmo-
mentkopplungsmechanismus in der Lage ist, die gemessenen Spektren zu reproduzieren.

Vergleich mit den experimentellen Spektren

Abbildung 6.6(a) zeigt eine Gegeniiberstellung von gerechneten und gemessenen Spek-
tren fiir den Fall des AzoTrpZip2.

Infrared spectra of AzoTrpZip2, measured Infrared spectra of AzoTrpZip2, calculated
Trans isomer O F Trans-isomer A\;erage of
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N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N -1 N 1 N 1 N 1 N 1 N
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trans
1 n

(a) Gemessene Absorptions- und Differenzspek- (b) Berechnete Absorptions- und Differenzspek-
tren des AzoTrpZip2 tren des AzoTrpZip2, gemittelt iiber 10 Struktu-
ren

Abbildung 6.6: Vergleich zwischen gemessenen und berechneten Absorptions- und Differenzspektren des
AzoTrpZip2. Auf der linken Seite wird Abbildung 4.21(a) mit den gemessenen Infrarotspektren des AzoTrp-
Zip2 noch einmal dargestellt. Ihr gegeniibergestellt sind rechts die berechneten Spektren.Darunter sind
die entsprechenden Differenzen der gerechneten Spektren dargestellt. Da die Banden des Schaltermolekiils
AMPP in der Berechnung nicht beriicksichtigt wurden, treten sie auch nicht in den Differenzspektren im

Abbildungsteil (b) in Erscheinung.
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6 Diskussion der experimentellen Ergebnisse

Um ein Spektrum des trans-Isomers des AzoTrpZip2 zu erhalten, musste eine Annah-
me gemacht werden beziiglich des Anteils an ungefaltetem Peptid, da dieser sich nicht
aus den CD-Messungen bestimmen lief. Es erschien hier sinnvoll, genauso wie im Fall
des cis-Isomers anzunehmen, dass etwa die Hélfte der Peptide in dem durch die NMR-
Struktur beschriebenen trans-Ensemble vorliegt und die andere Hélfte ungefaltet sind.
Diese Annahme fiihrt zu einem Spektrum des trans-Isomers wie es in Abbildung 6.6(b)
gezeigt ist.

Nun ist es moglich, auch die entsprechenden Differenzspektren aus den gerechneten
Spektren zu bilden, um sie mit den experimentell gemessenen zu vergleichen. Die rela-
tive Lage des isosbestischen Punktes (1650 cm™! im Experiment und 1625 cm™! in der
Theorie) im Verhéltnis zum Maximum des Absorptionsspektrums stimmt gut iiberein.
Hier gibt es in beiden Fillen einen spektralen Abstand von 25 cm™!. Frequenzabstin-
de stimmen also zwischen Experiment und Theorie gut iiberein. Der absolute Wert fiir
das Absorptionsmaximum in der Amid-I’ Bande liegt in der Theorie bei 1650 cm ™!, im
Experiment jedoch bei 1675 cm™?.

Die Wahl der Zentralfrequenz von 1650 cm ™! in der Berechnung der Spektren erweist
sich somit als nicht sehr giinstig. Eine etwas héhere Zentralfrequenz von 1675 cm ™! wiir-
de eine bessere Ubereinstimmung mit den gemessenen Spektren ergeben, jedoch wiirde
man dabei willkiirlich vom eben gewéhlten Literaturwert fiir Methanol abweichen. Eine
mogliche Erklarung dafiir konnte darin liegen, dass das Peptid durch seine hydrophoben
und unbeweglichen Seitenketten lokal eine niedrigere relative statische Dielektrizitéts-
konstante bedingt und dass im Mittel weniger Wasserstoftbriicken zum Methanol gebil-
det sind. Dies wiirde nach Torii et al. eine hohere Frequenz der Amid-I Bande bedingen
[Tor98b].

Der spektrale Unterschied zwischen dem cis- und dem trans-Isomer wird in den theore-
tischen Rechnungen iiberbetont. Die spektrale Breite stimmt auch nur qualitativ iiber-
ein und fallt im Experiment gréfler aus als in den theoretisch berechneten Spektren.
Hier scheint die Wahl von 15 cm ™! fiir die lorentzférmige Verbreiterung der theoretisch
berechneten Linien etwas zu klein zu sein. Abgesehen von diesen Punkten ist die Uber-
einstimmung zwischen theoretisch berechneten Spektren und experimentell gemessenen
jedoch als gut anzusehen.

Abbildung 6.7 zeigt dieselbe Gegeniiberstellung wie Abbildung 6.6, jedoch wurde hier
bei der theoretischen Berechnung nur jeweils ein Konformer aus dem cis- bzw. trans-
Ensemble der NMR-Strukturen beriicksichtigt. Es handelt sich dabei um das jeweils
energetisch giinstigste.

Hier fillt auf, dass die Ubereinstimmung nicht so gut ausfillt wie in der vorigen Abbil-
dung. Insbesondere weicht das berechnete Spektrum des trans-Isomers stark vom expe-
rimentell gemessenen ab. Daraus ldsst sich schlieflen, dass es wichtig ist, iber Spektren
aus mehreren Strukturen zu mitteln. Weitere Versuche mit 5, 10, 15, 20, 25 Spektren aus
dem trans- bzw. cis-Ensemble aus NMR-Strukturen ergaben, dass sich schon ab einer
Mittelung iiber fiinf Spektren eine gute Ubereinstimmung mit experimentell gemessenen
Spektren ergibt - dhnlich gut wie in Abbildung 6.6 fiir die Mittelung {iber 10 Strukturen
gezeigt. Eine weitere Hinzunahme von Strukturen in den Mittelungsprozess verdndert
die gerechneten Spektren kaum mehr.
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Infrared spectra of AzoTrpZip2, measured Infrared spectra of AzoTrpZip2, calculated
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Struktur des jeweiligen Isomers des AzoTrpZip2

Abbildung 6.7: Vergleich zwischen gemessenen und einzelnen gerechneten Absorptions- und Differenzspek-
tren des AzoTrpZip2. Im linken Teil der Abbildung sind wieder die gemessenen Spektren des AzoTrpZip2
dargestellt. Im rechten Teil wurde jedoch nur das Spektrum des jeweils energetisch giinstigsten Konformers
des AzoTrpZip2 aus der NMR-Strukturanalyse dargestellt. In den berechneten Differenzspektren zeigen sich
deutliche spektrale Abweichungen zu den gemessenen Spektren.

Auch fiir das Referenzpeptid Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, kann ein Versuch unternommen
werden, das Infrarotspektrum zu berechnen. Hier lie3 sich jedoch nur fiir das cis-Isomer
eine NMR-Struktur angeben. Wieder scheint die Annahme sinnvoll, dass nur etwa die
Halfte der Peptide in dieser Form vorliegen. Deswegen wurde analog zu Abbildung 6.5
das Spektrum des Referenzpeptids gerechnet. Da sich nur das Spektrum des cis-Isomers
berechnen lésst, ist zum Vergleich auch nur das gemessene Spektrum des cis-Isomers in
Abbildung 6.8(a) gezeigt.

Die Ubereinstimmung mit dem gemessenen Spektrum fillt etwas schlechter aus. Die
berechnete spektrale Breite ist deutlich kleiner als die gemessene. Beim Referenzpeptid
scheint die Wasserstoffverbriickung hauptséchlich die Ursache fiir die spektrale Breite
zu sein. Dennoch wird die relative Intensitdt der niederfrequenten Schulter gut in der
Rechnung wiedergegeben. Dies liegt jedoch an der Wahl des Anteils an ungefaltetem
Peptid.

In der Literatur findet man eine Publikation, in der mit der Methode der Ubergangs-
dipolmomentkopplung Spektren fiir TrpZip4 berechnet wurden [Du04]. Es zeigt sich hier
eine qualitative Ahnlichkeit mit dem fiir das gefaltete Peptid berechnete Spektrum des
AzoTrpZip2 aus Abbildung 6.5, punktierte Linie. Ebenfalls wurde in [Du04] iiber die
Spektren aus 20 Strukturen aus der NMR-Strukturanalyse gemittelt. Fiir ein entfaltetes
Peptid wird ein Spektrum angegeben, das der durchgezogenen Linie aus Abbildung 6.5
entspricht, jedoch noch zusétzlich eine niederfrequente Schulter aufweist.

Zusammenfassend kann bemerkt werden, dass Spektren, die mittels des Mechanismus
der Ubergangsdipolmomentkopplung berechnet wurden, qualitative Ahnlichkeit mit den
gemessenen Spektren aufweisen. Manche spektralen Merkmale (isosbestische Punke)
werden sogar quantitativ wiedergegeben. Dabei sollte aber beachtet werden, dass dieses
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Infrared spectrum of reference peptide, measured Infrared spectrum of Ref. peptide, calculated
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Abbildung 6.8: Vergleich zwischen gemessenem und berechnetem Absorptionsspektrum des cis-Ac-Glu-
AMPP-Lys-NHs. Da im Fall des Referenzpeptids Ac-Glu-AMPP-Lys-NHs nur fiir das cis-Isomer eine NMR-
Strukturanalyse vorliegt (siehe Abbildung 4.15), kann hier nur der Versuch gemacht werden, das Infrarot-
spektrum dieses Isomers zu berechnen. Auch hier wird angenommen, dass im Mittel die Halfte der Peptide
in einem ungefalteten und damit ungekoppelten Zustand vorliegen. Zum Vergleich zeigt wieder der rechte
Teil der Abbildung das entsprechende gemessene Spektrum aus Abbildung 4.21(b).

Modell sehr einfach ist und wichtige Aspekte, wie die Existenz von Wasserstoftbriicken-
bindungen nicht beriicksichtigt. Im folgenden wird nun versucht, auch die transienten
Spektren nach der Isomerisierung des Schalters des AzoTrpZip2 von cis nach trans durch
gerechnete Spektren zu verstehen.

Erste Erkenntnisse aus den MD-Simulationen iiber die Entfaltung der 3-Hairpin
Struktur

Mit Hilfe von Isomerisierungstrajektorien, die nach dem oben erwdhnten Verfahren
aus Nicht-Gleichgewichts-Molekulardynamik-Simulationen (NGMD) gewonnen wurden,
kann die Isomerisierung vom cis-Isomer des AzoTrpZip2 in das trans-Isomer nachemp-
funden werden. Insgesamt sechs solcher NGMD-Trajektorien wurden bis jetzt von Ro-
bert Denschlag in der Arbeitsgruppe Tavan angefertigt. Ausgangspunkte waren NMR-
Strukturdateien des cis-Ensembles. Diese wurden jeweils in einem Equilibrierschritt
dem Losungsmittel und dem in den MD-Simulationen verwendeten Kraftfeld angepasst.
Die Isomerisierung wurde dann, wie in der Doktorarbeit von Heiko Carstens beschrie-
ben, durchgefithrt [Car04]. Die MD-Simulation wurde anschliefend bis zu einem Zeit-
punkt von 3 ns nach der Isomerisierung fortgesetzt. Dabei wurden zu 300 Zeitpunkten
Strukturdateien abgespeichert, fiir welche ein Infrarotspektrum nach oben vorgestell-
tem Ubergangsdipolmomentkopplungsmechanismus berechnet wurde. Fiir einen Verzo-
gerungszeitpunkt wurden die berechneten Spektren aus den sechs NGMD-Trajektorien
mit jeweils gleichem statistischen Gewicht gemittelt.

Zum Vergleich mit dem Experiment, wurde zu allen Verzogerungszeitpunkten von den
gemittelten Spektren ein Spektrum abgezogen, das aus einer Mittelung iiber die Spek-
tren der sechs Ausgangsstrukturen vor der Isomerisierung des Schalters AMPP erzeugt
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worden war. Eine zweidimensionale Darstellung dieser Spektren zeigt Abbildung 6.9(b).
Diese Abbildung entstand aus insgesamt 1806 berechneten Infrarotspektren, zu deren
Berechnung ein handelsiiblicher Rechner wenige Minuten benétigte. Die Rechenzeit fiir
die Anfertigung einer von insgesamt sechs MD-Simulationstrajektorien betrug auf einem
modernen Rechner etwa 30 Tage.

AzoTrpZip2, cis to trans AzoTrpZip2, cis to trans, calculated
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Abbildung 6.9: Zweidimensionale Darstellung der gemessenen und berechneten Daten beim Konforma-
tionswechsel vom cis- in das trans-Isomer. Der linke Teil entspricht der Abbildung 5.7(a) und zeigt die
gemessenen transienten Spektren des cis-AzoTrpZip2, zu bestimmten Verzégerungszeiten nach dem Auslo-
sen seiner Isomerisierung in das trans-lsomer. Der rechte Teil der Abbildung entstand aus insgesamt 1806
berechneten Infrarotspektren (jeweils logarithmische Zeitachse).

Die in Abbildung 6.9 gezeigte Gegeniiberstellung weist grofie Unterschiede im Be-
reich von weniger als 100 ps auf. In diesem Zeitbereich ist das experimentelle Signal
gepriagt vom Bruch von Wasserstoffbriicken, von Kiihlprozessen zum Teil nicht isome-
risierender Molekiile und von Wirmeleitungseffekten vom Schalter in die angrenzenden
Peptidteile hinein. All diese Vorgéinge werden in der Berechnung mittels der beschrie-
benen Ubergangsdipolmomentkopplungsmethode nicht beriicksichtigt. Dies erklirt die
schlechte Ubereinstimmung in diesem Zeitbereich.

Im Bereich von 1620 cm™! setzt in dem theoretisch berechneten Datensatz eine Ab-
sorptionsabnahme um 100 ps ein. Diese wird um 1635 cm~! auch im experimentell
gemessenen Differenzspektrum beobachtet. Etwas frither als in den experimentellen Da-
ten nimmt die Absorption im Bereich um 1650 cm~! schon ab 100 ps merklich zu. Ab
100 ps stellt sich also eine qualitative Ubereinstimmung der berechneten und experimen-
tellen Signale ein. Das zu erwartende Differenzspektrum ist nach 3 ns Simulationszeit
nach Einfithrung der Isomerisierung deutlich zu erkennen. Die zu geringe Anzahl der in
die Mittelung eingegangenen MD-Simulationstrajektorien kommt durch starke Fluktua-
tionen der gerechneten Spektren zum Ausdruck.

Im folgenden werde davon ausgegangen, dass die sechs gerechneten Molekulardyna-
miksimulationstrajektorien ein sinnvolles Ensemble bilden. Deswegen kénnen nun aus
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den Molekulardynamiksimulationstrajektorien strukturelle Informationen entnommen
werden, um Aussagen iiber die Entfaltung der §-Hairpin Struktur des AzoTrpZip2 zu
machen. Die einfachsten strukturellen Informationen sind Absténde zwischen verschie-
denen Gruppen: Abbildung 6.10 zeigt gemittelte Abstandsinformationen fiir drei ver-
schiedene Positionen entlang der Stringe der S-Hairpin Struktur in Abhéngigkeit von
der Verzogerungszeit nach der Isomerisierung.
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Abbildung 6.10: Bestimmung von Abstdnden aus sechs MD-Simulationstrajektorien. Der linke Teil der
Abbildung zeigt eine beispielhafte Stuktur des cis-AzoTrpZip2 aus der NMR-Strukturanalyse, in der drei
verschieden Abstinde entlang der Stringe markiert sind. Zu diesen sind auf der rechten Seite die iiber
sechs MD-Simulationen gemittelten Werte dargestellt. Abbildungsteil (b) zeigt den mittleren Abstand des
Co-Atoms der jeweils dem Chromophor AMPP am nichsten gelegenen Aminosaure in Abhangigkeit von der
Verzdgerungszeit nach dem Auslosen der Isomerisierung. In Abbildungsteil (c) ist die zeitliche Entwicklung
des mittleren Abstands der C,-Atome der jeweils mittleren der fiinf Aminosduren der Stringe dargestellt.
Der mittlere Abstand der Stickstoffatome an den Enden der Strange des (-Hairpins ist im Abbildungsteil
(d) gegen die Verzgerungszeit aufgetragen.

Links (Abb. 6.10(a)) ist modellhaft eine typische Struktur des cis-AzoTrpZip2 abge-
bildet, in der die jeweilige Lage dieser drei Absténde als gestrichelte Linien eingezeichnet
ist. Deren (gemittelte) Entwicklung in Abhéngigkeit von der Zeit nach dem Auslésen der
Isomerisierung (Zeitnullpunkt) ist in den Graphen b-d im rechten Teil der Abbildung
angegeben. Als erster Abstand wurde jeweils das C,-Atom der ersten Aminosédure auf
den Strangen gewahlt. Wenige 100 fs nach dem Zeitnullpunkt steigt der mittlere Ab-
stand an, wie man es auch erwarten wiirde, da der nahe benachbarte Schalter Azobenzol
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bei seiner Isomerisierung vom cis- in das trans-Isomer eine Léngendnderung verursacht.
Die anfangliche Abstandsénderung verkleinert sich zeitweilig (20 ps Bereich), um danach
wieder auf einen noch groBleren Wert anzusteigen.

In der Mitte der Strange wurde der mittlere Abstand des C,-Atom der Aminosiuren
Threonin auf beiden Strangen in Abbildung 6.10(b) ausgewertet. Er verdndert sich iiber
den gesamten simulierten Zeitbereich hinweg um weniger als 50 pm. Der End-zu-End-
Abstand des AzoTrpZip2 wurde iiber den mittleren Abstand der Stickstoffatome an dem
N-Terminus und an der Amidfunktion am C-Terminus vermessen. Hier zeigt sich eine
wesentliche Verdnderung erst nach 0,5 ns. Als gemeinsames Merkmal aller Abstandsén-
derungen féllt auf, dass die Fluktuationen bis ca. 100 ps zunehmen und danach in etwa
konstant bleiben. Daraus ldsst sich schlielen, dass das gebildete trans-Ensemble des
AzoTrpZip2 weniger definiert ist als das urspriingliche cis-Ensemble. Dies ist in voller
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der NMR-Messungen.

Zusammenfassend kann fiir die Vorgénge bei der Entfaltung der g-Hairpin Struktur
folgendes Modell aufgestellt werden: Nach der Isomerisierung des Schalters vom cis- in
das trans-Isomer reagieren zunéchst die Aminosduren, die direkt kovalent am Schalter
angebunden sind. Der Abstand der beiden Strénge steigt in diesem Bereich innerhalb
einer Pikosekunde an, um dann nach dem Riickgang bei 20 ps weiter anzusteigen. Ab ca.
200 ps ergibt sich hier ein annéhernd konstanter Wert. Die Strangmitte der S-Hairpin
Struktur um die beiden Aminosduren Threonin herum wirkt als Dreh- und Angelpunkt.
Der mittlere Abstand @ndert sich hier kaum. Der hydrophobe Kern aus den Tryptophan-
seitenketten, der in der cis-Form die Hairpinstruktur stabilisiert, bleibt also im wesent-
lichen erhalten, muss sich aber wahrscheinlich umlagern. Die Aminosduren am offenen
Ende der (-Hairpin Struktur beginnen erst spéit zu reagieren. Eine Vergroflerung des
End-zu-End-Abstandes wird erst etwa 0,5 ns nach der Isomerisierung signifikant. Dieses
Ergebnis stimmt gut mit der experimentell beobachteten Absorptionséinderung iiberein,
welche eine Dynamik mit einer Zeitkonstante von 630 ps ausweisen.

Die Ausbildung der S-Hairpin Struktur bei der trans nach cis Reaktion findet aufgrund
der experimentellen Daten auf einer Zeitskala von 30 us statt. Leider ist es aufgrund
des Rechenaufwandes fiir qualitativ hochstehende MD-Simulationen mit heutigen Mit-
teln undenkbar MD-Simulationstrajektorien in ausreichender Anzahl anzufertigen. Hier
miissen in der Zukunft alternative Beschreibungsmethoden entwickelt werden.

6.4 Zusammenfassung und strukturelle Interpretation

In Kapitel 6.2 wurde im Zusammenhang mit der Abbildung 6.1 ein Uberblick iiber die
gemessenen Zeitkonstanten bei der Entfaltung und der Faltung der g-Hairpin Struk-
tur des AzoTrpZip2 gegeben. Kapitel 6.3 diskutierte Ergebnisse aus MD-Simulationen,
die strukturelle Interpretationen der gemessenen Daten fiir die Entfaltung des cis-
AzoTrpZip2 ermoglichen. Abbildung 6.11 fasst nun diese Ergebnisse zusammen und
macht zusétzlich Vorschlédge fiir die strukturelle Interpretation der Faltungsintermedia-
te auf dem Weg der Bildung der #-Hairpin Struktur. Dies soll dadurch geschehen, dass
eine modellhafte Vorstellung der Vorgénge bei der Faltung und der Entfaltung der (-
Hairpin Struktur des AzoTrpZip2 angegeben wird, welche mit den hier vorgestellten
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-—__r;v cis-AzoTrpZip2
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Abbildung 6.11: Uberblick iiber die Faltungs- und Entfaltungsreaktion des [-Hairpin Modellpeptids
AzoTrpZip2. Die griine Farbe steht fiir die Aminosdureketten der Strange des AzoTrpZip2 und in braun
ist der photoschalter AMPP dargestellt. In wei und blau sind Wasserstoffbriicken angedeutet. Durch die
gezackten Begrenzungslinien des blauen Hintergrunds der schematischen Modelle fiir das 3-Hairpin Modell-
peptid AzoTrpZip2 soll ein desolvatisierter Zustand angedeutet werden. Auf der linken Seite ist eine mogliche
NMR-Struktur des trans-Isomers des AzoTrpZip2 gezeigt. Ausgangspunkt fiir die Faltung ist das Ensemble
an trans-lsomeren des AzoTrpZip2 (schwarz umrandet). Nach Ausldsen der Faltungsreaktion durch den An-
regimpuls wird ein desolvatisierter Zustand erreicht, der in ein Faltungsintermediat iibergeht, aus welchem
dann die finale 5-Hairpin Struktur des cis-AzoTrpZip2 (rechts, rot gestrichelt umrandet) gebildet wird. Die
Entfaltungsreaktion weist ebenfalls einen desolvatisierten Zustand auf, der zu einem Intermediat fiihrt. Dar-
aus entsteht mit einer Zeitkonstante von 630 ps ein Ensemble an trans-lsomeren, das der NMR-Struktur
schon in Teilen dhnlich ist.

Daten und MD-Simulationen konsistent ist. Darauf werden diese Ergebnisse mit solchen
aus der Literatur verglichen, die mit anderen Modellpeptiden gewonnen wurden.

6.4.1 Entfaltung der S-Hairpin Struktur

Nach der Anregung des Photoschalters AMPP des AzoTrpZip2 mit dem Anregimpuls
bei 404 nm befindet sich der Photoschalter im elektronisch angeregten Zustand. Im
folgenden soll nur auf die Subspezies eingegangen werden, welche zum Zeitpunkt der
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Anregung des Photoschalters die strukturelle Form des cis-Isomers aufweist und bei
der eine [-Hairpin Struktur vorliegt. Alle anderen Subspezies sind entweder in einem
vernachlissigharen Umfang populiert (trans-Isomere des AzoTrpZip2) oder tragen nur
unwesentlich zum Signal bei (ungefaltete cis-Isomere des AzoTrpZip2), siche dazu Ka-
pitel 5.2.

Der Ubergang in den elektronischen Grundzustand erfolgt hauptséchlich auf einer
Zeitskala von einigen Pikosekunden. Auf dieser Zeitskala geht auch das Ausbleichen der
Schalterbanden um etwa die Hélfte zuriick. Dies deutet auf eine Quantenausbeute fiir
die Isomerisierung von ca. 50 %. Das bedeutet, etwa die Hilfte der angeregten Molekiile
gehen in den Grundzustand zuriick, ohne zu isomerisieren. Sehr wahrscheinlich wird in
diesem Fall die §-Hairpin Struktur nur voriibergehend etwas gestort (durch die verédnder-
te Geometrie des Photoschalters im angeregten Zustand und durch das unterschiedliche
Dipolmoment). Von diesen Molekiilen sind also hauptséchlich Beitrdge zu Kiihlsignatu-
ren zu erwarten, lang andauernde strukturelle Signale werden nicht verursacht.

Bei der anderen Hélfte der angeregten Molekiile isomerisiert der Photoschalter AMPP,
was zunéchst zu starken strukturellen Verdnderung in der Néhe des Photoschalters fiihrt.
Der Grund hierfiir liegt darin, dass das trans-Isomer des AMPP einen deutlich gréfleren
Abstand der beiden meta-stindigen Methylengruppen aufweist, die als Abstandshalter
und Verbindung zu den Aminosiureketten der Strénge fungieren. Da sich die beiden
Stréange nicht sofort in eine neue fiir die verédnderte Geometrie des Photoschalters giins-
tige Position bringen lassen, entsteht zusétzlich eine mechanische Spannung. Diese Span-
nung erlaubt es dem Photoschalter zunéchst nicht, die Grundzustandsgeometrie seines
trans-Isomers einzunehmen. Dies ist erst moglich, wenn Teile des Peptids soweit rela-
xiert sind, dass diese Spannung abgebaut ist. Dies erklart die Zeitkonstante von 200 ps
im sichtbaren Spektralbereich, in dem exklusiv der Photoschalter beobachtet wird.

Diese ersten strukturellen Prozesse und auch der verédnderte Dipol des Photoschalters
im angeregten Zustand fithren zu einer Verzerrung des Molekiils und zur Anregung nie-
derfrequenter Moden. Diese Moden koppeln iiber anharmonische Kopplungselemente an
die Amid-I" Schwingungen. Dadurch ergibt sich eine Rotverschiebung der Amid-I" Ban-
de. Mit einer Zeitkonstante von 4,1 ps geht diese Rotverschiebung zuriick. Vermutlich
durch Rotationen um Einfachbindungen (z. B. um die der meta-stindigen Methylen-
gruppen am Azobenzol) wird ein Teil der Spannung gelost.

Aufgrund der strukturellen Umordnung werden intramolekulare Wasserstoffbriicken-
bindungen und solche zum Losungsmittel gebrochen. Dies kann aus den transienten
Spektren bei 1,0 ps und bei 6,5 ps geschlossen werden, die ein niederfrequentes Ausblei-
chen der Amid-I’ Bande um 1640 cm™! und eine induzierte Absorption bei 1680 cm™!
aufweisen. Der Frequenzabstand von 30 cm~! bis 40 cm™! weist auf den Bruch einer
Wasserstoftbriicke hin. Bis 6,5 ps weitet sich das Ausbleichsignal im Bereich der nie-
derfrequenten Flanke aus, was als Aufbrechen von weiteren intra-molekularen Wasser-
stoffbriickenbindungen gedeutet wird. Man koénnte dies als ein beginnendes Aufgehen
des ,,Reiflverschlusses” der Wasserstoftbriickenbindungen der g-Hairpin Struktur inter-
pretieren.

Dieses Verhalten wird auch in den MD-Simulationen beobachtet (siehe dazu den rech-
ten Teil von Abb. 6.2 und Abb. 6.10 (a)). Die f-Hairpin Struktur wird zunéchst in der
Néhe des Photoschalters aufgebrochen. Etwa 20 ps nach Photoanregung ist ein Zustand
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erreicht, der als desolvatisiert bezeichnet wird. Die erste Schale von Lésungsmittelmo-
lekiilen befindet sich in der Néhe des Photoschalters und der ersten Aminosduren in
starker Bewegung. Die mittlere Zahl an Wasserstoftbriickenbindungen zum Lésungsmit-
tel hat abgenommen. Erste intra-molekulare Wasserstoftbriicken sind gebrochen, welche
urspriinglich zur Stabilisierung der S-Hairpin Struktur beigetragen hatten (rechter un-
terer Teil der Abbildung 6.11).

Mit einer Zeitkonstante von 26 ps wandelt sich dieser Zustand um in eine Struktur, bei
der sich in der Ndhe des Photoschalters die beiden Peptidzweige weiter voneinander ent-
fernt haben, wie es auch die MD-Simulationen andeuten. Die induzierte Absorption um
1680 cm ™!, welche von freien, nicht-wasserstoffverbriickten Carbonyloszillatoren stamm-
te, geht hierbei zuriick. Die meisten Wasserstoffbriickenbindungen zum Losungsmittel
sind also wieder ausgebildet, so dass diese neue Struktur, die nach ca. 150 ps vollsténdig
vorliegt, nicht mehr desolvatisiert ist. Die §-Hairpin Struktur an den C-terminalen und
N-terminalen Enden ist jedoch noch nicht vollstandig aufgebrochen, die terminalen En-
den liegen noch annéhernd parallel, was sich durch das Fehlen der Absorptionszunahme
bei 1660 cm~! duBert. Das Aufreilen der Wasserstoffverbriickung scheint also in der
Mitte der Stringe zu stoppen, welche dann als ,,Scharnier auf dem Weg zur Bildung
des trans-Ensembles an Strukturen wirkt.

Die Absorption bei 1660 cm ™! nimmt zunsichst mit einer Zeitkonstante von 630 ps zu.
Die MD-Simulationen zeigen ab 1 ns auch einen Anstieg des Abstandes im Bereich der
Enden des AzoTrpZip2. Um 3,1 ns ist also ein Zustand erreicht, dessen Differenzspek-
trum im Bereich der Amid-I’ Bande nur um eine spektrale Verschiebung von ca. 3 cm™!
von dem stationéren Differenzspektrum abweicht. Aus der Ahnlichkeit des transienten
Spektrums bei 3,1 ns und des stationdren Differenzspektrums kann auf die strukturelle
Ahnlichkeit der sie verursachenden Ensembles geschlossen werden. Etwa 3,1 ns ist also
das strukturelle Ensemble des trans-Isomers des AzoTrpZip2 im wesentlichen erreicht.
Aus den im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Messungen kann geschlossen werden, dass
es mindestens noch einen weiteren Prozess gibt, mit dem das trans-Ensemble endgiil-
tig erreicht wird (angedeutet durch einen gestrichelten Pfeil in Abb. 6.11). Hier sind
noch grofere diffusive Bewegungen noétig, die erst zur im stationdren Fall beobachteten
Verteilung von Geometrien des trans-AzoTrpZip2 fiihren.

6.4.2 Faltung der $-Hairpin Struktur

Ausgangspunkt der Messungen zur Faltung der [-Hairpin Struktur ist ein Ensemble
aus trans-Isomeren des AzoTrpZip2. Dieses Ensemble ist geprédgt von einer Vielzahl von
moglichen Strukturen, welche sich stdndig ineinander umwandeln. Nach der Anregung
durch den Anregimpuls bei 404 nm befindet sich der Chromophor AMPP in seinem elek-
tronisch angeregten S;-Zustand. Mit einer Zeitkonstante von 3,2 ps wird dieser angeregte
Zustand zum Teil verlassen. Eine weitere Zeitkonstante von 47 ps, welche in den zeitauf-
gelosten Messungen im sichtbaren Spektralbereich gemessen wurde, deutet daraufhin,
dass es auch hier eine Riickwirkung der Peptidfaltungsprozesse auf den Chromophor
gibt. Dieser nimmt also im Grundzustand zunéchst nicht seine Gleichgewichtskonfor-
mation an, sondern ist teilweise verzerrt.
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Im infraroten Spektralbereich wird als erster wesentlicher Prozess der Riickgang der
Rotverschiebung der Amid-I’ Bande mit einer Zeitkonstante von 4,8 ps beobachtet. Es
bildet sich wie bei der Entfaltung zunéchst ein desolvatisierter Zustand. Dieser ist ge-
kennzeichnet durch den Bruch von Wasserstoffbriickenbindungen zum Lésungsmittel
(siche transientes Spektrum bei 1 ps und 6,6 ps, Abb. 5.8(a)). Auch intramolekulare
Wasserstoftbriicken kénnen hier bereits gebrochen sein. Eine induzierte Absorption um
1680 cm ™! stammt von den so entstandenen freien Carbonyloszillatoren des Peptidriick-
grats. Eine wesentliche Rotverschiebung des Ausbleichens im Bereich der Amid-I" Bande
und damit ein Aufbrechen weiterer Wasserstoftbriicken bis zu einer Verzogerungszeit von
24 ps wird anders als beim Entfaltungsprozess nicht beobachtet. Vielmehr findet man
einen allgemeinen Riickgang des Ausbleichens auf etwa die Hélfte des Wertes bei 6,6 ps,
was auf den groflen Anteil an Molekiilen mit nicht isomerisierten AMPP-Schalter zu-
riickzufithren ist. Diese sind nach ca. 24 ps im wesentlichen in den Ausgangszustand
relaxiert und tragen so nicht mehr zum Differenzsignal bei. Bei der Subpopulation mit
isomerisiertem Schalter ist jedoch die Isomerisierung jetzt weitgehend abgeschlossen und
der fiir die Ausbildung der 5-Hairpin Struktur nétige Schleife (engl. loop) liegt vor. Die
Anordnung der Strdnge entspricht aber noch nicht der der S-Hairpin Struktur.

Der desolvatisierte Zustand wird mit einer Zeitkonstante von 64 ps verlassen. Die indu-
zierte Absorption bei 1680 cm ™! geht auf dieser Zeitskala zuriick. Dies deutet darauf hin,
dass die freien Carbonyloszillatoren Wasserstoffbriickenbindungen zum Loésungsmittel
und moglicherweise auch zum gegeniiberliegenden Strang ausgebildet haben. Dennoch
ist auch 3,1 ns nach Photoanregung des Chromophors das stationére Differenzspektrum
noch nicht erreicht. Es ist offensichtlich, dass als Intermediat ein Zustand ausgebildet
wurde, dessen Wasserstoffverbriickung nicht derjenigen der finalen 3-Hairpin Struktur
entspricht. Dies duflert sich in den Unterschieden zwischen den Differenzspektren und
wird durch die Darstellung im rechten oberen Teil der Abbildung 6.11 angedeutet.

Um den weiteren Verlauf der Faltungsreaktion zu verfolgen, wurden Anregimpulse
bei 355 nm und eine Abtastwellenzahl von 1641 cm™! verwendet. Man findet mit einer
Zeitkonstante von 30 us die Umwandlung einer Absorptionsabnahme in eine induzierte
Absorption, wie sie vom stationédren Differenzspektrum her erwartet wird.

Die Bildung der Schleife (engl. loop, siche Abb. 4.1) durch die Isomerisierung des
Photoschalters in sein cis-Isomer (cis-AMPP) ist wie oben schon erwéhnt nach wenigen
Pikosekunden abgeschlossen. Die korrekte Wasserstoffverbriickung der beiden Stringe
stellt sich jedoch erst auf der Zeitskala von 30 us ein. Offensichtlich gibt es auf der
Fldche der freien Energie lokale Minima, in denen das System gefangen wird. Solche
lokalen Minima kénnen durch nicht native Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Striangen dargestellt werden oder durch hydrophobe Wechselwirkungen der Tryptophan-
seitenketten, die erst iiberwunden werden miissen, bevor die finale S-Hairpin Struktur
ausgebildet werden kann.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass nicht die Bildung der Schleife, son-
dern das Arrangieren der Stringe der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Aus-
bildung einer S-Hairpin Struktur ist.
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6.5 Diskussion zur Literatur iiber die Peptiddynamik in
vergleichbaren Modellpeptiden

Angesichts der vielen Studien iiber die Faltung und Entfaltung einer S-Hairpin Struktur,
welche an unterschiedlichsten Modellsystemen durchgefiithrt wurden, bleibt die Frage
offen, ob es so etwas gibt wie Faltungs- und Entfaltungsmotive, welche fiir alle Peptide
mit S-Hairpin Struktur gelten. Angesichts der Vielzahl von Veroffentlichungen rund um
den Themenkomplex [-artiger Peptide und der vielen vertretenen Ansichten, welche
Einzelschritte bei Faltung und Entfaltung wesentlich bzw. geschwindigkeitsbestimmend
sind, besteht im Moment noch kein einheitlicher wissenschaftlicher Konsens iiber die
Dynamik von (-Hairpin Modellpeptiden.

6.5.1 Entfaltung der -Hairpin Struktur und Bildung des Ensembles
aus trans-Konformeren

Die bei der Entfaltung der g-Hairpin Struktur beobachteten Phianomene und Zeitkon-
stanten sollen im folgenden in Relation gesetzt werden zu verwandten Modellpeptiden
und vergleichbaren Beobachtungen aus der Literatur. Die bei der Entfaltung der (-
Hairpin Struktur beobachteten Zeitkonstanten lassen sich am besten mit Studien ver-
gleichen, in denen ebenfalls Modellpeptide untersucht wurden, welche weniger als 20
Aminosduren umfassen.

Vergleich mit zyklischen Modellpeptiden

Unter den vielen mittels zeitaufgeloster Spektroskopie untersuchten photoschaltbaren
zyklischen Modellpeptiden sei hier nur das sogenannte bcAMPB herausgenommen. Der
Name bcAMPB bezeichnet ein bizyklisches Modellpeptid, wobei ein Ring aus Aminoséu-
ren mit einer pseudo-Aminoséure aus einem Azobenzolschalter geschlossen ist. Der zwei-
te Ring wird erzeugt durch die geschlossene Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen im
gleichen Peptidriickgrat. Der Azobenzolschalter besitzt in para-Stellung zur Azokupp-
lung an einem Ende eine Sdure- und am anderen Ende eine Aminogruppe und bildet so
die pseudo-Aminosdure AMPB (oder: (4-aminomethyl)phenylazobenzolsdure). Nur um
die Einfachbindungen zur Methylengruppe zwischen Aminogruppe und Azobenzol sind
Drehungen moglich, so dass der Schalter Azobenzol durch seine cis/trans-Isomerisation
einen sehr direkten Einfluss auf das Peptidriickgrat besitzt [Ren00].

Durch die lichtinduzierte Isomerisierung vom cis-Isomer in das trans-Isomer wird von
einem Ensemble an Peptidkonformationen in eine mehr gestreckte Anordnung geschal-
tet, die sehr viel besser definiert ist. Innerhalb der ersten Pikosekunden nach Photoanre-
gung wird ebenfalls ein Riickgang einer Rotverschiebung der Amid-I Bande beobachtet
[Bre03d, Bre03e]. Die Zeitkonstante fiir die Relaxation dieser Rotverschiebung wurde zu
4 ps bestimmt [Sie05]. Diese Beobachtungen stimmen gut mit den im Rahmen dieser Ar-
beit gemachten iiberein. Auch im Fall des AzoTrpZip2 findet sich fiir die Isomerisierung
von cis nach trans eine Zeitkonstante von 4,1 ps, welche einen Riickgang der Rotverschie-
bung der Amid-I’ Bande andeutet. Beachtet man, dass im Fall der Studie von bcAMPB
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das Losungsmittel Dimethylsulfoxid war und im Fall des AzoTrpZip2 Methanol-d4, so
scheint dies eine vom Losungsmittel unabhéngige Zeitkonstante zu sein. Sie wird des-
wegen interpretiert als anharmonische Kopplung von niederfrequenten Moden an die
Amid-I" Bande, welche zu einer Rotverschiebung derselben fithrt. Die Anregung der nie-
derfrequenten Schwingungen ist dabei wohl auf Kiihlprozesse und die Isomerisierung des
Photoschalters Azobenzol zuriickzufiihren.

Im Falle des bcAMPBs stellt sich schon 20 ps nach Photoanregung ein transientes
Spektrum ein, das dem stationdren Differenzspektrum sehr dhnlich ist. Dies unterschei-
det sich von dem hier vorgestellten Fall der Entfaltung des AzoTrpZip2, bei dem die gute
Ubereinstimmung erst nach der 630 ps Kinetik sichtbar wurde. Durch die erfolgte Isome-
risierung des Photoschalters scheint bei bcAMPB das Peptidriickgrat bereits weitgehend
in der gestreckten Endkonformation vorzuliegen. Aber dhnlich wie im Fall des AzoTrp-
Zip2 beobachtet man hier auch nach 16 ns noch keine vollstindige Ubereinstimmung
des transienten Spektrums und des stationédren Differenzspektrums. Hier musste auf ei-
ne Zeitkonstante von > 16 ns geschlossen werden, mit der die Endkonformation erreicht
wird. Im Falle des AzoTrpZip2 wird nach 3,1 ns ebenfalls ein transientes Spektrum
beobachtet, das nicht mit dem stationdren Differenzspektrum iibereinstimmt, diesem
aber qualitativ sehr &hnlich ist. Diese Interpretation wurde durch MD-Simulationen im
wesentlichen bestétigt [NguO6a, Ngu06b].

Auch im Fall der Studie zum bcAMPB wurde zum Vergleich ein Referenzpeptid ver-
messen. Dies wird als lineares AMPB oder kurz IAMPB bezeichnet. Es besitzt die
Sequenz H-Phe-AMPB-Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-OH, wobei die beiden Cysteine
nicht verbriickt (anders als bei bcAMPB), sondern mit einer Schutzgruppe versehen
sind. Dieses lineare Vergleichspeptid zeigt bei der cis nach trans Reaktion Dynamiken
bis wenige 100 ps nach Photoanregung. Eine sehr &hnliche Zeitkonstante wurde im Rah-
men dieser Arbeit fiir das Referenzpeptid Ac-Glu-AMPP-Lys-NH, gefunden.

Vergleich mit Entfaltungsstudien am trpzip2

Das hier vorgestellte photoschaltbare Modellpeptid AzoTrpZip2 wurde von dem [-
Hairpin Modellpeptid trpzip2 abgeleitet, das an Stelle des AMPP Schalters die beiden
Aminoséuren Asparagin und Glycin in der Schleife besitzt (siehe auch Abb. 4.6). Mittels
Temperatursprungmethoden wurde fiir das Peptid trpzip2 durch Abtasten der Absorp-
tionsinderungen im Bereich der Amid-I’ Bande bei 1624 cm™! im Losungsmittel DO
eine Entfaltungszeitkonstante von 24,7 us ermittelt [Sno04]. Diese Entfaltungszeitkon-
stante wurde aus einem zwei-Zustands-Modell berechnet, wobei in die Auswertung auch
die Gleichgewichtskonstante zwischen dem gefalteten und ungefalteten Zustand eingeht.
Bei den Temperatursprungmessungen ist jedoch nicht klar, ob ein wirklich ungefalteter
Zustand durch Temperaturerhohung erreicht wird. Diese Diskussion wird weiter unten
in Abschnitt 6.5.2 vertieft.

Deswegen lésst sich diese Zeitkonstante schwer mit den hier gemessenen Zeitkonstan-
ten fiir die Entfaltung von 4,1 ps, 26 ps und 630 ps vergleichen. Durch die Isomerisierung
des Azobenzolschalters im Modellpeptid AzoTrpZip2 wird das Peptid nicht thermisch
aus seinem Gleichgewicht ausgelenkt, sondern mehr mechanisch durch die Schaffung ei-
ner neuen Schleifengeometrie, was innerhalb weniger Pikosekunden nach der Anregung
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erfolgt. Diese Geometriedinderung stort die Peptidstruktur stéarker. Das Peptid wird
weit aus seiner Gleichgewichtsgeometrie ausgelenkt und relaxiert anschliefend auf der
Energielandschaft des trans-Isomers des AzoTrpZip2, siehe Abb. 6.1, rote Linie. Diese
Tatsache konnte den Unterschied in den gemessenen Zeitkonstanten erkléren.

Vergleich mit dem Entfalten eines 3-Turns

Ein dem hier vorgestellten Strukturmotiv des g-Hairpins verwandtes (-artiges Motiv ist
der -Turn. Ein entsprechendes Modellpeptid mit 4-Turn Struktur wurde von Kolano et
al. vorgestellt [Kol04]. Die Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen den Cysteinresten
in diesem Tetrapeptid der Sequenz cyclo(Boc-Cys-Pro-Aib-Cys-OMe) fiithrt zu dessen
Zyklisierung. Durch NMR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass dieses Peptid bei
geschlossener Disulfidbriicke eine B-Turn Struktur ausbildet, welche zusétzlich noch von
einer Wasserstoffbriicke zwischen einer Carbonyl- und einer Aminofunktion stabilisiert
wird [Kol04].

Durch einen Anregimpuls im ultravioletten Spektralbereich kann die Disulfidbriicke
gelost werden. Dabei konnten Kolano et al. ein Entfalten der 4-Turn Struktur mit einer
Zeitkonstante von 160 ps beobachten [Kol06]. Langsamere Prozesse konnten Kolano et
al. nicht eindeutig verfolgen, da mit einer Zeitkonstante von ca. 2,6 ns eine Rekombinati-
on der durch die Photoanregung gebildeten Radikale mit Lésungsmittelmolekiilen® oder
mit anderen Reaktionspartnern beobachtet wurde. Die Zeitkonstante von 160 ps kann
mit den Entfaltungszeitkonstanten der (-Hairpin Struktur des AzoTrpZip2 verglichen
werden. Die Entfaltung der S-Turn Struktur des AzoTrpZip2 findet auf einer Zeitskala
von 26 ps statt, also etwas schneller als im Fall des Tetrapeptids von Kolano et al.
Dies konnte an der grofleren treibenden Kraft des isomerisierenden Azobenol-Schalters
AMPP liegen.

Zusétzlich konnten Kolano et al. mittels der Methode der transienten zweidimensio-
nalen Infrarotspektroskopie (siche dazu Seite 21) zeigen, dass beim Offnen der 5-Turn
Struktur auch die oben erwihnte Wasserstoftbriickenbindung stark geschwécht wird, da
sich der Abstand zwischen den an der Bindung beteiligten Wasserstoff- und Sauerstoft-
atomen vergroflert. Jedoch scheint die Bindung nicht vollstédndig zu brechen. Gleichzeitig
wurde eine Blauverschiebung der Absorptionsbande des betroffenen Carbonyloszillators
beobachtet.

Vergleich mit einer Energielandschaft des trpzip2

Yang et al. haben temperaturabhéngige Circulardichroismus-, Fluoreszenz- und Infra-
rotspektren des Peptids trpzip2 in gepufferter wissriger Losung aufgenommen [Yan04b].
Zusétzlich haben sie die Konzentration von Guadiniumhydrochlorid variiert. Sie fanden
drei wesentliche Temperaturregionen (17-32 °C, 48-75 °C und 162 °C). Im niedrigsten
Temperaturbereich wurde ein Anstieg der Tryptophanfluoreszenzintensitiat beobachtet,
der mit einer erhdhten Beweglichkeit der Tryptophanseitenketten interpretiert wurde.

3Als Losungsmittel wurde wegen der guten Loslichkeit des untersuchten Modellpeptids deuteriertes
Acetonitril verwendet.
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Fiir alle spektroskopischen Observablen wurde ein breiter Ubergang im néchst hohe-
ren Temperaturbereich gefunden. Dies wurde als wichtigster Entfaltungsiibergang in-
terpretiert und mit der Bildung von nahezu ungefalteten Peptidstrukturen erklért. Der
Ubergang bei 162 °C wurde im Experiment nur nach Zugabe von Guadiniumhydrochlo-
rid beobachtet. Er fiihrt zu einer Anderung im Fluoreszenzspektrum, welche durch den
Verlust von verbliebenen Kontakten zwischen den Tryptophanseitenketten interpretiert
wurde.

Mittels MD-Simulationen bei verschiedenen Temperaturen wurde in [Yan04b] ver-
sucht, diese experimentellen Befunde zu erkldaren. In den Simulationen wurde als Struk-
tur mit minimaler Energie diejenige gefunden, die durch die NMR-Strukturanalyse fiir
das Peptid trpzip2 bestimmt wurde. Bei niedrigen Temperaturen unterhalb von 37 °C
zeigt die freie Energie in Abhiingigkeit von einer Reaktionskoordinate? ein recht komple-
xes Verhalten. Als am tiefsten liegendes Minimum tritt anndhernd die NMR-Struktur
des Peptids auf. In etwas groflerem Abstand entlang der Reaktionskoordinate finden sich
jedoch einige weitere tief liegende Minima. Entsprechende Minima mussten auch in der
im Rahmen dieser Arbeit vorgeschlagenen Energielandschaft des AzoTrpZip2 eingefiihrt
werden (Abb. 6.1).

6.5.2 Faltung der $-Hairpin Struktur

Die wesentliche Zeitkonstante, die bei der Faltung diskutiert werden muss, liegt im
Mikrosekundenbereich bei 30 ps. Fiir sie gilt es, verschiedene Vergleichs- und Erkla-
rungsansétze zu finden.

Vergleich mit Faltungsstudien am trpzip2 und anderen (-Hairpin Modellpeptiden

Im folgenden soll etwas genauer auf das Experiment von Snow et al. eingegangen werden,
da sie eine Faltungszeitkonstante fiir das dem AzoTrpZip2 verwandte Peptid trpzip2
von 2,47 us gefunden haben [Sno04]. Diese ist deutlich kleiner als die im Rahmen dieser
Arbeit gemessene Zeitkonstante von 30 us fiir die Faltung des AzoTrpZip2 in Methanol-
d4.

Snow et al. setzten eine Losung des nicht-photoschaltbaren Peptids trpzip2 in schwe-
rem Wasser mit einer Konzentration von 50 uM und einem Phosphatpuffer der Konzen-
tration 20 mM an, um die Relaxation des Peptids in das thermodynamische Gleichge-
wicht nach einem Temperatursprung zu untersuchen. Der mittels eines Nahinfrarotlicht-
impulses bei 1900 nm ausgeloste Temperatursprung betrug 10 °C bis 15 °C [Sno04]. Die
Abtastwellenlidnge lag bei 1624 cm ™. Da bei 20 °C kaum eine Absorptionsinderung nach
einem Temperatursprung zu beobachten war, wurde eine “geringe* Konzentration von
1-3 M Guadiniumhydrochlorid hinzugegeben. Diese Chemikalie tritt in Wechselwirkung
mit dem Peptid trpzip2 und soll den gefalteten Zustand destabilisieren. Die gemesse-
ne Relaxationsrate war nicht stark von der Konzentration von Guadiniumhydrochlorid
abhéngig, so dass durch eine Extrapolation auf eine verschwindende Konzentration von
Guadiniumhydrochlorid die Relaxationsrate ohne Einsatz einer Denaturierung ermittelt

4 Als Reaktionskoordinate wurde die mittlere quadratische Abweichung von den C,-Atomen der NMR-
Struktur verwendet.
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wurde. Uber ein Zwei-Zustandsmodell konnte dann mit der aus Circulardichroismus-
messungen ermittelten Gleichgewichtskonstante eine Faltungszeit von 2,47 us bestimmt
werden.

Diese Zeitkonstante ist deutlich kleiner als die in dieser Arbeit ermittlete Faltungszeit-
konstante des AzoTrpzip2 von 30 us. Diese Diskrepanz kann erkliart werden, wenn man
sich die Ausgangsstruktur iiberlegt, die in den Temperatursprungexperimenten erreicht
wird. Smith et al. konnten zeigen, dass ein Temperatursprung von 10 °C die #-Hairpin
Struktur nicht allzu stark stort [Smi05].

Mittels NMR-Spektroskopie konnten Meier et al. zeigen, dass auch nach Zugabe einer
denaturierend wirkenden Chemikalie wie Harnstoff (Konzentration: 8 M) native Wech-
selwirkungen in einem (-Hairpin Modellpeptid nachweisbar waren [Smi07b]. Durch die
Zugabe von Guadiniumhydrochlorid konnten Snow et al. moglicherweise die S-Hairpin
Struktur des trpzip2 doch nicht wesentlich destabilisieren [Sno04]. Nach einem Tempe-
ratursprung findet das Peptid wieder schnell in seine gefaltete Struktur zuriick, wodurch
sich die schnelle gemessene Zeitkonstante von Snow et al. erklédren lédsst. In einer weite-
ren Studie konnten Smith et al. mittels einem Temperatursprung kombiniert mit einer
Abtastmethode basierend auf nichtlinearer Infrarotspektroskopie (,,dispersed vibrational
echo®) zeigen, dass ein Temperatursprung nur zu einem Abrastern von Konformationen
in der Néhe des gefalteten Zustandes fiihrt. Eine realistische Faltungszeitkonstante kann
mittels einer Temperatursprungmethode nicht ermittelt werden, da die Landschaft der
Gibbsschen freien Energie deutlich komplexer ist, als durch ein Abrastern von Konfor-
mationen in der Ndhe des gefalteten Zustandes erfasst werden kann. Weiter entfernt
liegende lokale Minima, die beim Faltungsprozess von Bedeutung sind und geschwin-
digkeitslimitierend wirken konnen, werden also durch einen Temperatursprung nicht
erreicht.

Damit ist die im Rahmen dieser Arbeit gemessene Zeitkonstante von 30 us offensicht-
lich ein realistischerer Wert fiir die Faltung einer S-Hairpin Struktur des trpzip2-Motifs
als der bisher in der Literatur dafiir etablierte Wert von Snow et al.

Die Untersuchungen des Infrarotspektrums des AzoTrpZip2 in Abhéngigkeit von der
Temperatur unterstiitzen diese Interpretation, da sie zeigen, dass durch die Einfithrung
des Schalters AMPP in den Turn, die #-Hairpin Struktur nicht wesentlich destabilisiert
wird. Ein Aufschmelzen konnte nicht nachgewiesen werden. Dennoch ist es eine inter-
essante Fragestellung, ob ein Temperatursprungexperiment am AzoTrpZip2 an Stelle des
trpzip2 dhnlich schnelle Faltungszeiten um 2 us beobachtet werden. Dies wire damit der
endgiiltige Beweis fiir diese Hypothese.

Die Faltungszeiten von anderen (3-Hairpin Modellpeptiden mit vergleichbarer Anzahl
an Aminosduren umfassen einen Zeitbereich von 0,8 s fiir ,,peptide I [Xu03] bis zu
ca. 20 ps fiir ,ubiquitin® [Kub04]. Der in Abbildung 4.3 vorgestellte 3-Hairpin aus dem
Protein GB1P weist eine Faltungszeitkonstante von 6 us auf. Die Faltungszeitkonstante
des TrpZip4 ist 13 ps [Mun97]. Die im Rahmen dieser Arbeit gemessene Faltungszeit-
konstante des AzoTrpZip2 von 30 us ldsst sich mit diesen Zeitkonstanten also durchaus
vergleichen.

152



6.5 Diskussion zur Literatur liber die Peptiddynamik in vergleichbaren Modellpeptiden

Schleifenbildung von kurzen Aminosaureketten

In einer Studie iiber die Bildung von Loops aus Aminosdureketten unterschiedlicher
Léange fanden Fierz et al. eine Separation in zwei Zeitbereiche [Fie07]: Den langen Zeit-
bereich oberhalb von 50 ns schrieben sie einer diffusiven Suche des Peptids auf der
Energielandschaft zu. Der Zeitbereich bis hinunter zu 500 ps représentiert eine Suche
innerhalb eines Minimums in der Energielandschaft, welche Molekiile betrifft, die beim
Start des Beobachtungsvorgangs bereits eine gewisse Nachbarschaft (lokales Minimum
der freien Energie) besafien.

Bei der Faltung des AzoTrpZip2 in seine (-Hairpin Struktur wird der Loop (cis-
AMPP) durch die Isomerisierung des Photoschalters in wenigen 10 ps gebildet. Selbst
eine diffusive Suche einzelner Bindungen zwischen den beiden Strédngen sollte auf ei-
ner ahnlichen Zeitskala (50 ns) ablaufen, wie sie auch schon fiir die in Ref. [Fie07]
untersuchten Modellpeptide gefunden wurde. Die wesentlich lingere beobachtete Zeit-
konstante von 30 us fiir die Faltung der [S-Hairpin Struktur des AzoTrpZip2 legt also
nahe, dass es Intermediate gibt, die nicht-native Wechselwirkungen aufweisen (siehe
Abb. 6.11, rechts oben). Dies kénnen Wasserstoffbriickenbindungen sein, die in der fina-
len B-Hairpin Struktur nicht vorkommen oder hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
den Tryptophanseitenketten, welche einen hydrophoben Kern bilden, der den Ubergang
in die native S-Hairpin Struktur verzogert.

Vergleich mit der Ausbildung einer a-Helix

Bredenbeck et al. untersuchten ein photoschaltbares Modellpeptid fiir eine a-Helix. Das
16 Aminosduren umfassende Peptid weist zwei Cysteine auf, die durch einen symme-
trisch substituierten auf Azobenzol basierenden Photoschalter verbriickt sind. Dieses
Modellpeptid mit der Sequenz Ac-EACAREAAAREAACRQ-NH, bildet eine a-Helix
aus, wenn der Photoschalter seine trans-Konformation einnimmt [Bre05b]. Liegt der
Photoschalter als cis-Isomer vor, kann diese a-Helix nicht entstehen. Zur Untersuchung
der Faltung der a-Helix wurde eine wéssrige Losung dieses Peptids mittels Dauer-
strichbelichtung im photostationéren Zustand des cis-Isomers prépariert. Ahnlich wie
in der vorliegenden Arbeit wurde die Faltung zum trans-Isomer mit einem Anregimpuls
bei 425 nm ausgelost. Mit einem Abtastimpuls im Bereich der Amid-I” Bande wurden
die spektralen Anderungen aufgrund der Faltungsprozesse detektiert. Zunéchst wurden
grofle Signaldnderungen auf der Pikosekundenzeitskala beobachtet, welche auf ein Aus-
bleichen der Schalterbanden und eine initiale Rotverschiebung der Amid-I’ Bande des
Peptids zuriickzufiithren sind. Zwischen 100 ps und 7 ns wird ein transientes Spektrum
erreicht, das geprégt ist durch eine geringe Absorptionsdnderung bei fast allen Wellen-
zahlen in der Amid-I’ Bande. Erst mit einer Zeitkonstante von ca. 1,2 us bei 20 °C stellt
sich eine Absorptionszunahme bei 1630 cm™! ein, welche mit dem stationiiren Differenz-
spektrum iibereinstimmt. Diese letzte Zeitkonstante wurde als die Faltungszeitkonstante
der a-Helix Struktur interpretiert. Sehr d&hnliche Beobachtungen wurden auch bei einem
dhnlichen a-Helix Modellpeptid mit leicht verénderter Sequenz gemacht [Iha07].

Im Falle der Faltungsreaktion des AzoTrpZip2 wurde ebenfalls 3,1 ns nach Auslo-
sung der Photoisomerisierung ein transientes Spektrum mit geringer Signalamplitude
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erreicht, das nicht mit dem stationédren Differenzspektrum iibereinstimmt. Mit einer
Zeitkonstante von 30 us wurde bei einer Wellenzahl von 1641 cm™! eine Absorptions-
zunahme beobachtet. Diese Zeitkonstante wurde deswegen als Faltung der [-Hairpin
Struktur des AzoTrpZip2 interpretiert. In der Literatur wird allgemein davon ausge-
gangen, dass a-Helices sich schneller ausbilden als S-Hairpins [Kub04], was fiir die hier
verglichenen Modellpeptide auch zutrifft.
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6.6 Ausblick

Die in den vorherigen Kapiteln dargestellten Daten, welche mittels zeitaufgeloster Infra-
rotspektroskopie gewonnen wurden, entwerfen ein detailliertes Bild der Faltungsvorgén-
ge in dem Modellpeptid AzoTrpZip2. Das Design dieses Modellpeptids erlaubt jedoch
noch weitere interessante Experimente, auf die im folgenden eingegangen wird. Dariiber
hinaus sei auf eine mogliche Fortfiihrung und Vertiefung der Erforschung der Peptiddy-
namik dieses Modellsystems eingegangen. Zunéchst kann die Untersuchung der Faltung
des AzoTrpZip2 im Zeitbereich von Nano- und Mikrosekunden zu einer -Hairpin Struk-
tur durch die spektral aufgeloste IR-Detektion noch erweitert werden. Darauf eroffnet
sich die Moglichkeit, durch Variation von Temperatur oder Dielektrizitdtskonstante neue
Einsichten in die Abhéngigkeit der Peptiddynamik von diesen verschiedenen Parame-
tern zu studieren. Zum Teil in Kooperation mit anderen Forschungsgruppen kénnen
auch unterschiedliche Observablen eingesetzt werden, um die Dynamik anderer Kompo-
nenten des Modellpeptids zu untersuchen als das Peptidriickgrat, das hier bereits iiber
die zeitaufgeloste Infrarotspektroskopie beobachtet wurde. Auch andere Auslésemetho-
den fiir die Peptiddynamik und ein Vergleich der Ergebnisse mit den hier vorgestellten
Daten sollten weitere Erkenntnisse liefern®.

6.6.1 Spektral aufgeloste Messungen der Faltungsdynamik des
AzoTrpZip2 im ns- und us-Bereich

Die Messungen zur Faltungsdynamik des AzoTrpZip2 im Nano- und Mikrosekunden-
zeitbereich konnten bisher nur bei einer Infrarotabtastwellenldnge durchgefiihrt werden.
Eine genauere Analyse von Intermediaten und die Gewinnung von deren Infrarotspek-
tren ist jedoch nur mit einer spektral aufgelosten Detektion moglich. Deswegen wurde
im Rahmen der Diplomarbeit von Michael Brandl ein weiterer Laser mit einer Impuls-
dauer von 1 ns und einer Wellenlénge von 1064 nm mit dem bestehenden regenerativen
Verstarker elektronisch synchronisiert [Bra07]. Dieser Laser dient zur Erzeugung der
Anregungsimpulse, die nun elektronisch gegen den bestehenden Infrarotabtastimpuls
verzogert werden kénnen. Durch Frequenzverdopplung und -verdreifachung der Funda-
mentalen bei 1064 nm kénnen zusétzlich noch Anregungsimpulse bei den Wellenlédngen
532 nm und 355 nm erzeugt werden. Ein sehr #dhnliches Konzept wurde bereits von
Towrie et al. vorgestellt [Tow05].

Eine Synchronisation von zwei Ti:Saphir Oszillatoren mit nachgeschalteten regenera-
tiven Verstérkern wurde von Bredenbeck et al. demonstriert [BreO4al. Letzteres Konzept
erlaubt zusétzlich eine im allgemeinen groflere Auswahl an Anregungswellenldngen, da
auf die bekannten nichtlinearen Prozesse zur Erzeugung von unterschiedlichsten Wellen-
langen aus der Fundamentalen bei 800 nm zuriickgegriffen werden kann.

Eine weitere, vielversprechende Realisierung eines zeitaufgelosten Infrarotspektrome-
ters mit einer Zeitauflosung von ca. 10 ns wurde von Yuzawa et al. vorgestellt [Yuz94].
Ihr Aufbau dhnelt dem in Abbildung 3.7 vorgestellten, bietet jedoch die zuséatzliche

In einem solchen Experiment sollte die Nachweismethode Infrarotspektroskopie der besseren Ver-
gleichbarkeit wegen beibehalten werden.
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Moéglichkeit der Aufnahme von vollstdndigen Spektren zu einer bestimmten Verzoge-
rungszeit.

Die hier gewéahlte Anordnung besitzt im Vergleich zu kommerziell realisierten Me-
thoden zur Messung von transienten Spektren im mittleren infraroten Spektralbereich
(wie zum Beispiel der sogenannten Step-Scan-FTIR Spektroskopie [Gri06, Efr06, Mor07]
und des Rapid Scans [Fab04, Fab04, Lud06]) den entscheidenden Vorteil einer hoheren
Zeitauflosung von ca. 1 ns und einer deutlich besseren Amplitudenauflésung bei ver-
gleichbaren Mittelungszeiten. Dariiber hinaus erhélt man in einem begrenzten Wellen-
langenbereich schon innerhalb von ca. 20 Minuten sinnvolle transiente Spektren. Dies
reduziert die Anforderungen an die zu messende Probe, welche in der Step-Scan-FTIR
Spektroskopie zumeist iiber Stunden stabil sein muss.

Eine Messung des AzoTrpZip2 bei Zimmertemperatur mit einer Anregung bei 355 nm
bis zu einer Verzogerungszeit von 200 ps sollte die Spektren aller auftretenden Faltungs-
intermediate liefern. Dies wiirde wichtige Einblicke in die Faltungsdynamik des Pepti-
driickgrats bei der Ausbildung einer G-Hairpin Struktur ermdoglichen.

6.6.2 Temperaturabhangige Messungen der Faltungsdynamik des
AzoTrpZip2

Auch wenn im Kapitel 4.5.2 gezeigt wurde, dass es schwierig ist, aus den stationdren
Infrarotspektren in Abhéngigkeit von der Temperatur ein signifikantes Aufschmelzen
der S-Hairpin Struktur zu erkennen, heiffit das nicht, dass die gemessenen Zeitkonstan-
ten fiir die Entfaltung bzw. Faltung keine Temperaturabhéngigkeit aufweisen. Durch
die Messung der Faltungs- und Entfaltungsgeschwindigkeiten in Abhéngigkeit von der
Temperatur lassen sich Aussagen iiber die Existenz von Barrieren und deren energeti-
sche Lage machen. Zudem lassen sich thermodynamische Faltungsmodelle zur Erklarung
der gemessenen Temperaturabhéngigkeit heranziehen und somit auf ihre Giiltigkeit hin
tiberpriifen [Bre05b, Tha07].

Eine temperierbare Version des Probenkreislaufs aus Abbildung 3.8 wurde im Rahmen
zweier Praktika bereits entwickelt [Sou06, Fel05] und soll in naher Zukunft eingesetzt
werden.

6.6.3 Zeitaufgeloste Messung der Tryptophanfluoreszenz

Es besteht in der Literatur eine Unsicherheit dariiber, ob sich bei der Faltung eines 3-
Hairpins zuerst ein hydrophober Kern aus den Seitenketten herausbildet und darauthin
die Wasserstoftbriicken des Peptidriickgrats entstehen [Din99] oder ob zunéchst ein (-
Turn vorgegeben wird, der dann fiir eine sequentielle Ausbildung aller stabilisierenden
Wasserstoftbriicken sorgt [Mun97|. Im letzteren Fall wird der hydrophobe Kern erst
sehr spét ausgebildet. Um diese Frage zu untersuchen, miisste der Zeitpunkt fiir die
Ausbildung des hydrophoben Kerns gemessen werden. Diese Information kann dann mit
den Daten der Dynamik des Peptidriickgrats aus dieser Arbeit verglichen werden.

Ein Sensor fiir den hydrophoben Kern ist zum Beispiel die Fluoreszenz der Trypto-
phanseitenketten. Sie wurde bereits benutzt, um die Relaxation des hydrophoben Kerns
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des trpzip2 in seinen Gleichgewichtszustand nach einem Temperatursprung als Ausloser
zu beobachten [Yan(04a]. Die Fluoreszenz wurde dabei alle 14 ns von der verdreifachten
Fundamentalen eines modengekoppelten Ti:Saphir Oszillators bei 288 nm angeregt und
mit einem Photomultiplier abgetastet [Yan03]. Es wurde eine vergleichsweise geringe
Konzentration an Peptidmolekiilen von ca. 11 uM und eine geringe Anregungsenergie-
dichte gewahlt, um das Photobleichen der Tryptophane und intermolekulare Wechsel-
wirkungen zu verhindern [Yan04a]. Die Fluoreszenzlebensdauer von Tryptophanseiten-
ketten in Proteinen liegt im Bereich von einigen Nanosekunden [God93] und ist stark
von den Umgebungsbedingungen abhéngig.
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Abbildung 6.12 zeigt, wie das Fluoreszenzspektrum und die Intensitéit der Fluoreszenz
sich &ndern, wenn man vom trans-Isomer des AzoTrpZip2 in sein cis-Isomer wechselt. Es
besteht also ein deutlicher Unterschied in den Fluoreszenzeigenschaften der Isomere. Ein
entsprechendes Experiment konnte in der Auslosung der Faltung mittels eines Laserim-
pulses bei 355 nm oder bei 400 nm bestehen, worauf zeitlich korreliert die Fluoreszenz
bei ca. 288 nm angeregt und bei ca. 350 nm abgetastet werden miisste. Ausgehen wiirde
man von einem Ensemble an trans-Isomeren des AzoTrpZip2.

Hier gibt es jedoch zwei Probleme: Zum einen absorbiert der Farbstoff Azobenzol
auch einen Teil des Anregungslichts zur Erzeugung der Fluoreszenz, siehe dazu Ab-
bildung 4.17. Zum anderen absorbiert das trans-Isomer des AzoTrpZip2 auch im Wel-
lenldngenbereich der zu erwartenden Fluoreszenz. Diese beiden Effekte erschweren eine
entsprechende Messung.

Der Vorteil dieser Messung gegeniiber den Temperatursprungmethoden unter Verwen-
dung der gleichen Observablen Infrarotspektroskopie liegt jedoch darin, dass durch die
optische Isomerisierung des Schalters Azobenzol von trans nach cis innerhalb weniger
100 ps eine geeignete B-Turn-Sequenz erzeugt wird, worauthin sich die S-Hairpin Struk-
tur ausbilden kann. Die Geschwindigkeitskonstante, mit der sich die Wasserstoftbriicken-
bindungen ausbilden, konnte im Rahmen dieser Arbeit zu 30 ps bestimmt werden. Mit
der zeitabhéangigen Messung der Tryptophanfluoreszenz lieen sich nun zusétzliche Riick-
schliisse iiber den Zeitpunkt der Ausbildung des entsprechenden hydrophoben Kerns der
(-Hairpin Struktur ziehen.
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6.6.4 Transiente zweidimensionale Infrarotmessungen am
AzoTrpZip2

Die zweidimensionalen Infrarotmessungen von Smith et al. an dem (-Hairpin Modell-
peptid trpzip2 in Abhéngigkeit von der Temperatur haben gezeigt, dass auch bei hohen
Temperaturen noch signifikant die 5-Hairpin Struktur vorhanden ist [Smi05]. Dies wurde
iiber eine Kopplung mehrerer Carbonyl-Oszillatoren auf verschiedenen Stréngen nach-
gewiesen, welche auch bei hohen Temperaturen noch erkennbar war. Eine Vergroflerung
des Abstandes zwischen den Carbonyl-Oszillatoren, wie sie bei einer Entfaltung zu er-
warten wére, hétte das Kopplungssignal verkleinern miissen, was jedoch nicht gefunden
wurde. Im Prinzip ldsst sich also mittels zweidimensionaler Infrarotspektroskopie der
Abstand zwischen den beiden Stréingen ausmessen und somit der Faltungsgrad der (-
Hairpin Struktur bestimmen [Bre03a].

Kombiniert man diese Abtastmethode mit dem Auslésen der Entfaltung bzw. Faltung
durch einen Laserimpuls, wie es im Falle des Modellpeptids AzoTrpZip2 moglich ist, so
kommt man zur sogenannten transienten zweidimensionalen Spektroskopie (engl. tran-
sient 2-dimensional infrared spectroscopy, T2dIR) [Bre04b, Bre03c, Chu07, Hoc07]. Ein
solches Experiment durchgefiihrt an der Entfaltung bzw. Faltung des AzoTrpZip2 ldsst
viele neue Informationen erwarten [BreOba].

6.6.5 Vergleich mit einer anderen Auslésemethode fiir die
Peptiddynamik

Die Experimentvorschlige des vorigen Kapitels zielen darauf ab, eine neue Observable
fiir die Peptiddynamik des AzoTrpZip2 mit der in dieser Arbeit verwendeten Infrarot-
spektroskopie als Detektionsmethode zu vergleichen. Es stellt sich aber auch die Frage,
ob die Auslosemethode der Faltungsprozesse mittels der Isomerisierung des Azobenzol-
schalters AMPP einen Einfluss auf die beobachtete Dynamik hat. Nachdem die mittels
Temperatursprung gemessenen Zeitkonstanten fiir die Faltung und Entfaltung des trp-
zip2 in schwerem Wasser grole Abweichungen zeigen von den im Rahmen dieser Arbeit
gemessenen Zeitkonstanten nach Isomerisierung des Schalters des AzoTrpZip2, erscheint
es sinnvoll, ebenfalls Temperatursprungmessungen am Modellpeptid AzoTrpZip2 vorzu-
nehmen. Bei Wahl der Infrarotspektroskopie als Nachweismethode sollten sich dhnliche
Dynamiken ergeben, falls die verschiedenen Auslosemethoden (Temperatursprung des
Losungsmittels oder Isomerisierung eines Photoschalters) d&hnliche Wirkungen entfalten.

Die Messungen von Smith et al. zeigen jedoch schon, dass man mittels der Tempera-
turspriinge vermutlich die 8-Hairpin Struktur nicht vollstindig zerstéren kann [Smi05].
Damit werden die Zeitkonstanten fiir die Relaxation zuriick ins Gleichgewicht kiirzer
sein, als bei Auslosung der Faltung iiber eine Isomerisierung des Photoschalters.
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7 Zusammenfassung

Die Proteinfaltung ist wegen ihrer Relevanz bei der Entstehung von Krankheiten wie
Alzheimer und Creutzfeld-Jacobsen Gegenstand intensiver Forschungen. Es werden Fra-
gestellungen untersucht wie: Gibt es langlebige Intermediate, die bei Fehlfaltungen und
daraus resultierenden Aggregationsprozessen eine Rolle spielen konnten? Was sind die
initialen Schritte der Proteinfaltung nach der Synthese der Proteine in den Ribosomen
der Zelle? Wie schnell konnen sich Sekundérstrukturelemente ausbilden wie a-Helices
und (-Faltblédtter? Fiir letztere Fragestellung greift man am besten auf Modellpeptide
zuriick, welche als Untereinheiten von natiirlichen Proteinen auftreten und die entspre-
chende Sekundérstruktur ausbilden. Der Vorteil solcher Modellpeptide liegt darin, dass
an ihnen die Faltung und Entfaltung dieser Sekundarstrukturelemente getrennt von der
Dynamik eines ganzen Proteins studiert werden kann. Zudem bieten diese Modellpeptide
die Moglichkeit, durch Molekulardynamiksimulationsrechnungen deren Peptiddynamik
auf einer theoretischen Ebene nachzubilden und somit besser zu verstehen.

Wihrend es einige geeignete Modellsysteme zur Untersuchung der Peptiddynamik
von a-Helices gibt, war die Auswahl an geeigneten Modellsystemen fiir g-Faltblatter
zunachst begrenzt. Ein Durchbruch gelang mit der Aminoséduresequenz des sogenann-
ten trpzip2. Dieses Modellpeptid bildet in Wasser eine sogenannte 3-Hairpin Struktur
aus, welche U-formig ist, wobei vier Aminoséuren eine Kehre bilden und jeweils wei-
tere vier die beiden Striange (die senkrechten Striche des Us). Eine solche (-Hairpin
Struktur dient als Modell fiir das Sekundérstrukturelement der (-Faltblatter. Es wird
vermutet, dass die Ausbildung einer -Hairpin Struktur Voraussetzung fiir die Bildung
von (-Faltblédttern ist. Das Peptid trpzip2 war so entworfen, dass sich ein sogenannter
hydrophober Kern aus den Seitenketten von jeweils zwei Tryptophanen gegeniiberlie-
gender Stringe ausbildet. Der Gruppe um Professor Moroder gelang es nun, die zwei
Aminoséuren der Schleife in der Kehre des trpzip2 durch die pseudo-Aminoséure 3-(3-
Aminomethyl-phenylazo)-phenylessigsidure (kurz: AMPP) zu ersetzen. Das so synthe-
tisierte Modellpeptid wird im folgenden AzoTrpZip2 genannt. Die eingebaute pseudo-
Aminoséaure ist ein Azobenzolderivat und lasst sich durch Photoanregung vom trans- in
das cis-Isomer schalten und umgekehrt.

Der Einbau eines Photoschalters erméglicht die Untersuchung der schnellsten Fal-
tungsprozesse. Zudem préapariert der Photoschalter zur Auslésung der Peptidfaltungs-
prozesse die Modellpeptide in speziellen Nicht-Gleichgewichtszustéinden, welche durch
andere Auslosemethoden (wie z. B. Temperatursprungmethoden) nicht erreicht werden
kénnen. Solche Nicht-Gleichgewichtszusténde kénnen jedoch in der Natur nach der Syn-
these des Peptids in den Ribosomen der Zelle eine Rolle spielen. Dariiber hinaus ist es
nur mittels des eingebauten Photoschalters moglich, Faltungsintermediate zu beobach-
ten. Um Informationen {iber die Struktur dieser Intermediate zu gewinnen, wurde die
Infrarotspektroskopie im Bereich der Amid-I’ Bande als Abtastmethode gewihlt. Uber
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7 Zusammenfassung

die spektrale Form der Absorption des Peptids im Bereich der Amid-I’ Bande kann auf
dessen momentane Struktur geschlossen werden. Die Untersuchung von Modellpepti-
den mit dem Photoschalter AMPP mit der Methode der Anreg-Abtast-Spektroskopie
erlaubt Zeitauflosungen von wenigen Pikosekunden und ist limitiert durch die Isomeri-
sierungsgeschwindigkeit des Photoschalters.

Als Losungsmittel wurde deuteriertes Methanol gewahlt: Zum einen, weil es die Bil-
dung eines #-Hairpins begiinstigt und eine Aggregation unwahrscheinlicher macht. Zum
anderen, weil die Faltungs- und Entfaltungsprozesse zeitaufgelost mittels Infrarotspek-
troskopie beobachtet werden sollten. Hierbei eignet sich Wasser wegen seiner hohen
Absorption im Bereich der struktursensitiven Amid-I’ Bande in Transmission nicht.
Deswegen wurde deuteriertes Methanol verwendet, da dessen Absorption hier besonders
gering war. Methanol ist ebenso wie Wasser in der Lage, Wasserstoffbriickenbindungen
auszubilden. Dies erlaubt auch eine realistische Beobachtung der Dynamik der Wasser-
stoffbriickenbindungen wahrend der Faltungs- und Entfaltungsprozesse.

Mittels NMR-~ und CD-Spektroskopie konnte die Gruppe Moroder zeigen, dass et-
wa die Halfte der Molekiile mit dem Photoschalter AMPP als cis-Isomer (kurz: cis-
AzoTrpZip2) in Methanol bei Zimmertemperatur eine [S-Hairpin Struktur ausbilden.
Das Ensemble an trans-Isomeren des AzoTrpZip2 weist keine S-Hairpin Struktur auf,
sondern zeigt eine Verteilung von zwei verschiedenen Strukturklassen. Das Modellpeptid
trans-AzoTrpZip2 ist also weniger strukturiert.

Ausgehend vom trans-Isomer kann mittels Anregung durch Lichtimpulse bei 404 nm
in das cis-Isomer geschaltet werden. Im Fall des AzoTrpZip2 bedeutet dies ein Auslosen
der Faltung der [-Hairpin Struktur. Geht man hingegen von einer Probe aus, die als
cis-Isomer prapariert wurde, kann mit einem Lichtimpuls derselben Wellenldnge in das
trans-Isomer gewechselt werden, was einem Entfalten entspricht. Mit Abtastimpulsen im
sichtbaren Spektralbereich konnte zunéchst der Photoschalter und dessen Isomerisierung
beobachtet werden. Mit Abtastimpulsen im Spektralbereich der Amid-I” Bande kénnen
die Strukturinderungen im Peptidteil verfolgt werden.

Um die ultraschnellen Faltungsvorgénge der in geringer Ausbeute synthetisierten Mo-
dellpeptide mit der Methode der zeitaufgelosten Anreg-Abtast-Spektroskopie untersu-
chen zu kénnen, wurden spezielle Probenkreisldufe mit geringsten Volumina entwickelt.
Zusétzlich wurde der Anregimpuls jeweils durch einen Glasblock auf eine Dauer von
0,7 ps gestreckt, um nichtlineare optische Prozesse in der Probe zu vermeiden. Um die
geringen Absorptionsédnderungen im infraroten Spektralbereich messen zu kénnen, wur-
de die Empfindlichkeit des Messaufbaus durch Reduktion des elektronischen Rauschens
gesteigert.

Um die Vorgénge in der Ndhe des Photoschalters von denen des -artigen Strangsys-
tems unterscheiden zu konnen, wurde als Referenzpeptid der Photoschalter mit den je-
weils diesem am néchsten gelegenen Aminoséuren des AzoTrpZip2 ausgestattet. Uber ei-
ne NMR-Strukturanalyse konnte gezeigt werden, dass das Referenzpeptid als cis-Isomer
eine Turn-Struktur aufweist. Fiir das trans-Isomer konnte keine Struktur gefunden wer-
den.

Uber den Vergleich der Dauerstrichspektren des Referenzpeptids mit denen des (-
Hairpin Modellpeptids AzoTrpZip2 lassen sich beide Spektren leichter interpretieren.
Zum Beispiel werden im Spektrum des AzoTrpZip2 Banden bei 280 nm gefunden, welche
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im Falle des Referenzpeptids fehlen. Diese konnten so den Tryptophanseitenketten zu-
geordnet werden, welche nur das AzoTrpZip2 besitzt. Im infraroten Spektralbereich der
Amid-I" Bande besitzen beide Peptide ein Absorptionsmaximum bei 1675 cm ™! und eine
Schulter bei 1648 cm™!. Die Absorption des Referenzpeptids ist jedoch integral gesehen
entsprechend geringer als die des AzoTrpZip2, da beim Referenzpeptid weniger Carbo-
nyloszillatoren zur Amid-I” Bande beitragen. Im stationéren Differenzspektrum zwischen
dem jeweiligen cis- und trans-Isomer weisen beide Peptide charakteristische Muster bei
1585 cm ™! und 1600 cm ™! auf, welche durch Banden des AMPP-Photoschalters verur-
sacht werden.

Auch durch den Vergleich der Dynamik des Referenzpeptids mit der des AzoTrpZip2
konnten wertvolle Informationen gewonnen werden. Zum Beispiel ist die Dynamik des
Referenzpeptids im Bereich der Amid-I" Bande bei der Isomerisierung von cis nach
trans nach wenigen 100 ps abgeschlossen, die des AzoTrpZip2 jedoch nicht. Daraus
kann geschlossen werden, dass hier die Aminosduren der Strénge, die dem Referenzpetid
fehlen, eine entscheidende Rolle spielen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Methode der Ubergangsdipolmomentkopplung
implementiert, um aus Strukturen des AzoTrpZip2 dessen Infrarotspektrum auszu-
rechnen. Zunéchst wurden aus den zehn energetisch giinstigsten Strukturen des trans-
Isomers des AzoTrpZip2, welche mittels der NMR-Spektroskopie gewonnen wurden, die
Infrarotspektren auf diese Weise ausgerechnet. Genauso wurde mit den zehn energetisch
giinstigsten NMR-Strukturen des cis-Isomers verfahren. Nach Mittelung der so gewon-
nen Spektren wurde eine gute Ubereinstimmung mit den entsprechenden gemessenen
Spektren erzielt. Dies zeigt, dass mit der Methode der Ubergangsdipolmomentkopplung
in ausreichender Genauigkeit Infrarotspektren ermittelt werden konnen, wenn man iiber
die Spektren mehrerer Strukturen mittelt.

e Entfalten der S-Hairpin Struktur des AzoTrpZip2 Der Isomerisierung von
cis nach trans entspricht ein Offnen der S-Hairpin Struktur des AzoTrpZip2. Im
Spektralbereich der Amid-I” Bande wurden hier im Zeitfenster bis 3,1 ns nach
Photoanregung drei Zeitkonstanten von 4,1 ps, 26 ps und 630 ps gefunden. Im
sichtbaren Spektralbereich werden Zeitkonstanten von 6,7 ps und 200 ps gemessen.
Erstere Zeitkonstante kann hier auf einen Ubergang in den Grundzustand und ein
Kiihlen des Photoschalters nach Lichtanregung zuriickgefiihrt werden. Die letztere
Zeitkonstante stammt von der Riickwirkung des Peptids auf den Photoschalter,
der somit seine finale Geometrie erst mit dieser Zeitkonstante einnehmen kann.

In der Gruppe von Professor Tavan hat Robert Denschlag parallel zu dieser Arbeit
Nicht-Gleichgewichts Molekulardynamiksimulationen durchgefiihrt, um den Ent-
faltungsprozess der S-Hairpin Struktur des AzoTrpZip2 zu simulieren. Aus sechs
solcher Isomerisierungstrajektorien wurden Infrarotspektren zu einer bestimmten
Verzogerungszeit berechnet. Dies geschah durch Mittelung der berechneten Spek-
tren der jeweiligen Strukturen zu dieser Verzogerungszeit aus den sechs Trajek-
torien. Ab einer Verzogerungszeit von 10 ps stimmen diese gemittelten Spektren
gut mit den experimentell gemessenen iiberein. Daraus konnte gefolgert werden,
dass diese sechs Trajektorien bereits ein Ensemble darstellen, das die Vorgénge bei
der Entfaltung hinreichend genau beschreibt. Somit kénnen aus den Trajektorien
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7 Zusammenfassung

Informationen iiber Faltungsmechanismen gewonnen werden. Als einfachste Struk-
turinformation wurden beispielhaft drei Abstdnde auf dem Strang iiber die sechs
Trajektorien gemittelt gegen die Zeit aufgetragen: Eine Abstandsmessung fand di-
rekt am Schalter statt, eine in der Mitte der Strénge und eine an den Enden (C-
und N-Terminus).

Insgesamt ergibt sich fiir die Entfaltung der -Hairpin Struktur folgendes Bild:
Nach Photoanregung wird mit einer Zeitkonstante von 4,1 ps ein desolvatisierter
Zustand erreicht, der gekennzeichnet ist durch den Bruch von intramolekularen
Wasserstoffbriicken und einer noch nicht auf das umgelagerte Peptid angepasste
erste Losungsmittelschale. Die Wasserstoftbriicken zum Losungsmittel sind also
ebenfalls verzerrt. Mit einer Zeitkonstante von 26 ps wird ein weiteres Intermediat
gebildet. Das reifiverschlussartige Aufreiien der §-Hairpin Struktur stoppt etwa in
der Mitte der Stréange, welche als Scharnier fungieren. Erst mit einer Zeitkonstante
von 630 ps lagern sich die Enden der Strange um, um einen Zustand zu erreichen,
der dem trans-Ensemble schon recht dhnlich ist. Nach 3,1 ns ist der Prozess der
Entfaltung weitgehend abgeschlossen, jedoch wird das finale trans-Ensemble erst
auf einer spéteren Zeitskala erreicht.

e Falten der [f-Hairpin Struktur des AzoTrpZip2 Auch der umgekehrte Pro-
zess der Ausbildung der g-Hairpin Struktur wurde im Rahmen dieser Arbeit unter-
sucht. Mit einer Zeitkonstante von 4,8 ps wird ein desolvatisierter Zustand erreicht,
der in ein Faltungsintermediat auf einer Zeitskala von 64 ps iibergeht. Die Faltung
erfolgt daraus auf einer Zeitskala von 30 us. Sie ist somit viel langsamer als aus
der Literatur fiir das vergleichbare g-Hairpin Modellpeptid trpzip2 bekannt. Ein
Grund dafiir liegt darin, dass die bisher durchgefithrten Messungen auf Tempe-
ratursprungmethoden beruhen. Diese 16sen die Faltung iiber einen Temperatur-
sprung aus, der jedoch die S-Hairpin Struktur nicht ausreichend stort, worauf eine
schnelle Zeitkonstante zuriick ins Gleichgewicht gemessen wird. Daraus wird mit-
tels eines Zwei-Zustandsmodells deswegen auch eine schnelle Faltungszeit {iber die
Gleichgewichtskonstante zwischen gefaltetem und ungefaltetem Zustand ermittelt.
Die hier gemessene Zeitkonstante kann somit als realistische Bildungszeit fiir eine
(-Hairpin Struktur betrachtet werden. Da die Ausbildung der Schleife durch die
[somerisierung des Photoschalters in sein cis-Isomer auf der Zeitskala von wenigen
Pikosekunden stattfindet, kann als geschwindigkeitsbestimmender Schritt fiir die
Faltung der S-Hairpin Struktur die korrekte Wasserstoffverbriickung der Stringe
identifiziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein recht detailliertes Bild der Entfaltungs- und Fal-
tungsdynamik des g-Hairpin Modellpeptids AzoTrpZip2 entworfen werden. Neben den
in der Literatur schon diskutierten Modellpeptid fiir die Ausbildung einer a-Helix konn-
te nun ein Modellpeptid fiir eine [-artige Sekundéarstruktur untersucht werden. Damit
sind nun die wesentlichen Sekundérstukturelemente von Proteinen anhand von Modell-
peptiden untersucht und wesentliche Faltungsintermediate und -prozesse identifiziert
worden.
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A Spektren des Modellpeptids AzoTrpZip2 in
schwerem Wasser

Um den Einfluss des Losungsmittels auf die Spektren des AzoTrpZip2 im ultravioletten,
sichtbaren und infraroten Spektralbereich zu untersuchen, sind in Abbildung A.1 dessen
Spektren in schwerem Wasser dargestellt. Sie konnen mit den entsprechenden Spektren
in Methanol-d4 aus Abbildung 4.17(a) und 4.21(a) in Kapitel 4.4.3 verglichen werden.

Absorption spectra of B-hairpin model peptide  Infrared spectra of B-hairpin model peptide
T T T T T T — 71T T 1 717
Trans isomer N0.04 |- Trans isomer -
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(a) Absorptionsspektren im sichtbaren und ultravio- (b) Absorptions- und Differenzspektrum des
letten Spektralbereich des AzoTrpZip2 AzoTrpZip2 im infraroten Spektralbereich

Abbildung A.1: Absorptions- und Differenzspektrum des AzoTrpZip2 in schwerem Wasser. Im linken Teil
der Abbildung erscheint die 77*-Bande des Azobenzolchromophors in schwerem Wasser deutlich verbreitert
gegeniiber seiner Form in Methanol-d4 (gestrichelte Kurve). Die leichte Asymmetrie beziiglich der Nulllinie
oberhalb von 1600 cm™! im unteren Teil der rechten Abbildung A.1(b) liegt mdglicherweise noch an der
Auflésung von Aggregaten durch Isomerisierung des Chromophors AMPP von trans nach cis. Die kleine
Absorptionszunahme um 1450 cm~! bei der Aufnahme der Infrarotdifferenzspektren ist zuriickzufiihren auf

einen Erwadrmungseffekt des Losungsmittels Do O. Dieser wird verursacht durch das zum Belichten verwendete
Licht.

Jedoch erscheint das Absorptionsspektrum des trans-Isomers (durchgezogene Linie im
oberen Teil der Abbildung A.1(b)) im infraroten Spektralbereich bereits dominiert von
der Aggregation der Molekiile in Losung. Die starke Bande bei 1618 cm™! passt gut mit
der in Tabelle 4.3 (Kapitel 4.4.4) angegebenen spektralen Lage fiir aggregierte Stringe
iiberein. Auch die im unteren Teil gezeigten Differenzspektren scheinen gepragt zu sein
von der Auflssung der Aggregate. Die Bande bei 1618 cm™! scheint sich hauptsiichlich
beim Isomerisieren vom trans- in das cis-Isomer des AzoTrpZip2 zu dndern, wie es auch
schon im Losungsmittel Methanol-d4 der Fall war. Die Differenzspektren, wie sie in
Methanol-d4 zu beobachten sind, haben im Vergleich zu denen in schwerem Wasser eine
spektrale Signatur mit nahezu umgekehrtem Vorzeichen. Beim Isomerisieren vom cis- in
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A Spektren des Modellpeptids AzoTrpZip2 in schwerem Wasser

den trans-Isomer, also beim Auflésen der §-Hairpin Struktur nimmt in schwerem Wasser
bei 1650 cm~! die Absorption ab, in Methanol-d4 nimmt sie jedoch zu.

Das Absorptionsmaximum in der Amid-I’ Bande erscheint in schwerem Wasser etwas
rotverschoben bei 1673,6 cm™! im Vergleich zu 1676 cm™! in Methanol-d4. Die empiri-
schen Regeln fiir die Interpretation von Infrarotspektren von Proteinen (Kapitel 4.4.4)
liefern fiir anti-parallele S-Faltblitter eine ausgeprigte Bande bei 1625 cm ™! und eine
weniger intensive Bande bei ca. 1680 cm™! [Sus72, Kub01]. Eine Erklirung fiir das in
schwerem Wasser wie in Methanol-d4 beobachtete Maximum um 1675 cm™! liefern sie
nicht.
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B Programmcode zur Berechnung von
Infrarotspektren

Nachfolgend ist das Programm abgedruckt, welches aus einer Strukturdatei im Format
der Proteindatenbank (engl. protein data base, .pdb-files) ein Infrarotspektrum mittels
des Ubergangsdipolmomentkopplungsmechanismus berechnet. Das Programm wurde in
der Sprache IDL5.4 geschrieben. Der Strichpunkt bezeichnet das Kommentarzeichen.
Das Zeichen “$“ am Ende einer Zeile bedeutet, dass die niichste Zeile noch zu dieser

Zeile hinzugehort.

Nach Aufrufen des Programms muss nur noch in dem Einlesedialog die Zahl, ab der
die Zeilen der Strukturdatei gelesen werden sollen berichtigt werden. Bei den im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Strukturdateien ist hier die Zahl “3 einzusetzen.

function fit_lorentz, par,x=x,y=y

;Lorentzfunktion mit
; par(0) Offset

; par(1) Amplitude

; par(2) Center

; par(3) width

spectrum=par (0) +2*par (1) /!Pi*par(3) / (4*(x-par(2)) "2+par(3) ~2)
return, spectrum+ty
end

function vectorbetrag,vector
maxcts=n_elements (vector)
betrag=0.0

for r=0, maxcts-1 do begin
betrag=betrag+vector(r) "2
endfor

return, sqrt(betrag)

end

function normvector,vector

return, vector(*)/vectorbetrag(vector(x))

end

function scalarproduct,vectorl,vector2

return, vectorl(0)*vector2(0)+vectorl(l)*vector2(1)+vectorl(2)*vector2(2)
end

pro tdc7singlepassfordiss, data

prefilename=’cisl’
directorynamel=’/home/exp/schrader/WINHOME/Projekte/beta-hairpin/’
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B Programmcode zur Berechnung von Infrarotspektren

directoryname2="pdb-files/HairpinNMRvonChristianueberSergio/Hairpin_MeOH/’
directoryname=directorynamel+directoryname?2

TEMPLATE=ASCII_TEMPLATE(directoryname+prefilename+’.pdb’)

data = READ_ASCII(directoryname+prefilename+’.pdb’, TEMPLATE=TEMPLATE)
;data = READ_ASCII(directoryname+prefilename+’.pdb’, DELIMITER=’ ’,$
;DATA_START=2, /VERBOSE)

datal=data.field02
natoms=n_elements(datal(*,0))
print, ’Number of atoms recognized:’
print,natoms
atomtype=sindgen(natoms)
oind=intarr(natoms)
atomtype=data.field03
koordinaten=dblarr (natoms, 3)
koordinaten(*,0)=data.field06
koordinaten(*,1)=data.field07
koordinaten(*,2)=data.field08
asnumber=dblarr (natoms)
asnumber=data.field05
astype=sindgen(natoms)
astype=data.field04
atomnumber=dblarr (natoms)
atomnumber=data.field02

cind=intarr(natoms)
dipolort=0.868
epsilon=40.0

dfc=1.605

td=3.70

amu=1.6605655E-27
mdynincalorie=143.93
calorieinjoule=6.9477E-21
angstrominm=1E-10
cnull=2.99792458e8

covector=dblarr (natoms,3)
cnvector=dblarr (natoms, 3)
bvector=dblarr (natoms,3)
avector=dblarr(natoms,3)
a2vector=dblarr(natoms,3)
transdipolaufpunkt=dblarr(natoms,3)
alpha=20.0/180.0%!PI

anzahl=0

; finde ein 0O Atom

; 1 wird index von 0O-Atom

for i=0, natoms-1 do begin
if STRCMP( atomtype(i), "O", 1, /FOLD_CASE) eq 1 then begin
; finde ein C Atom dazu

cindex=1000
for j=0, natoms-1 do begin
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if (STRCMP( atomtype(j), "C", 1, /FOLD_CASE) eq 1) AND §
(asnumber (i) eq asnumber(j)) then begin

if 1.5 ge vectorbetrag(koordinaten(i,*)-koordinaten(j,*))$
then begin

if cindex eq 1000 then begin

cindex=j

endif else begin

print, "Found strange contacts"

endelse

endif

endif

endfor

; finde ein N -Atom dazu

nindex=1000

for j=0, natoms-1 do begin

if (STRCMP( atomtype(j), "N", 1, /FOLD_CASE) eq 1) then begin
if 1.5 ge vectorbetrag(koordinaten(cindex,*)-koordinaten(j,*))$
then begin

if nindex eq 1000 then begin

nindex=}j

endif else begin

print, "Found strange contacts"

endelse

endif

endif

endfor

; nur fir Amidbindung dipolmoment zuordnen

if (cindex ne 1000) AND (nindex ne 1000) then begin
h1=0.0

h2=0.0

x1=0.0

x2=0.0

oind(anzahl)=i
covector(cindex, *)=koordinaten(i,*)-koordinaten(cindex,*)

transdipolaufpunkt (cindex,*)=koordinaten(cindex,*)+dipolort*$
normvector (covector (cindex,*))

cnvector(cindex, *)=koordinaten(nindex, *)-koordinaten(cindex, *)
bvector(cindex,*)=koordinaten(cindex,*)-transdipolaufpunkt (cindex,*)
gamma=acos (scalarproduct (covector (cindex,*) ,cnvector (cindex,*))/$
vectorbetrag(cnvector(cindex,*))/vectorbetrag(covector(cindex,*)))

hi=dipolort*tan(alpha)

x1=hl*cos(gamma-!PI/2.0)

h2=h1*sin(gamma-!PI/2.0)
x2=h2/tan(!PI-alpha-gamma)

a2vector(cindex, *)=normvector (bvector (cindex, *)+$
normvector (cnvector (cindex, *) ) * (x1+x2))
cind(anzahl)=cindex

anzahl=anzahl+1

print, anzahl-1

print, ’Gamma’, gamma/!PI*180
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B Programmcode zur Berechnung von Infrarotspektren

print, scalarproduct(covector(cindex,*),cnvector(cindex,*))/$
vectorbetrag(cnvector (cindex, *))/vectorbetrag(covector(cindex,*))
print, scalarproduct(bvector(cindex,*),a2vector(cindex,*))/$
vectorbetrag(bvector(cindex,*))/vectorbetrag(a2vector (cindex,*))
print, cindex,cind(i)

endif

endif

endfor

maxj=anzahl

fmatrix=dblarr (maxj,maxj)

nvector=dblarr(3)

for j=0, maxj-1 do begin

for k=j, maxj-1 do begin

if j eq k then begin

fmatrix(j,k)=dfc

endif else begin

;print, j, k

nvector (¥)=transdipolaufpunkt (cind (k) ,*)-transdipolaufpunkt(cind(j),*)
;print, nvector (%)
fmatrix(j,k)=0.1/epsilon*td~2*(scalarproduct(a2vector(cind(j),*),$
a2vector(cind (k) ,*))-3.0*scalarproduct (a2vector (cind(j),*) ,nvector (*))*$
scalarproduct (a2vector (cind(k) ,*) ,nvector(*)))/vectorbetrag(nvector(*)) "3
;print, vectorbetrag(nvector(*))~3

;print, 3.0*scalarproduct(avector(cind(j)-1,*),nvector (*))x*$
;scalarproduct (avector (cind(k)-1,*) ,nvector (*))

;print, 0.1/epsilon*td”2+*scalarproduct(avector(cind(j)-1,%*),$
;avector(cind (k) -1,%*))

fmatrix(k,j)=fmatrix(j,k)

endelse

endfor

endfor

print, fmatrix(x,*)

eigenvalues=dblarr(maxj)

intensities=dblarr (maxj)

stickintensities=dblarr(maxj)

frequencies=dblarr (maxj)

evecs=dblarr (maxj,maxj)

residual=dblarr(maxj,maxj)

eigenvalues = EIGENQL(fmatrix, EIGENVECTORS = evecs, /DOUBLE,$
RESIDUAL = residual)

frequencies (*)=((eigenvalues (*)*mdynincalorie*$

calorieinjoule/angstrominm~2/amu) “0.5/2/!PI)/cnull/100

;Print the eigenvalues and eigenvectors:

PRINT, ’Eigenvalues: ’

PRINT, frequencies(*)

PRINT, ’Eigenvectors: °’

PRINT, evecs

; Berechnung der Intensitéten
vectorsum=dblarr(3)
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normevecs=dblarr (maxj,maxj)

for j=0, maxj-1 do begin

vectorsum(*)=0.0

normevecs (*, j)=normvector (evecs (*,j))

;print, normevecs(*,j)

for i=0, maxj-1 do begin

print, a2vector(cind(i),*)
vectorsum(*)=vectorsum(*)+3.7*a2vector (cind (i) ,*)*normevecs(i,j)
intensities(j)=vectorbetrag(vectorsum(*)) "2

print, vectorsum(*)

endfor

endfor

print, "intensities",intensities(*)
x_dim=601

x=dblarr(x_dim)
y=dblarr(x_dim)
x=dindgen(x_dim)*0.5+1500.0
y=dindgen (x_dim) *O
par=dblarr(4)

; offset auf Null setzen
par(0)=0.0

; Breite auf 10 cm-1 setzen
par(3)=10.0

for j=0, maxj-1 do begin
stickintensities(j)=2*intensities(j)/!Pi/par(3)
par(1)=intensities(j)
par(2)=frequencies(j)
y=fit_lorentz(par,x=x, y=y)
endfor

plot, x,y

filename=prefilename+’lorentz.dat’

openw, lun, directoryname+filename, /Get_Lun
for i=0, x_dim-1 do begin

printf, lun, x(i), y(i), Format=’(2(F))’
endfor

Free_Lun, lun

filename=prefilename+’stick.dat’

openw, lun, directoryname+filename, /Get_Lun

for i=0, maxj-1 do begin

printf, lun, frequencies(i), stickintensities(i), Format=’(2(F))’
endfor

Free_Lun, lun

end
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