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Zeitauflésende Schwingungsspektroskopie an
Bacteriorhodopsin und Halorhodopsin

Die Proteine Bacteriorhodopsin (BR) und Halorhodopsin (HR) finden sich in der
Zellmembran des salzliebenden Archaebakteriums Halobacterium salinarum. BR
ermoglicht unter extremen Bedingungen als lichtgetriebene Protonenpumpe einen
zur Atmungskette alternativen Weg der Herstellung eines Protonengradienten. HR
dient als lichtgetriebene Chloridpumpe der Aufrechterhaltung der Salzkonzentra-
tion im Inneren der Zelle bei wechselnden Bedingungen. Die von beiden Proteinen
bekannten Rontgenstrukturen —im Fall von BR sind dariiber hinaus Strukturen
einiger Photozyklusintermediate bekannt —bilden eine wichtige Grundlage zum
Verstindnis des jeweiligen Funktionsmechanismus. Sie kdnnen aber die Dynamik
der Prozesse wihrend des Photozyklus nicht abbilden. Diese Liicke schliefit die
zeitauflssende Schwingungsspektroskopie, die in der Lage ist, transiente Anderun-
gen in der Struktur der Proteine zu detektieren.

Die Fourier-Transform Infrarot (FTIR)-Spektroskopie an BR mit polarisier-
tem Messlicht liefert mit dem zeitaufgeldsten Lineardichroismus einen zusdtzlichen
Parameter zur Beschreibung der Strukturdnderungen wahrend des Photozyklus.
Lineardichroismus—-Messungen werden einerseits zu einer verbesserten Auftrennung
der Intermediatspektren genutzt, andererseits ermoglichen sie die Bestimmung der
Orientierung von Ubergangsdipolmomenten bzw. zugeordneter Bindungsstruktu-
ren. Darliber hinaus kdnnen in Rontgenstrukturen nicht sichtbare transiente Pro-
tonierungen von Aminosiureseitenketten, die bei einer Protonenpumpe einen ent-
scheidenden Teil des Funktionsmechanismus ausmachen, auf diese Weise verfolgt
werden.

Im Vergleich zu BR ist {iber den Photozyklus der Chloridpumpe Halorhodopsin
deutlich weniger bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wird der Einfluss der Chlo-
ridkonzentration auf die Kinetik mittels zeitauflésender FTIR-Spektroskopie un-
tersucht. Die Verwendung der attenuated total reflection (ATR)-Technik, hier mit
einer neuartigen Diamant—ATR-Zelle, ermdglicht die reproduzierbare Einstellung
von Salzkonzentrationen bei Infrarotmessungen von 0 bis 5mol/l. Der entspre-
chende Einfluss auf die Entstehung und den Zerfall von Intermediaten erlaubt die
Formulierung eines alternativen Photozyklusmodells.

Resonanz-Raman—Messungen an beiden Proteinen liefern ergénzende Infor-
mationen zur Zuordnung der Schwingungsbanden und demonstrieren die Mdglich-
keiten der Apparatur als Mikro—-Raman—Spektrometer bei der Untersuchung von
Proteinkristallen.



Time-resolving vibrational spectroscopy on
Bacteriorhodopsin and Halorhodopsin

The proteins Bacteriorhodopsin (BR) and Halorhodopsin (HR) can be found in
the cell membrane of the halophilic archaebacterium Halobacterium salinarum.
Under extreme circumstances, BR as a light—driven proton pump provides an al-
ternative to the respiratory chain in order to establish a proton gradient. HR as
a light—driven chloride pump is used to maintain the chloride concentration in the
cytoplasm under varying conditions. The previously published ground state x-ray
structures of both proteins —in the case of BR additional structures of photocycle
intermediates are known —form an important basis for the understanding of the
functional mechanism, although they fail to provide a dynamic picture of the pro-
cess. However, this picture is provided by time-resolving vibrational spectroscopy,
which is able to detect transient changes in the structure of the proteins.

Fourier-Transform Infrared (FTIR)-spectroscopy on BR with polarized mea-
suring light presents an additional parameter, the linear dichroism, to track the
structural changes during the photocycle. These measurements are used not only
for improved separation of the photocycle intermediates, but also to calculate ori-
entations of tramsition dipole moments and thereby of structural elements. In
addition, it is possible to resolve transient protonations of amino acid side chains,
an important part of the mechanism of a proton pump and also invisible with the
x-ray technique.

In contrast to BR not much is known about the photocycle of the chloride
pump HR. In this work, the influence of the chloride concentration on the kinetics
is investigated with time-resolving FTIR-spectroscopy. The use of the attenuated
total reflection ATR-technique, here with a new diamond ATR cell, allows repro-
ducible adjustment of the salt concentration in infrared experiments in the range
between 0 to 5mol/L. An alternative photocycle model has been formulated based
on the respective influence on the formation and decay of the intermediates.

Resonance Raman measurements on both proteins give additional information
on the assignment of vibrational modes and demonstrate the potential of the spec-

troscopic setup as a micro-Raman-spectrometer for the investigation of protein
crystals. '
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1 Einleitung

Jede biologische Zelle wird durch eine Zellmembran, die im Wesentlichen aus Lipi-
den und eingelagerten Proteinen besteht, von ihrer Umgebung getrennt. Diese hoch
selektive Barriere bildet ein Kompartment mit deutlich unterschiedlichen Konzen-
trationsverhéltnissen im Vergleich zur Umgebung und ermdglicht auf diese Weise
erst die volle Funktionalitit der Zelle. Dariiber hinaus enthalten eukaryotische Zel-
len intern weitere Membranen, um zusétzliche ,Funktionskammern“ (Organellen)
wie Mitochondrien oder Chloroplasten zu schaffen, die spezielle Aufgaben erfiillen.
Zum Austausch von Ionen und Molekiilen mit der Umgebung werden in die Mem-
bran eingelagerte und diese durchspannende Proteine genutzt: Kanéile ermdglichen
das diffusive oder elektrostatisch getriebene Einstrémen von Ionen oder Molekii-
len in Richtung des entsprechenden Gradienten und werden durch Substrate oder
andere Signale gesteuert. Dagegen sind Proteinpumpen in der Lage, unter Energie-
verbrauch gegen einen Gradienten zu transportieren. Ein wichtiges Beispiel solcher
aktiven Transporte ist die Zwischenspeicherung von Energie in einem Protonengra-
dienten, wie man sie in der Atmungskette und dem Photosyntheseapparat findet.
Redoxgetriebene Protonenpumpen halten hier den Gradienten aufrecht, wihrend
ATP-Synthasen das Einstromen der Protonen in die Zelle zur Produktion von
ATP, dem universellen Energielieferanten in biologischen Zellen, nutzen.

Im Rahmen dieser Arbeit wird der Funktionsmechanismus zweier lichtgetriebe-
ner Modellpumpen untersucht. Bacteriorhodopsin (BR) und Halorhodopsin (HR)
finden sich in der Zellmembran des salzliebenden Archaebakteriums Halobacte-
rium salinarum. BR ermoglicht unter extremen Bedingungen als lichigetriebene
Protonenpumpe einen zur Atmungskette alternativen Weg der Herstellung eines
Protonengradienten. HR dient als lichtgetriebene Chloridpumpe der Aufrechter-
haltung der Salzkonzentration im Inneren der Zelle bei wechselnden Bedingungen.
Die von beiden Proteinen bekannten Rontgenstrukturen—im Fall von BR sind
dariiber hinaus Strukturen einiger Photozyklusintermediate bekannt-—bilden ei-
ne wichtige Grundlage zum Verstandnis des jeweiligen Funktionsmechanismus. Sie
koénnen aber die Dynamik der Prozesse wihrend des Photozyklus nicht abbilden.
Diese Liicke schlieft die zeitauflésende Schwingungsspektroskopie, die in der Lage
ist, transiente Anderungen in der Struktur der Proteine zu detektieren.

Diese Arbeit stellt zeitaufgeldste FTIR-Messungen des Lineardichroismus von
BR vor, die gerade im Hinblick auf die bekannten Rontgenstrukturen zusétzliche
Informationen iiber die Orientierung von Ubergangsdipolmomenten bzw. zugeord-
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neter Bindungsstrukturen liefert. Die zeitaufgelosten FTIR-Messungen an HR er-
lauben in Kombination mit der ATR-Technik eine grofe Variabilitdt der duferen
Bedingungen, speziell der Chloridkonzentration, und entsprechende Schlussfolge-
rungen im Hinblick auf den Mechanismus. Resonanz-Raman-Messungen an bei-
den Proteinen liefern ergéinzende Informationen zur Bandenzuordnung und demon-
strieren die Moglichkeiten der Apparatur als Mikro-Raman-Spektrometer bei der
Vermessung von Proteinkristallen.
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2.1 Bacteriorhodopsin

2.1.1  Allgemeines

Alle Organismen sind direkt oder indirekt von der Photosynthese als Form der
Energiegewinnung abhéingig. Lange Zeit war die Umwandlung von Lichtenergie in
chemische Energie iiber das Chromophor Chlorophyll der einzig bekannte Weg in
der belebten Natur. Die Entdeckung des Proteins Bacteriorhodopsin (BR) Anfang
der siebziger Jahre [1] stellte einen alternativen Photosyntheseapparat vor.

BR findet sich in der Cytoplasmamembran des Archaebakteriums Halobacte-
rium salinarum. Dieser Organismus ist an einen Lebensraum mit extrem hoher
Salzkonzentration und Temperatur angepasst und begegnet dem daraus resultie-
renden Sauerstoffmangel’ mit einer alternativen Energiegewinnung: Statt einer
sauerstoffverbrauchenden Atmungskette zur Erzeugung eines Protonengradienten
iiber der Membran nutzt das Bakterium die lichtgetriebene Protonenpumpe BR
[2]. Eine erhohte Synthese von BR unter Sauerstoffmangelbedingungen und die
Entstehung von Membransegmenten, die nur dieses Protein enthalten (sogenannte
Purpurmembranen [3]) stellen die Produktion von ATP in diesem Fall sicher.

Die Beobachtung, dass BR zweidimensionale Gitter in der Purpurmembran
nach Abb. 2.1 ausbildet [4], ndhrte die Hoffnung auf eine relativ leichte Kristalli-
sation des Membranproteins auch in alle drei Raumrichtungen. Tatsachlich erhielt
man schon in den siebziger Jahren Kristalle [5], die aber eine Strukturbestim-
mung mit Hilfe der Rontgenbeugung noch nicht zulieffen. Lange Zeit beschrénkten
sich deshalb die Strukturinformationen auf Untersuchungen mittels Elektronen-
mikroskopie und Réntgenbeugung an zweidimensionalen Purpurmembranen [6].
Eine neue Methode zur Kristallisation von Membranproteinen, die Verwendung
von kubischen Lipidphasen [7, 8, fiilhrte schlieflich zu Proteinkristallen, die eine
Strukturbestimmung mit hoher Auflésung ermoglichten [9].

Mittlerweile sind mehrere Strukturmodelle des Grundzustands bis zu einer
Auflésung von 1.54 verdffentlicht [9, 10, 11, 12, 13, 14, 15]. Sie unterscheiden
sich im Wesentlichen im Bereich der Verbindungsstiicke zwischen den Helices, den
Loop-Bereichen. Da dies Bereiche sind, die einerseits in vivo nicht unbedingt feste
Strukturen besitzen, und andererseits als Kontakte der Proteine im Kristall unter

1 Die Léslichkeit von Sauerstoff in Wasser nimmt sowohl mit der Salzkonzentration als auch mit
der Temperatur ab.
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Abbildung 2.1 Karte der Elektronendichte eines zweidimensionalen BR-Gitters.
Die mit Réntgenbeugung an Purpurmembranfragmenten ermittelten Daten zei-
gen die Projektion der Elektronendichte auf die Ebene der Membran. Man er-
kennt einerseits die hexagonale Anordnung der Proteintrimere in der Membran,
andererseits den innermolekularen Aufbau: Die sieben senkrecht zur Membran

stehenden Helices A bis F (vgl. Abb. 2.2, S. 5) sind aufgrund ihrer erhdhten
Elektronendichte zu erkennen.

Umsténden verformt sind, ist dies zu erwarten. Desweiteren gelang es mit Hilfe
spektroskopischer Methoden, die Funktionalitét von BR im Kristallverband nach-
zuweisen [16]. Man kann somit davon ausgehen, dass die publizierten Strukturen
eng mit dem funktionellen Protein in seiner natiirlichen Membran iibereinstimmen.

2.1.2  Struktur und Photozyklus

BR ist ein Membranprotein mit einem Molekulargewicht von 26.5kDa und setzt
sich zusammen aus 248 Aminosiuren und dem lichtabsorbierenden Chromophor
Retinal (Abb. 2.2). Es besteht aus sieben transmembranen Helices, die das im
Innern liegende Retinal einschliefen, dessen Struktur und Nomenklatur in Abb. 2.3
dargestellt ist. Das auch in Sehzellen vorkommende Molekiil liegt im Grundzustand
in all-trans-Konformation vor; bei Lichtabsorption findet eine all-trans/13-cis—
Isomerisierung statt. Die ,Entspannung dieser Verdrillung bildet den eigentlichen
Funktionszyklus, wihrend dessen ein Proton durch das Molekiil hindurch auf die
andere Seite der Membran transportiert wird.

Retinal, das ungeféhr in der Mitte der Cytoplasmamembran liegt (Abb. 2.5),
teilt das Protein in eine cytoplasmatische Seite und eine extrazelluliire Seite, die je-
weils fiir die Protonenaufnahme bzw. —abgabe zusténdig sind. Grundlegendes Ele-
ment der Protonenleitung innerhalb des Molekiils sind Aspartate und Glutamate,
die eine Bindung des Protons mit Bindungsenergien im Bereich der Bildung von
Hydroniumionen erméglichen. Somit konkurrieren sie mit den Wassermolekiilen
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Abbildung 2.2 Aminosiurensequenz von BR und die Einteilung in die Helices A

bis G, wie sie schon anhand der Hydrophobizitdt der Aminosdurenreste erfolgen
kann. Das Retinal ist kovalent an Lys 216 gebunden.

Lys 216

Abbildung 2.3 Struktur und Nomenklatur von Retinal. Es ist iiber die Schiffsche
Base an Lys 216 gebunden und fiihrt im BR Photozyklus eine all-irans/13-cis—
Isomerisierung durch.
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Abbildung 2.4 Photozyklus von Bacteriorhodopsin wie er anhand der Farbénde-
rungen des Retinals festgestellt werden kann. Lediglich die Einteilung in die bei-
den M-Zusténde erfolgt aufgrund mechanistischer Uberlegungen und beschreibt
die Anderung der Zuginglichkeit der Schiffschen Base.

um die Anlagerung von Protonen und kénnen durch ein Anheben oder Absenken?
des pK-Wertes der Gruppe geschaltet werden. Letzteres geschieht iiber Verénde-
rungen in der Umgebung der Carboxylate, was Unterschiede im Bereich mehrerer
pK-Wert—Einheiten bewirken kann.

Der Photozyklus des Proteins lésst sich {iber die zeitabhéngigen Farbénderun-
gen des Retinals grob in Intermediate einteilen, die in Abb. 2.4 dargestellt sind. Die
folgende Liste gibt einen Uberblick iiber diese Intermediate und die entsprechenden
Verénderungen, die mit ihnen assoziiert werden?:

BRses— Je20 : Das Retinal befindet sich im lichtadaptierten* Grundzustand,

absorbiert ein Photon und isomerisiert um die Ci3=C14 Dop-
pelbindung [18].

Je20— Ksgo— Lsso: Die im verdrillten Retinal gespeicherte Energie dissipiert und

sorgt fiir erste, relativ geringe Anderungen im sichtbaren Spek-
trums.

% Jedes eingefangene Proton muss auch wieder abgegeben werden. Die Unterschiede im p K-Wert
diirfen deshalb nicht zu gro® sein.

% Die Nomenklatur der Intermediate erfolgt iiber GroRbuchstaben in alphabetischer Reihenfolge,
beginnend mit J, und einem Index, der das Maximum der Absorption des Intermediates im
Sichtbaren (in Nanometern) angibt.

“Das dunkeladaptierte BR, liegt zu ca. 65% im 13-cis Zustand vor und kann durch Licht zu
100 % in den lichtadaptierten Zustand mit all-trans-Retinal iiberfithrt werden [17].
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Lsso— Ma12 : Das Proton der Schiffschen Base verschiebt sich zu Asp 85
[19]. Gleichzeitig wird ein Proton in das extrazellulire Medi-
um abgegeben® [20]. Die aus der Abgabe des Protons stark
verdnderte Elektronenstruktur des Retinals ist an der starken
Blauverschiebung des Absorptionsmaximums erkennbar.

Ma12— My : Die Zugénglichkeit der Schiffschen Base &ndert sich zugun-
sten der cytoplasmatischen Seite, um eine Reprotonierung zu
erméglichen. Dieser Ubergang ist mit sichtbarer Spektrosko-
pie nicht beobachtbar und somit durch den gleichen Buch-
staben gekennzeichnet.

M1>— Ns30 : Die Schiffsche Base wird durch Asp 96 reprotoniert [21, 22,
23].
Ns30— Osga0 : Asp 96 wird aus Richtung des Cytoplasmas reprotoniert und

ein Proton aus dem Inneren der Zelle aufgenommen [24].
Gleichzeitig findet eine Riickkehr des Retinals in den all-
trans—Grundzustand statt [25].

Oga0—> BRseg : Asp 85 gibt sein Proton ab und das Protein kehrt damit in
den Grundzustand zuriick.

Diese Zuordnung von beobachteten Anderungen im sichtbaren Spektrum zu funk-
tionellen Vorgéngen im Protein konnte bereits ohne eine hochauflésende Struktur
vorgenommen werden.

Die in der letzten Zeit zu den Rontgenstrukturen des Grundzustandes hin-
zugekommenen Strukturen einiger Intermediate [26, 27, 28, 15] verfeinern dieses
bekannte Bild und erweitern die Sicht auf den Funktionszyklus von BR. In Abb. 2.5
sind die Sekundéarstrukturelemente von BR eingezeichnet zusammen mit Amino-
sdureseitenketten, die mit grofler Wahrscheinlichkeit am Protonentransport betei-
ligt sind. Der untere und damit fiir die Protonenabgabe zustindige Bereich des
Proteins bildet einen Protonenleitweg angefangen bei der Schiffschen Base, iiber
Asp 85, ein Wassermolekiil zwischen Asp 85 und Asp 212 und endet an der Dyade
Glu194/Glu204, die in unmittelbarer Nahe der Oberfléche des Proteins liegen.
Zwischen Asp 85 und der Dyade liegt Arg82, dem aus theoretischen Uberlegun-
gen heraus eine schaltende Funktion angedacht wird [29]. Dies wird in der spiten
M-Struktur von SASS ef. al. bestdtigt: Arg82 vollfithrt zwischen Grundzustand
und M eine starke Drehung und orientiert sich extrazellulér in Richtung der Dya-
de, die ihrerseits durch eine grofie Bewegung von Glu204 getrennt wird. In [15]
wird diese Verdnderung in der Kette der Wasserstoffbriicken zwischen Dyade und

5Bei einem pH-Wert unterhalb von 6 findet die Protonenfreisetzung erst mit der Riickkehr in
den Grundzustand statt.
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Abbildung 25 Der dreidi-
mensionale Aufbau von BR
im Grundzustand in einer
vereinfachten Darstellung, bei
der nur das Proteinriickgrat,
das Retinal und wichtige Ami-
nosiurenreste dargestellt sind.
Die Glutamate und Aspartate
im unteren, extrazelluldren
Bereich des Proteins bilden
bereits im  Grundzustand
eine Kette von Wasserstoff-
briickenbindungen, die den
Weg des Protons vorzeichnen.
Im cytoplasmatischen Teil des
Proteins sind zur Reproto-
nierung der Schiffschen Base
Strukturdnderungen  ndtig.
Die entstehenden Hohlriu-
me konnen Wassermolekiile
aufnehmen, die danon als
Wasserstoffbriickennetzwerk
das Verschieben eines Protons
erlauben.

mehreren Wassermolekiilen als Signal zur Freisetzung des Protons ins extrazellu-
lire Medium bei Protonierung von Asp85 angesehen. Dabei dient entweder eins
der Glutamate direkt als protonenfreisetzende Gruppe [30], was aber gegen neuere
Infrarot~Messungen spricht [31], oder aber ein Netzwerk aus Wassermolekiilen ver-
mittelt eine indirekte Abgabe an das umgebende Medium [32]. Die Deprotonierung
von Asp 85 im Ubergang vom O-Intermediat in den Grundzustand erfolgt tiber ei-
ne transiente Protonierung von Asp212 [33] und die abschlieRende Protonierung
der freisetzenden Gruppe.

Aufgrund der weniger dichten Verteilung von protonierbaren Seitenketten und
Wassermolekiilen im cytoplasmatischen Bereich des Proteins ist der Weg der Re-
protonierung der Schiffschen Base weniger offensichtlich. Da Asp 96 am Protonen-
transport beteiligt ist [21, 22, 23], stellt sich die Frage nach einem Weg von dort zur
Schiffschen Base sowie nach dem Weg vom Cytoplasma zu Asp 96. Ersterer scheint
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im Grundzustand durch hydrophobe Aminosiureseitenketten blockiert. Nach der
M-Struktur [15] dndert sich dies allerdings in diesem Intermediat: Durch das nach
aufen Biegen von Helix F und das Offnen von Helix G treten Strukturinderungen
auf, die Hohlrdume im Protein schaffen. Diese werden durch in der Réntgentruk-
tur nachweisbare Wassermolekiile besetzt, die ein Wasserstoffbriickennetzwerk von
Asp 96 bis auf 5.8 A an die Schiffsche Base heran schaffen. Der letzte Schritt zum
Retinal muss entweder iiber Fluktuationen eines Wassermolekiils das Proton na-
her heranbringen, oder weitere Strukturinderungen treten auf, die die Hohlrdume
weiter vergrofern.

Im Rahmen der Strukturdnderungen des Proteinriickgrates entstehen oberhalb
von Asp 96 in Richtung des Cytoplasmas ebenfalls Hohlrdume, die allerdings von ei-
ner engen Einschniirung durch hydrophobe Seitenketten voneinander getrennt sind.
In beiden Hohlrdumen werden Wassermolekiile gemessen, obwohl der an Asp 96
grenzende von hydrophoben Seitenketten umgeben ist und somit eine extrem un-
gewohnliche Wasserposition darstellt. Zusammen mit thermischen Fluktuationen
kénnen die Hohlrdume und dementsprechend eindringende Wassermolekiile aber
eine Reprotonierung von Asp 96 erkliren. Ausgangspunkt auf der cytoplasmati-
schen Oberfliche ist wahrscheinlich Asp 38, dessen entscheidende Bedeutung in
diesem Schritt durch spektroskopische Untersuchungen nachgewiesen wurde [34].
Die weiteren Aspartate und Glutamate an der Oberfliche des Proteins bilden of-
fenbar eine negativ geladene Antenne, die gerade bei hohem pH-Wert die lokale
Konzentration von Protonen am Eingang des Reprotonierungsweges erhoht [34].

2.2 Halorhodopsin

2.2.1 Allgemeines

Nachdem es bereits im Jahr 1975 erste Anzeichen dafiir gab, dass Bacteriorhodop-
sin nicht die einzige lichtgetriebene Ionenpumpe in Halobakterien ist [35], wurde
1979 die Existenz einer solchen Pumpe nachgewiesen [36] und schlieRlich als Ha-
lorhodopsin bezeichnet [37, 38]. Allerdings wurde eine Spezifitit auf Natriumionen
vorgeschlagen, was in weiteren Experimenten untermauert wurde. Erst nach einer
erstaunlich umfassenden Charakterisierung des Proteins kam 1982 die Hypothese
einer Chloridpumpe auf [39] und wurde schlieRlich verifiziert. Ausfiihrliche Zusam-
menfassungen zu HR finden sich in [40, 41].

2.2.2  Struktur und Photozyklus

HR ist ein Membranprotein mit einem Molekulargewicht von 26 kDa und wird aus
274 kodierten Aminoséuren gebildet. In der Literatur finden sich Untersuchungen
der Halorhodopsine von Halobacterium salinarum und Natronobacterium pharao-
nis, die eine Sequenzhomologie von ca. 65 % untereinander und ca. 30 % zu BR
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Abbildung 2.6 Aminosiurensequenz von HR und die Einteilung in die Helices A
bis G, wie sie schon anhand der Hydrophobizitst der Aminosiurenreste erfolgen
kann. Das Retinal ist kovalent an Lys 242 gebunden.

aufweisen. Im Folgenden beziehen sich die Angaben auf das im Rahmen dieser
Arbeit verwendete HR aus Halobakterien, fiir das auch die Réntgenstruktur im
Jahr 2000 erschien [42]. Die enge Verwandtschaft zu BR, bestétigt eine Analyse
der Aminosgurensequenz in Abb 2.6, die analog zu BR sieben transmembrane He-
lices vorschlégt. Das Retinal ist an Lys 242 gebunden und kann im Grundzustand
sowohl in all-trans als auch 13-cis Konformation vorliegen. Die Analyse des Photo-
zyklus wird dadurch erschwert, dass im Gegensatz zu BR auch nach Lichtadaption
weniger als 100 % der Proteine in all-trans-Konfiguration vorliegen. Ein paralieler

13-cis—Photozyklus kann demnach in allen kinetischen Studien vorhanden sein,
wird aber im Allgemeinen vernachléssigt.

Ein Modell des all-trans—Photozyklus in Ubereinstimmung mit [40, 41] ist in
Abb. 2.7. dargestellt und beruht im Wesentlichen auf Messungen im Sichtbaren
bei Chloridkonzentrationen im Bereich von 1 mol/l fiir den chloridbeladenen und
Nitratkonzentrationen von 1 mol/l fiir den chloridfreien Photozyklus®. Das pri-
miére Intermediat HRego in beiden Zyklen ist rotverschoben und #hnelt dem K-

® Nitrat wird bei HR aus Halobacterium salinarum nu

r zu einem Bruchteil des Chloridumsatzes
gepumpt und im Allgemeinen vernachlissigt,
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Abbildung 2.7 Photozyklusmodell fiir Halorhodopsin nach {40, 43]. Die beiden
Zyklen fiir den chloridfreien und —beladenen Fall greifen ineinander und zeigen
zwei chloridabhéngige Schritte.

Intermediat im Photozyklus von BR'. Der Zerfall von HRgqo erfolgt im beladenen
Zyklus chloridunabhingig [44] oder mit geringer Abhéngigkeit [45] zum blauver-
schobenen Intermediat HRsz9, das auch anhand von Raman-Spektren [46], die ein
protoniertes 13—cis-Retinal zeigen, dem L-Intermediat in BR entspricht. Der Uber-
gang zum Intermediat HReqo erfolgt chloridabhéngig und lésst dieses Intermediat
spektroskopisch nur bei geringen Chloridkonzentrationen sichtbar werden. Der Zer-
fall dieses O-Intermediates in den Grundzustand HRszg erfolgt ebenfalls chloridab-
hingig und durchlguft in diesem Modell den Grundzustand des chloridfreien Zy-
klus. Dieser letztere Zyklus bildet nach dem Zerfall des K-dhnlichen Intermediates
ebenfalls das Intermediat HRgqo und kehrt iiber dessen Zerfall in seinen Grund-
zustand zuriick. Die Einbindung dieses Grundzustandes in den chloridbeladenen
Photozyklus erfolgte allerdings aus mechanistischen Griinden und ein spektrosko-
pischer Nachweis ist bisher nicht erbracht.

Die beiden gegensitzlich chloridabhéngigen Schritte im chloridbeladenen Zy-
klus legen die Zuordnung der Chloridabgabe zum Ubergang zwischen HRspo und
HRg40, und der Chloridaufnahme zwischen HRses und dem Grundzustand HRszg
nahe. Allerdings muss dieses Photozyklusmodell im Vergleich zum etablierten Mo-
dell der BR-Photoreaktion (Abb. 2.4) als umstritten angesehen werden. Gerade
die spektroskopisch schwer beobachtbaren Intermediate HRgo (bei hoher Chlorid-
konzentration kaum beobachtbar) und HRses (kein spektroskopischer Hinweis auf
Teilnahme am chloridbeladenen Photozyklus [41]) sind recht umstritten und wer-
den in neueren Modellen nicht berticksichtigt [44].

In der Rontgenstruktur von Halorhodopsin aus Halobacterium salinarum [42]
finden sich trotz der grofen funktionellen Unterschiede zu BR (BR pumpt Pro-
tonen von innen nach aufen, HR Chloridionen von aufen nach innen) gerade im

" Die Nomenklatur in [40] ist dementsprechend an BR angelehnt, so dass dieses Intermediat HRk
genannt wird.

11
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membranstandigen Teil gut iibereinstimmende Strukturen. Wie bei BR ergeben
sich sieben transmembrane Helices, die das ungefdhr in der Mitte der Membran
liegende Retinal einschlieffen. Die Position eines Chloridions in der Struktur in un-
mittelbarer Ndhe des Stickstoffs der Schiffschen Base deutet auf einen Mechanismus
hin, der wie bei BR an die Isomerisierung des Retinals gekoppelt ist. Letzteres fin-
det sich dementsprechend in all-trans—Konfiguration. Das Chloridion befindet sich
im Vergleich zur BR-Struktur an der Stelle, die dort ein Sauerstoff von Asp 85,
dem priméren Protonenakzeptor, einnimmt und bildet zusammen mit Asp 238 und
Arg 108 die Gegenladung zur protonierten Schiffschen Base. Solvatisiert wird das
Ion im Wesentlichen durch 15 Wasserstoffe, die einerseits von aliphatischen Sei-
tenketten, andererseits von drei umgebenden Wassermolekiilen stammen.

Ein Weg von der extrazelluldren Seite zu dieser Bindungsstelle wird durch
einen Kanal nahe gelegt, der sich — lediglich durch Arg108 blockiert—von der ex-
trazelluléren Seite bis in die Néhe der Schiffschen Base zieht. Eine gezielte Kon-
formationsédnderung von Argl108 bzw. eine erhShte Flexibilitit ermdglicht somit
eine Besetzung der Chloridbindestelle. Im Gegensatz dazu findet sich auf der cy-
toplasmatischen Seite kein solch offener Kanal und Konformationsinderungen zur
Abgabe des Chloridions nach innen werden vorgeschlagen. Im Speziellen erscheint
das C-terminale Ende von Helix E als méglicher Faktor zur Offnung eines chlorid-
freisetzenden Kanals.

Die Zuordnung der Photozyklusintermediate zu den strukturellen Verinderun-
gen im Protein aufgrund der Roéntgenstruktur sieht folgendermafen aus: Im Uber-
gang zu HRegp dreht sich im Rahmen der Isomerisierung die N—H-Bindung der
Schiffschen Base in die cytoplasmatische Richtung und verindert damit den ener-
getischen Zustand des Chloridions, das von Asp 238 abgestoRen wird. Im nichsten
Schritt beim Ubergang zu HRsy folgt das Chloridion dem Proton der Schiffschen
Base und wird durch Thr203 und das Wasser 506 wasserstoffbriickengebunden.
Der anschlieRende Weg zum Cytoplasma, ist blockiert, so dass im nichsten Schritt
Konformationséinderungen notwendig werden. Da zusitzlich polare Gruppen zur
Solvatisierung fehlen, wird im Rahmen dessen das Eindringen von Wasser vorge-
schl%;:gen. Im Einklang mit neueren spektroskopischen Daten wird dieser Schritt
als Ubergang zwischen zwei HRsyo-Intermediaten angesehen [47]. Die Trennung
des Chloridions von der Schiffschen Base geht mit der Rotverschiebung der Re-
tinalabsorption im Intermediat HRgs und der Abgabe ins Cytoplasma einher. In
den verbliebenen Schritten wird dieser Weg wieder geschlossen, das Retinal reiso-
merisiert (HRses) und die Chloridbindungsstelle wird wieder besetzt (HRs7g)

12



3 Grundlagen der Schwingungsspektroskopie an
biologischen Proben

3.1 Schwingungsspektroskopie

3.1.1 Normalmoden

Ein Molekiil, welches aus N Atomen besteht, hat 3N Freiheitsgrade der Bewegung.
Die Translation bzw. Rotation des Molekiils als ganzem liefert jeweils 3 Freiheits-
grade, so dass insgesamt 3N — 6 Bewegungsmoglichkeiten existieren, bei denen
sich die interatomaren Abstinde verdndern. Der Hamilton—Operator fiir solch ein
System hat folgende Form:

2
H=3 2+ V(e 2n) (3.1)
1

Die potentielle Energie 146t sich entwickeln:

dv 1 d?v
V=" +2; <_—dAxi)0Awi +5 % <—dAx,-dAmj>0 Az Az + - - (3.2)

Setzt man das Minimum der potentiellen Energie gleich Null, so fallen die ersten
beiden Terme weg und man kann in guter N&dherung nur den Term zweiter Ord-
nung in Gleichung (3.1) benutzen. In diesem Fall 188t sich der Hamiltonoperator
diagonalisieren und man erhalt 3N — 6 entkoppelte harmonische Oszillatoren mit
entsprechenden Normalschwingungen.

3.1.2 Kopplung von Molektilschwingungen an elektromagnetische Wellen

Jede der im vorigen Abschnitt eingefiihrten Normalschwingungen oder -moden
kann vom Grundzustand in einen angeregten Zustand mit héherer Energie iiber-
gehen. In der Spektroskopie werden solche Ubergange durch die Wechselwirkung
mit elektromagnetischen Wellen induziert; im Speziellen wird zur Anregung von
Molekiilschwingungen die Infrarotspektroskopie bzw. die Ramanspektroskopie be-
nutzt.

Abb. 3.1 zeigt im Energie~Schema. die prinzipiellen Unterschiede zwischen In-

13
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Abbildung 3.1 Vergleich zwischen Infrarotspektroskopie und Ramanspektroskopie
im Energie-Diagramm. In der Infrarotabsorption wird die Energie des Photons
komplett absorbiert, der Raman-Effekt ist ein Zwei-Photonen—Prozess, bei dem
ein virtuelles Zwischenniveau angeregt wird.

frarotspektroskopie und Ramanspektroskopie: Die Energie des einfallenden Pho-
tons wird in der Infrarotspektroskopie komplett genutzt, um den Ubergang anzure-
gen; beim Raman-Effekt dagegen handelt es sich nominell um einen Streuprozess,
bei dem die Frequenz des gestreuten Photons moduliert wird. Eine anschauliche
Darstellung geht von einem virtuellen Zwischenniveau aus, was instantan zerféllt
und in einen angeregten Zustand zuriickfills.

Die Aufnahme eines Schwingungsspektrums, d.h. eines Uberblicks iiber die an-
regbaren Schwingungen im Molekiil erfolgt bei der Infrarotspektroskopie iiber die
Beleuchtung mit einem Wellenldngenkontinuum und der Analyse der absorbierten
Frequenzen. In der Ramanspektroskopie wird dagegen mit einer Laserwellenlénge
eingestrahlt und die dagegen verschobenen, gestreuten Ramansignale detektiert.
Fin Beispiel dazu zeigt Abb. 3.2. Dargestellt ist ein Siliziumspektrum, das mit einer
Anregungswellenldnge von 458 nm aufgenommen wurde. Im oberen Teil der Ab-
bildung ist das Streuspektrum mit einer Nanometerskala als Abszisse dargestellt.
Man erkennt die sehr starke Rayleighstreuung des Anregungslasers und dagegen
verschobene Frequenzen. Die beiden Linien im Bereich von 460 nm sind Linien des
Laserplasmas, die nicht vollstindig herausgefiltert wurden. Bei 469 nm allerdings
liegt eine bekannte Ramanlinie von Silizium, die der Anregung einer Gitterschwin-
gung zuzuordnen ist. Die Wellenldnge ist rotverschoben und damit energiesirmer
und entspricht dem Schema in Abb. 3.1. Allerdings findet sich auch eine blauver-
schobene Linie bei 447nm. In der unteren Darstellung wurde die gleiche Messung
auf einer Wellenzahlenskala dargestellt, bei der die Frequenz des Laserlichts auf
Null gesetzt wurde. Damit offenbart sich die Ursache der blauverschobenen Linie:
Auf dieser Skala, die proportional zur Energiedifferenz des Schwingungsiibergangs

14
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Abbildung 3.2 Beispiel einer Raman—Messung an Silizium, die im oberen Teil
auf einer Nanometerskala der Detektionswellenléinge dargestellt ist. Im unteren
Teil erfolgte die Umrechnung auf die Energiedifferenz zur Anregungswellenlénge
in Wellenzahlen. Dabei wird die gleiche Ursache von Stokes und Antistokeslinie
sichtbar.
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ist, liegen die beiden Siliziumbanden gleich weit von der Anregung entfernt. Es han-
delt sich um ein sogenanntes Stokes/Antistokespaar: Wenn die Schwingung bereits
in einem angeregten Zustand ist, kann beim Raman-Effekt ein Zuriickspringen
in den Grundzustand beobachtet werden, was eine erhthte Energie des gestreu-
ten Photons zur Folge hat. Das Verhiltnis der Bandenhdhen zwischen Stokes und
Antistokes héngt von den Besetzungszahlen der entsprechenden Zusténde ab und
kann iiber die Boltzmannstatistik zur Temperaturmessung genutzt werden.
Sowohl Infrarot— als auch Ramanspektroskopie untersuchen somit die Schwin-
gungszustinde eines Molekiils®. Allerdings ist die Art der Wechselwirkung zwischen
der Lichtwelle und dem Molekiil unterschiedlich: Voraussetzung fiir eine Infrarot-
aktivitit eines Ubergangs ist die Anderung des permanenten Dipolmoments der
Schwingung. Beim Auftreten des Ramaneffektes dagegen muss die Anderung der
Polarisierbarkeit des Molekiils mit der Normalkoordinate ungleich Null sein. Bei-
spielsweise sind zweiatomige Molekiile mit gleichen Kernen aufgrund des fehlen-
den permanenten Dipolmoments nicht infrarotaktiv, sehr wohl aber ramanaktiv.
Im Hinblick auf Proteine allerdings ist aufgrund der starken Kopplung der Nor-

malmoden in den meisten Fallen sowohl Infrarot— als auch Ramanaktivitdt zu
beobachten.

3.1.3 Schwingungsspektroskopie an Proteinen

Infrarotspektroskopie

Fiir ein Protein mit Hunderten von Atomen ergibt sich bei 3N — 6 Normalschwin-
gungen eine uniiberschaubare Menge an Absorptionsbanden, so daf die Interpreta-
tion eines Absolutspektrums nahezu unmdglich ist. Zur Untersuchung der Funkti-
on ist dies aber auch nicht notwendig: Kann man die Vorgénge im Protein gezielt
starten, so erlauben Differenzspektren die Aufklirung der Strukturunterschiede.
Die induzierten Veréinderungen bestehen entweder aus neu auftretenden Bindun-
gen und damit neuen Normalschwingungen, oder aus Variationen der bestehen-
den Bindungen. Im letzteren Fall sorgen Konformationsinderungen in einem be-
stimmten rdumlichen Bereich fiir eine Verschiebung der Absorptionsbanden. Vor-
her/Nachher - bzw. zeitaufgeldste Messungen des Infrarotspektrums kénnen diese
Vorgénge aufzeichnen und erlauben mit Hilfe von Strukturkenntnissen des Proteins
Aussagen tiber die eigentlichen strukturellen Vorginge im Molekiil. Die technischen
Grundlagen der Infrarotspektroskopie, die im Vergleich zu Messungen im UV/VIS
deutlich aufwendiger ist, werden in Abschnitt 3.2 erlsutert.

Will man die Funktion biologischer Molekiile untersuchen, so muss man dies
zwangsléufig unter mehr oder weniger — je nach GroRe des Funktionsbereichs —
natiirlichen Bedingungen tun. Das bedeutet fiir Proteine in den meisten Fallen

1 . . .
Im Allger.nem?n l.a,ssen sich ebenfalls Rotationszusténde detektieren. Im Hinblick auf biologische
und damit wissrige Proben wird hierauf aber nicht eingegangen.
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Messungen in wassriger Losung. Betrachtet man einerseits den interessanten In-
frarotbereich zwischen 1000 cm ™! und 2000 cm~! und andererseits die sehr kleinen
Signale der Anderungen im Protein, so ist offensichtlich, daR die sehr starke Wasser-
absorption eine Messung unmoglich machen kann. Man muss also die Weglénge des
Strahls durch HoO minimieren, was bei Messungen in Transmission zu sehr diinnen
abgeschlossenen Probenzellen fithrt. Diese erschweren damit aber z.B. die Variation
anderer Parameter wie pH-Wert oder Salzkonzentration wéihrend einer Messung.
Mit Hilfe der sogenannten attenuated total reflection (ATR) —Spektroskopie lassen
sich die oben dargestellten Probleme 16sen, wodurch sich diese Technik zu einer
wertvollen Methode zur Untersuchung von biologischen Proben entwickelt hat. Die
Grundlagen dieser Technik werden in Abschnitt 3.2.4 dargestellt.

Ramanspektroskopie

Da die Ramanbanden immer relativ zur Anregungswellenléinge verschoben sind,
lasst sich durch geeignete Wahl dieser Laserlinie das Schwingungsspektrum in den
sichtbaren Wellenldngenbereich transponieren. Die oben beschriebenen Probleme
mit der Wasserabsorption zeigen sich damit nicht. Zusétzlich ist der apparative
Aufwand somit deutlich geringer und wird in Abschnitt 4.2.1 erl8utert.

Allerdings stellt sich die Frage, welche zusdtzlichen Erkenntnisse ein Raman-
spektrum liefert, wenn im Fall von Proteinen, wie oben erwéhnt, die Schwingungs-
moden so viele Atome umfassen, dass sich Banden sowohl im Infraroten als auch im
Ramanspektrum zeigen. Im Rahmen dieser Arbeit wird deshalb in allen Messun-
gen ein zusétzlicher Effekt ausgenutzt: Liegt das in Abb. 3.1 dargestellte virtuelle
Zwischenniveau genau auf der Hohe eines anregbaren elektronischen Ubergangs,
dann ist die Raman—Streuintensitdt um mehrere Grofenordnungen verstérkt. Die-
ser Resonanz—Raman genannte Effekt ldsst sich im Sichtbaren also mit farbigen
Proteinen ausnutzen und sorgt fiir Ramanspektren, bei denen die Banden des
Chromophors so grof sind, dass sie die Streuungen des normalen Ramaneffektes
vollig {iberdecken. Diese Verringerung der Informationsdichte in den Schwingungs-
spektren erlaubt damit die Zuordnung der Chromophorbanden und trennt diese
von der restlichen Proteinabsorption.

Die obige Verlagerung der Ramandetektion in den sichtbaren Wellenléngenbe-
reich in Kombination mit der Einstrahlung in einen elektronischen Ubergang hat
unter Umsténden einen hohen Fluoreszenzuntergrund zur Folge, der prinzipiell gut
von den schmalen Ramanbanden unterschieden werden kann. Allerdings ist eine
einfache Korrektur der Basislinie nicht immer mdglich: Beispielsweise werden bei
Verwendung eines ¢CD-Chips als Detektor die geringen Sensitivitdtsunterschiede
der einzelnen Pixel bei hohem Untergrund so gro®, dass sie die Ramansignale iiber-
decken konnen. Da aber die Lage des Fluoreszenzspektrums unabhéngig von der
Anregungswellenldnge ist, kann durch deren Variation die Ramandetektion wie-
derum so verschoben werden, dass das Storsignal gering ist. Die als Folge nicht
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3 Grundlagen der Schwingungsspektroskopie an biologischen Proben

Interferometerprinzip

M,
- — O
1 BS

beweglicher Lichtquelle
Spiegel
BS: Strahlteiler
Probe )

r__-l M: Spiegel

A J

Detektor

Abbildung 3.3 Schematischer Aufbau eines FTIR-Spektrometers: Der Infrarot-
strahl wird in das MICHELSON-Interferometer eingekoppelt und moduliert. Der
austretende Strahl gelangt durch die Probe auf den Detektor.

perfekt resonant ausgefithrte Anregung sorgt allerdings in vielen Fillen fiir signi-
fikante Anderungen im Ramanspektrum.

3.2 Fourier-Transform Infrarot-Spektroskopie
3.2.1 Spektrometerprinzip

In konventionellen Infrarotspektrometern wird der zu analysierende Infrarotstrahl
durch ein Gitter in seine Frequenzen aufgespalten und die Intensitit in Abhéngig-
keit der Frequenz durch ein Detektorelement gemessen. In nahezu allen modernen
Spektrometern allerdings kommt mittlerweile die sogenannte Fourier-Transform
Infrarot—Spektroskopie (FTIR) zum Einsatz. Zentrales Element bei diesen Geréten
ist ein MICHELSON-Interferometer, das die Zuordnung von Intensitsit und Wel-
lenlénge ermdglicht und damit das Gitter ersetzt. Fin prinzipieller Aufbau ist in
Abb. 3.3 dargestellt. Die Lichtquelle strahlt in das Interferometer, das einen be-
weglichen Spiegel besitzt und die heraustretenden tiberlagernden Strahlen um den
Weg 4 versetzt. Damit ergibt sich fiir das elektrische Feld einer monochromatischen
Welle
E(z,t) = Eysin(kz — wt)

am Ausgang des Interferometers

1 . .
Eges = §E0 [sin (kz — wt) + sin (kz ~ wt + kd)]

18



3.2 Fourier-Transform Infrarot-Spektroskopie

und nach Anwendung eines Additionstheorems:

Eges = Epsin (km‘ — wt + %§> cos <k—25->

Am Detektor wird eine iiber die Zeit gemittelte Intensitét gemessen, so dass sich
nach Quadrierung, Integration und dem Wegfall einiger konstanter Terme fiir die
gemessene Intensitét in Abhéngigkeit der Wegdifferenz ergibt:

I(8) o EZ cos(kd) = I(v) cos(27vd)

Eine Erweiterung auf ein Wellenldngenkontinuum zeigt schlieflich den Zusammen-
hang zwischen einer Intesititskurve in Abhéngigkeit der Spiegelstellung und der
Intensitdt in Abhéngigkeit der Frequenz:

106) o /0 * I(v) cos(2mvs) dv

I(v) « /Ooo I(0) cos(2mvd) dd

Die Kurven lassen sich durch eine einfache Fouriertransformation ineinander iiber-
fiihren, so dass das Verfahren des Spiegels und die gleichzeitige Aufzeichnung des
Detektorsignals in ein Infrarotspektrum umgerechnet werden kénnen. Abb. 3.4
zeigt diesen Zusammenhang fiir eine Reihe von Spektren, angefangen bei mono-
chromatischem Licht, iiber zwei Wellenléngen, eine Bande endlicher Breite und ein
typisches Wellenldngenkontinuum, wie es von einem Globar emmitiert wird und
einige Gasabsorptionen aufweist.

Die Vorteile dieser Fourier-Transform-Spektrometer gegeniiber konventionel-
len Gitter—Spektrometern sind folgende:

e Eine bei diesen Geréten mogliche runde Apertur hat einen deutlich héheren
Strahlungsdurchlass (Jacquinot—Vorteil).

e Alle Frequenzen treffen gleichzeitig auf den Detektor (Fellgett—Vorteil).

e Ein in den Infrarotstrahlengang eingekoppelter HeNe-Laser kann mit einem
Signal wie in Abb. 3.4 A als Frequenzstandard dienen und macht damit
aufwendige Kalibrierungen iiberfliissig (Connes—Vorteil).

e Vergleichsweise einfache Messmethoden machen hohe Zeitaufldsungen mog-
lich (siche Abschnitt 3.2.3).

3.2.2 Vom Interferogramm zum Spektrum

Die Datenaufnahme des Interferogramms erfolgt iiber einen Analog/Digital-Wand-
ler, der eine endliche Anzahl an Datenpunkten liefert. Genauso ist der Verfahrweg
des Spiegels endlich, so dass die direkte Anwendung einer Fourier-Transformation
auf das Interferogramm I(z;) das ,wahre* Infrarotspektrum verfélscht. Die deshalb
notwendigen Korrekturen werden im Folgenden erlautert:
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Abbildung 3.4 Der Zusammenhang zwischen einem in das Interferometer einge-
koppelten Spektrum und dem Detektorsignal in Abhsngigkeit der Spiegelver-
schiebung (entnommen aus [48]). In A ist das Signal einer monochromatischen
Welle dargestellt, die in Abhiingigkeit des Verfahrweges zwischen konstruktiver
und destruktiver Uberlagerung wechselt. Bei zwei Linien in B ergibt sich eine
Schwebung mit Maxima, an denen beide Wellenldngen konstruktiv iiberlagern.
Bei einer Bande endlicher Breite in C findet sich nur eine einzige Spiegelstel-
lung, an der alle Wellenléngen gleichzeitig konstruktiv iiberlagern, wenn némlich
die Wegléngen der beiden Interferometerarme gleich sind. Man spricht von ei-
ner centerburst—Position. Dies trifft analog auf das Spektrum in D zu,
ein typisches Interferogramm mit centerburst entsteht, das an den Rind
Null hin auslguft. Bei dieser letzten Abbildung ist ein typischer Ausschn:
stellt, wie ihn das Spektrometer aufnimmt: Das Interferogramm ist nu
doppelseitig und wird in einer Richtung deutlich weiter erfasst.

bei dem
ern nach
itt darge-
r teilweise



3.2 Fourier-Transform Infrarot-Spektroskopie

Apodisation

Die Interferogramme enthalten analog zu Abb. 3.4 D nur einen kleinen doppel-
seitigen Teil, d.h. vom centerburst ausgehend, der Position bei keiner Wegléngen-
differenz, wird nicht symmetrisch in beide Richtungen abgetastet. Der doppelsei-
tige Bereich dient der Phasenbestimmung (s.u.). Die endliche Spiegelauslenkung
sorgt mathematisch fiir eine Multiplikation des wahren Interferogramms mit ei-
ner Rechtecksfunktion. Dementsprechend ist das resultierende Spektrum nach der
Fourier—Transformation mit der Fouriertransformierten des Rechtecks gefaltet, was
zu sogenannten Fiien neben den Banden fithrt. Um dies zu verhindern und ein
langsames Auslaufen auf Null zu erreichen, wird eine sog. Apodisationsfunktion
anmultipliziert, die ein Maximum von 1 am centerburst besitzt und an den En-
den auf Null zuriickgeht. Im einfachsten Fall kann eine Dreiecksfunktion gewéhlt
werden, die Firma Bruker benutzt als Standard eine Happ—Genzel-Funktion.

Zero-filling

An das Ende des Interferogramms, d.h. den Bereich mit der gréfiten Spiegelaus-
lenkung werden Nullen angehéingt. Dies hat einerseits eine Erhdhung der Punkt-
dichte im Spektrum zur Folge (die aber keine weiteren Informationen liefert und
lediglich einer Interpolation der Daten entspricht; die Auflésung wird nicht ver-
andert), andererseits wird so bequem eine Punktanzahl erreicht, die einer Potenz
von 2 entspricht. In diesen Fillen lisst sich eine deutlich schnellere Fast—Fourier—
Transformation (FFT) durchfiihren.

Phasenbestimmung

Wie bereits erwahnt konnte das Interferogramm auch beidseitig aufgenommen wer-
den. In diesem Fall sollte es im optimalen Fall komplett symmetrisch sein. Dies
ist allein aufgrund der nicht genau getroffenen centerburst-Position aber nicht
der Fall. Eine entsprechende Korrektur erfolgt bei den einseitigen Interferogram-
men durch den kleinen doppelseitigen Teil: Dieser wird ebenfalls apodisiert und
zero—filled, anschlieRend Fourier—transformiert und ergibt aufgrund der fehlenden
Symmetrie ein komplexes Spektrum?. Aus dem komplexen Datenpunkt fiir jede
Frequenz kann nun eine Phase berechnet werden, um die auch das einseitige In-
terferogramm korrigiert werden kann.

Fourier-Transformation und Phasenkorrektur

Das einseitige Interferogramm wird nun Fourier-transformiert und ergibt ein kom-
plexes Spektrum, das aber mit Hilfe der im vorigen Schritt bestimmten Phasen

2Djie Darstelllung einer nichtsymmetrischen Funktion kann nicht allein durch eine Summe von
Kosinussen erfolgen; die Sinusanteile ergeben den Imaginérteil des Spektrums.
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3 Grundlagen der Schwingungsspektroskopie an biologischen Proben

komplett in den reellen Raum guriickgedreht werden kann. Damit ergibt sich ein
Infrarotspektrum, das bei gewéhlter Auflosung dem wahren Spektrum am néchsten
kommt.

Aufldsung und Aliasing

Die Auflsung in Wellenzahlen wird durch den maximalen Verfahrweg des Spie-
gels gegeben: Nach dem Rayleigh-Kriterium muss zur Trennung zweier Banden,
die d Wellenzahlen auseinander liegen, der Spiegelweg mindestens 1 /d cm betra-
gen, da erst ab dieser Strecke eine erneute konstruktive Uberlagerung der Wellen
beobachtet werden kann (vgl. Abb. 3.4 B).

Der erfasste Wellenzahlenbereich dagegen hingt von der Dichte der aufgenom-
menen Punkte ab: Nach dem Nyquist~Kriterium muss zur Detektion einer har-
monischen Welle mit mindestens der doppelten Frequenz abgetastet werden, so

dass sich fiir die maximal erfassbare Frequenz vpmqe bei einem Abtastabstand des
Spiegels von Az ergibt:

1 1
Vmaz = § X Vobtast = 5 X E

Wird ein Spektrum mit einer zu geringen Maximalfrequenz abgetastet, so werden
die Intensititen der dariiber hinausgehenden Frequenzen v; jeweils v;/2 zugeord-
net, so dass erhebliche Fehler im gemessenen Spektrum auftreten. Die Vorteile

einer reduzierten Maximalfrequenz (wenige aufzunehmende Datenpunkte) kénnen
aber mit optischen Filtern erreicht werden.

3.2.3 Zeitauflésende Messungen

Bei modernen FTIR-Spektrometern, die itber die entsprechenden Erweiterungen
verfligen, gibt es zwei Mdglichkeiten der zeitaufldsenden Messung. Sowohl mit der
rapid-scan—~ als auch mit der step—scan—Technik kdnnen Datensitze aufgenommen
werden, die die Intensitét am Detektor in Abhéngigkeit der Spiegelstellung und der
Zeit aufnehmen und sich in Spektren in Abhéngigkeit der Zeit umrechnen lassen.

Rapid-Scan

In Abb. 3.5 ist im linken Teil die Vorgehensweise bei einer rapid-scan-Messung
dargestellt: Der Spiegel fahrt moglichst schnell zwischen seinen maximalen Auslen-
kungen .hin und her und nimmt beim durchgezogenen Verlauf ein Spektrum auf.
Wenn diese Bewegung mit dem Start des Funktionsablaufs der Probe (hier darge-
stellt durch einen Laserblitz) synchronisiert ist, erhalt man in diesem Beispiel ein
Ix%terferog?amm zu ungeféhr jedem Drittel des Funktionszyklus. Die Zeitauflosung
wird dabei durch die maximale Geschwindigkeit gegeben, mit der der Spiegel einen
Durchlauf vollfiihren kann und betrégt bei modernen Gersten ungefihr 10 ms. Der
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Abbildung 3.5 Vergleich der Techniken von rapid-scan und step—scan: Beim
rapid-scan wird der Spiegel moglichst schnell zwischen seinen maximalen Auslen-
kungen hin und her bewegt, wihrend die Probe ihren Funktionszyklus durchléuft.
Mit der step—scan—Technik erfolgt die Datenaufnahme schrittweise an einzelnen
Spiegelpositionen.

Vorteil dieser Technik ist, dass man unter Umstanden mit einem Laserblitz einen
kompletten zeitaufgelosten Datensatz aufnehmen kann. Wie die Abbildung aber
zeigt, ist die Zeitinformation relativ unscharf: Ein Spektrum wird iiber eine Zeit-
spanne aufgenommen, die in der gleichen Gréfenordnung liegt, wie die Zeitspanne
zwischen den Einzelmessungen, was unter Umstédnden zu Verfélschungen fiihren
kann.

Step-Scan

Im rechten Teil der Abb. 3.5 ist die Technik des step—scans dargestellt: In diesem
Fall wird der Spiegel nicht kontinuierlich bewegt, sondern nach und nach eine Posi-
tion weitergeschoben. An jeder Spiegelstellung erfolgt der Start der Reaktion und
der Detektor zeichnet die zeitliche Entwicklung des Signals auf. Unter Umstédnden
kann dies mehrmals pro Position passieren, um das Signal zu mitteln, bevor der
Spiegel wieder bewegt wird. Nach der Messung werden die Zeitspuren so anein-
andergelegt, dass man fiir jede Zeit ein Interferogramm erhélt, was dann in ein
Spektrum umgerechnet wird.

Die Abbildung macht bereits deutlich, dass der benétigte Zeitaufwand gegen-
iiber der rapid—scan-Technik deutlich héher ist, wenn man davon ausgeht, dass
eine typische Anzahl von Spiegelstellungen im Bereich von 800 liegt. Allerdings
ist die zeitliche Auflésung lediglich durch die Schnelligkeit des Detektors und der
nachfolgenden Elektronik begrenzt, so dass Zeitaufldsungen von bis zu 50 ns er-
reicht werden kénnen. Eine wichtige Voraussetzung bei diesen Messungen ist aller-
dings eine Probe mit einem Funktionszyklus, der immer wieder ohne Anderungen
durchlaufen wird®. Die Probleme einer Degradation der Probe kénnen abgemildert

8 Allerdings gibt es neuere Entwicklungen, bei denen die Probe nach der Aufnahme einer Zeitspur
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Probe

ATR-Kristall

Abbildung 3.6 Beim ATR~Aufbau wird der Infrarotstrahl iiber einen senkrechten
Einfall in einen Kristall eingekoppelt und fiihrt dann an der Grenzfliche zum op-
tisch diinneren Medium Totalreflexionen durch. Die evaneszierende Welle dringt
dabei in die Probe ein und ermdglicht damit die Aufnahme eines Absorptions-
spektrums.

werden, wenn die Anzahl der Einzelmessungen bei Verringerung der Zeitspurmit-
telung an einer Position erhdht wird. Desweiteren ist es aufgrund der benétigten
hohen Stabilitét des Signals nicht mdglich, zyklische Reaktionen, die sehr langsam
in den Grundzustand zuriickkehren, zu untersuchen?.

3.24 ATR-Spektroskopie

Mit Hilfe der sogenannten attenuated total reflection (ATR ) —Spektroskopie lassen
sich die bereits erwihnten Probleme der hohen Wasserabsorption bzw. schlechten
Zugénglichkeit von Transmissionszellen 16sen, wodurch sich diese Technik zu ei-
ner wertvollen Methode zur Untersuchung von biologischen Proben entwickelt hat
[61, 52]. Der prinzipielle Aufbau solch einer ATR~Konfiguration ist in Abbildung
3.6 dargestellt. Der Infrarotstrahl wird in einen moglichst nicht absorbierenden Kri-
stall (ATR~Kristall oder internal reflection element, IRE) eingekoppelt und an ei-
ner Grenzfliche zum optisch diinneren Medium totalreflektiert. Elektrodynamisch
ergibt sich an solch einer Grenzfliche eine ins angrenzende Medium evaneszierende
Welle. Eine direkt auf dem Kristall liegende Probe kann damit erfaft werden und
zeigt Absorptionsbanden im Infrarotspektrum. Die Eindringtiefe des Strahls liegt
in der GroRenordnung einer Wellenléinge, so daf bei diesem Aufbau der Einfluf der
Wasserabsorption unabhingig von der Dicke der aufliegenden Wassermenge kon-
stant und klein ist. Zudem ist die Probenzelle von oben problemlos zugénglich, so

dass Parameter leicht verindert und die Auswirkungen direkt beobachtet werden
kénnen.

Allgemeines

Fallt ein Lichtstrahl auf die Grenzfiiche zweier semiinfiniter Medien mit verschie-
denen Brechungsindizes nach Abbildung 3.7, so gilt das Brechungsgesetz fiir den

gewechselt wird, so dass auch nichtzyklische Prozesse untersucht den ko
“Mit Hilfe einer Art Probenwech lordings oot

50] sler lasst sich dieses Problem allerdings ebenfalls beseitigen
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712
n

Ey, einfan =

\/(Eg einfall) "+ (Ed' einfa.u) i

Abbildung 3.7 Brechung und Reflexion an einer Grenzfliche zwischen zwei Medi-
en mit unterschiedlichem Brechungsindex. Die Feldamplitude Ey des einfallenden
Strahls kann aufgespalten werden in eine Komponente E(‘,[ parallel zur Einfall-
sebene und Ej- senkrecht zur Einfallsebene. Sie verhalten sich an der Grenzflache
unterschiedlich.

Winkel des einfallenden und des gebrochenen Strahls:

ny sin 91 = N9 sin 02 (3.3)
sin 64 N9
sin 6y ny n2l (34)

Fiir die Verhaltnisse der Amplituden des reflektierten zum einfallenden Strahl er-
geben sich die Fresnel-Formeln aus den Maxwell-Gleichungen:

Ej-ret sin (62 — 61)
e 3.5
i EBp; einfal sin (62 + 61) (33
= E(l)l, refl. tan (62 — 61) (3.6)
= Bl . tan (6 + 61) '
0, einfall

jeweils fiir den Anteil des senkrecht bzw. parallel zur Einfallsebene polarisierten
Lichts. Betrachtet man einen Einfall vom optisch dichteren Medium aus, d.h. ng; <
1, so ergibt sich bei 6, = /2 nach Gl (3.4) ein kritischer Winkel:

01 = 0. = arcsinng; (3.7)
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3 Grundlagen der Schwingungsspektroskopie an biologischen Proben

ab dem an der Grenzflache eine Totalreflexion stattfindet. Betrachtet man in die-
sem Bereich 0y formal als imaginér:

coshy = 1/1—sin®6, (3.8)

= 1

, (3.9)
n21

und benutzt das Ergebnis in Gleichung (3.5) und (3.6), so erhdlt man die Ampli-

tudenverh&ltnisse [53]:
cos § — i4/sin? § — n3;

Ty = (3.10)
cos 8 + iy /sin? 6 — n2,

. ny cos§ — iy/sin? @ — nd (311)
| = — .
n, cos +iy/sin? 6 — n,

fiir den Fall der Totalreflexion, mit 6 = 8;. Fiir ein reelles no; macht diese Rechnung
wenig Sinn, da sie nur die Totalreflexion bestétigt: Der Betrag der Amplitudenver-
héltnisse ist in beiden Fillen 1, da jeweils komplex konjugierte Zahlen in Zé&hler
und Nenner stehen.

Wenn aber, wie im Fall der ATR-Spektroskopie, das optisch diinnere Medium

aus einer absorbierenden Probe besteht, so muss man einen imaginiren Brechungs-
index annehmen:

’fL2 = ’I’Lz(l — ’l:l‘a) (3.12)
annehmen. Dann erhélt man in den Fresnel-Formeln (3.10) und (3.11) einen von 1
verschiedenen, wellenléngenabhéngigen Wert der Reflexion und somit den direkten
Zusammenhang mit einem gemessenen Spektrum. Diese rein rechnerische Darstel-
lung zeigt allerdings keinen physikalischen Einblick in die Vorgénge an solch einer
Grenzfliche. Dazu ist es nétig, die elektromagnetischen Felder in dem Bereich zu
betrachten:
Die ein- und ausfallende Welle iiberlagern sich und bilden eine stehende Welle,
deren Knotenlage aber nicht — wie z.B. bei einer metallischen Reflexion — durch
Verschwinden des E-Feldes an der Grenzfliche gegeben ist. Statt dessen ergeben

sich[dort folgende Werte fiir die Amplituden nach dem Koordinatensystem in Abb.
3.8 [53]:

Byp = 2cos® (313)

y - e .
\/8in? 6 — n, cos @

Exn = 21 908

2 (3.14)
\/1 - ngl\/(l +n3,) sin® 6 — n3,
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Abbildung 3.8 Das in den Rechnungen verwendete Koordinatensystem: Die senk-
rechte Feldkomponente (zur Einfallsebene) des einfallenden Strahls entspricht der
y-Komponente, die parallele Komponente setzt sich aus x- und z-Komponente

zusamien.
By = 2sinfcos 6 (3.15)
\/1 - n%l\/(l + n3;) sin? 6 — n
mit den Amplituden des einfallenden Strahls:
BL.  .=gl =1 (3.16)
0, einfall 0,einfall — ’

Der Feldverlauf im optisch diinneren Medium zeigt einen exponentiellen Abfall
mit dem Abstand zur Grenzfliche, so daf sich mit der Kenntnis der Stetigkeits-
bedingungen fiir die tangentialen Komponenten Egz und Eyo, sowie des Sprungs
in der Normalkomponente E,g, qualitativ ein Verlauf der Gesamtamplitude Ej
nach Abbildung 3.9 ergibt. Diese Amplituden zeigen — wie bei stehenden Wellen
{iblich — einen zus#tzlichen sinusformigen Zeitverlauf, der iiber die Frequenz des
einfallenden Strahls gegeben ist. Die evaneszierende Welle baut sich damit peri-
odisch auf und wieder ab, wodurch Energie iiber die Grenzflache hin und herflieft.
Bei einem nicht absorbierenden optisch diinneren Medium ist allerdings das zeitli-
che Mittel des Energieflusses, des Poyntingvektors, gleich Null. Zeigt ein Medium
aber Absorptionen bei einer bestimmten Wellenlénge, so entsteht ein Nettofluss
der Energie iiber die Verbindungsstelle und resultiert in einer Absorptionsbande
im Spektrum.

Die GroRe der Absorption hingt von der Eindringtiefe d, im Exponenten der
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o COS (27rz cosf ¢>

einfall

Abbildung 3.9 Qualitativer Feldverlauf bei Totalreflexion an einer Grenzfliche.
Die stehende Welle im optisch dichteren Medium verlduft sinusférmig mit dem

Abstand z zur Grenzfliche. Im diinneren Medium ergibt sich ein exponentieller
Abfall.

evaneszierenden Welle ab (Abbildung 3.9). Es ergibt sich:

A
dp = , (3.17)
omny4/sin® @ — n%l

wobei A die Wellenldnge im Vakuum darstellt. Beispielsweise folgt fiir:

N1 = NGilizium = 3.42
N2 = Nasser = 1.33
6 = 50° ,
eine Eindringtiefe von:
dp ~ 0.4

Uber die Parameter Einfallswinkel und Verhaltnis der Brechungsindices 148t sich
im Experiment die Eindringtiefe regulieren: Die evaneszierende Welle erreicht viel
Probenmaterial, wenn 6 in die N&he des kritischen Winkels 0. kommt bzw. wenn
no1 gegen 1 geht. Will man allerdings nur Vorgéinge direkt an der Grenzflsiche

beo.bacihten, s0 ist es giinstig, den Einfallswinkel zu vergréfern und stark unter-
schiedliche Brechungsindices zu benutzen.
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Abbildung 3.10 Koordinatensystem des in unserem Fall verwendeten ATR-
Aufbaus. Der s— bzw. p—polarisierte Infrarotstrahl wird in die ATR-Scheibe ein-
gekoppelt und sorgt in der evaneszierenden Welle fiir Feldkomponenten in y-
bzw. x—- und z-Richtung.

Lineardichroismus und Winkelberechnungen

Die Verwendung einer ausgerichteten Probe auf dem ATR—Kristall ermdglicht es,
die Orientierung von Ubergangsdipolmomenten mit p— und s-polarisiertem Licht
zu untersuchen. Abb. 3.10 zeigt die in unserem Fall verwendete ATR-Scheibe, in
die mit Hilfe eines Polarisators entweder p—polarisiertes oder s—polarisiertes Licht
eingekoppelt wird. Mit Hilfe des eingezeichneten Koordinatensystems wird deut-
lich, dass ein Ubergangsdipolmoment, was auf dem ATR-Kristall parallel zur z—
Achse ausgerichtet ist, nur von p—polarisiertem Licht detektiert werden kann. Ein
Ubergangsdipolmoment parallel zur Kristalloberfliche wird dagegen sehr stark von
s—polarisiertem Licht detektiert, zeigt aber auch Absorptionen in p—Richtung, da
dieser Vektor ebenfalls eine Komponente in x—Richtung besitzt. Aus den quantita-
tiven Verhiltnissen kann bei beliebiger Orientierung auf einen Winkel geschlossen
werden. Im folgenden wird nur der Fall der Probenausrichtung in einer Vertei-
lung um die z—-Achse berticksichtigt, die in unserem Fall die Anordnung der Pur-
purmembranfragmente parallel zur Kristalloberfliche beschreibt. Damit ist eine
Winkelbestimmung auf den Winkel mit der z—Achse beschrénkt.

Der bendtigte Messwert ist das Verhéltnis der Bandenabsorption von p- und

5 parallel und senkrecht zur Einfallsebene
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3 Grundlagen der Schwingungsspektroskopie an biologischen Proben

s—polarisiertem Licht. Daraus wird das Dichroitische Verhéltnis

A
ATR _ 2p 3.18
R - (3.18)

berechnet, das nach [54] mit dem Ordnungsparameter S5 des Dipolmoments ver-
kniipft ist: , ,
E: E 35
ATR _ 8 4 —2 Sl 3.19
B =mTe <1 iz s) (3.19)

E;, Ey und E, entsprechen den elektrischen Feldstirken an der Grenzfliche und
sind nach der thick—film—Theorie von HARRICK® [53] gegeben durch die Gleichun-
gen 3.13 bis 3.15. Einsetzen und Umformen nach S ergibt:

_ R(sin? 0 + n3, sin? @ — n3;) — 2sin® 6 + nj
R(sin? 0 + n, sin? 6 — n3;) +sin? § + n%

(3.20)

Der damit bekannte Ordnungsparameter S eines Ubergangsdipolmoments, der ge-

geben ist durch
2q—
g = <3cos 2a 1> (3.21)

wobei « fiir alle Winkel steht, die dieses Ubergangsdipolmoment auf dem Kristall
einnimmt, hat den Vorteil, dass andere Orientierungseinfliisse herausgerechnet wer-
den konnen: Die Verteilungsfunktion von « kann sich beispielsweise aus einer Ver-
teilung des Ubergangsdipolmoments im Protein (weil es mehrmals in unterschiedli-
chen Winkeln vorkommt), der Verteilung der Proteinachse zu einer Membranachse
und der Verteilung dieser Membranachse zur Kristallnormalen zusammensetzen.
Jeder Verteilung C(T") in einem Winkel T lisst sich ein Ordnungsparameter nach

™ 3cos? T — 1
Sy = /0 —933—2—0(1‘)&‘ (3.22)

zuordnen und das gemessene S ergibt sich zu
Smess = S]_ ‘ S2 . S3 e (3-23)

Im.Fall von Bacteriorhodopsin, das auf dem ATR-Kristall eingetrocknet wird,
ergibt sich ein wichtiger Ordnungsparameter Sp,; aus dem sogenannten mosaic

5 Bei flieser'Theorie wird davon ausgegangen, dass der Brechungsindex des optisch diinneren
Medmn}s 1m.Rahmen der Eindringtiefe der evaneszierenden Welle konstant ist. Tm vorigen
Abschnitt bei der Ableitung der grundlegenden Gleichungen wurde stillschweigend davon aus-
gegangen. Je nach Probenpriparation kann aber auch eine thin—film~Theorie sinnvoll sein:

Bei der Belr'mt.zung von Monolayern ist die Annahme eines dritten, aufliegenden Mediums mit
erneut verdndertem Brechungsindex sinnvoll.
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3.2 Fourier-Transform Infrarot-Spektroskopie

spread, der Verteilung der Membrannormalen der einzelnen Fragmente beziiglich
der z—Achse. Rechnet man diesen Parameter aus dem gemessenen heraus, so kann
man in den meisten Fillen” annehmen, dass ein Ubergangsdipolmoment eine schar-
fe Verteilung hat, d.h. C(I") wird in 3.22 durch eine é—Funktion beschrieben und
man kann direkt einen Winkel berechnen:

S = Sgesucht * Sms (3-24)
3cos’T -1
_ g;sucht < Sims (3‘25)
28 1
<=> Tgesucht = arccos 35 + 3 (3.26)
™s

Damit ergibt sich der gewiinschte Winkel zur Membrannormalen, der von Ein-
fliissen des mosaic spread unabhingig ist. Zur Bestimmung der Grofe des mosaic
spread kann auf Literaturwerte unter gleichen Bedingungen zuriickgegriffen wer-
den.

"Dies gilt beispielsweise nicht fiir die Ubergangsdipolmomente der Amid I Banden, die zwei
zusitzliche Verteilungen bendtigen: Die Richtung des Dipolmoments zur Helixachse und die
Kippwinkel der Helices zur Membrannormalen [55, 56].
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4 Messmethoden und Auswertung

4.1 Zeitauflésende FTIR-Spektroskopie

4.1.1 Spektrometerausstattung

Grundlage der zeitauflésenden Infrarotmessungen ist das FTIR-Spektrometer [F'S
66v von Bruker, dessen schematischer Aufbau in Abb. 4.1 dargestellt ist. Mit Hilfe
von K Br-Fenstern ist das Spektrometer in drei Kompartments aufgeteilt, die dafiir
sorgen, dass Probenkammer und restliches Spektrometer unabhéingig voneinander
evakuiert werden konnen (Betriebsdruck ca. 10mbar). Im optimalen Fall lassen
sich somit stérende Absorptionen von Kohlendioxid oder Wasserdampf vollsténdig
ausschliefen’. Zusitzlich tragt der geringe Atmospharendruck in hohem Mafe zur
Signalstabilitét bei: Sowohl Schwankungen in der Intensitét der Lichtquelle durch
Wirmeabfluss als auch Strahlversatz durch Konvektion der Luft werden vermieden
[57].

Als Lichtquelle dient entweder ein Globar? (IR) oder eine Halogenlampe (Uv/
vIS), zwischen denen mit Hilfe eines Spiegels, der die Strahlung zusétzlich paral-
lelisiert, umgeschaltet werden kann. Ein Blendenrad erméglicht einerseits die Re-
gelung der Intensitét bevor das Licht ins MICHELSON-Interferometer eingekoppelt
wird, andererseits lésst sich der Winkel der schréig laufenden Strahlen einschrianken
und somit die spektrale Auflssung sichern. Das heraustretende, modulierte Licht
wird durch die Probenkammer geleitet und trifft schlieflich im Detektorkompart-
ment auf einen MCT-Detektor® (IR) bzw. eine Siliziumphotodiode (Uv/Vis). Die
fiir die zeitaufidsenden Messungen benutzte Kombination von MCT-Detektor und
entsprechendem Vorverstirker besitzt eine Zeitauflésung von 5 ps. Das resultieren-
de Spannungssignal kann entweder ohne Filterkorrektur (DC-gekoppelt) oder {iber
ein RC-Glied mit einer Abklingzeit von 100ms (AC—gekoppelt) weiter verstérkt
werden?. SchlieRlich wird das Signal von einem 16bit Analog/Digital~Wandler
mit einer maximalen Eingangsspannung von 1V digitalisiert. Die Datenaufnah-

1Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefilhrten Messungen wurde der Probenraum nicht
evakuiert, sondern mit trockener Luft gespilt. Genaueres zur Konfiguration des Probenraumes
folgt in Abschnitt 4.1.2.

2 Eine auf ca. 1500° C erhitzte Siliziumcarbidwendel

8 Mercury—Cadmium—Tellurit-Detektor: Ein photoconduktiver Halbleiterdetektor, dessen
Grundmaterial eine schmale Bandliicke besitzt, deren Grofe zusétzlich durch die Zusammen-
setzung beeinflusst werden kann.

4Die elektronische Verstéirkung reicht von Faktor 20 bis Faktor 2.
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Interferometer
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Abbildung 4.1 Der prinzipielle Aufbau des Infrarotspektrometers Bruker IFS
66v. Der 1R-Strahl durchliuft drei Kompartmente, die unabhéngig voneinander
evakuiert werden kénnen: Die Lichtquellen (Globar und Halogenlampe) bilden
zusammen mit dem MICHELSON—Interferometer die erste Kammer, die durch
K Br-Fenster vom Probenraum, der zweiten Kammer, getrennt ist. Das Detek-

torkompartment enthlt eine Si-Diode und einen MCT zur Detektion von Licht
im Sichtbaren bzw. Infraroten.

me erfolgt dabei entweder mit einer festen Abtastrate zwischen 200 kHz und 8 kHz
oder kann extern iiber einen TTL-Puls getriggert werden (siche Abschnitt 4.1.4).

Die von Bruker zum Spektrometer gelieferte Software Opus ermoglicht die kom-
fortable Steuerung des Gerates sowie die Auswertung der aufgenommenen Daten.
Wiéhrend einer step-scan—Messung findet kein Datenaustausch zwischen Spektro-
meter und Steuerungs—PC statt. Die Anzahl der aufnehmbaren Datenpunkte pro
Funktionszyklus ist somit von der Speichergréfie des Analog/Digital-Wandlers ab-
héngig. Die 2 Mbyte des genutzten Spektrometers erméoglichen beispielsweise Expe-
rimente mit der Aufnahme von 1000 Zeitpunkten bei 1000 Interferogrammpunkten.
Um mit dieser GroRenordnung an Spiegelstellungen auszukommen, wurde, wenn
nicht ausdriicklich anders erw#hnt, bei allen Messungen ein Breitbandfilter der
Firma OCLI® verwendet. Dieser beschrinkt das Schwarz—Korper-Spektrum des
Globars auf den Bereich zwischen 950cm™ und 1950 cm™!. Zusammen mit ei-
ner Standardaufisung von 4.5cm™! werden somit nur 844 Interferometerpunkte
bendtigt. Ein weiterer Vorteil ergibt sich aus der Moglichkeit, die Intensitét des

Messlichtes im interessanten Wellenldngenbereich zu erhdhen, ohne dass der De-
tektor in die Sdttigung gerit.

8 Optical Coating Laboratory, Inc.
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Fiberoptik mit
Verbindung zum Laser

Plexiglasdeckel

Pufferlésung

Diamant

IR-Strahl

Abbildung 4.2 Schematische Darstellung der Diamant—ATR~Zelle von SensIR. Der
Infrarotstrahl wird iiber einen ZnSe—Kristall in die Diamantplatte eingekoppelt
und symmetrisch wieder herausgefiihrt. Der Proteinfilm haftet auf der Oberfliche
des Diamanten und ist durch einen Tropfen Pufferlosung vollsténdig hydratisiert.
Der obere Teil mit Thermostatisierung und Plexiglasdeckel ist selbstgebaut und
sorgt fiir stabile Bedingungen; die Fiberoptik leitet den Laserblitz auf die Probe.

4.1.2 ATR-Aufbau

Die Vorteile der ATR-Spektroskopie gerade bei biologischen Proben wurden bereits
in Abschnitt 3.2.4 angesprochen. Bei konventionellen ATR-Aufbauten werden diese
Vorteile allerdings oft mit Nachteilen im Signal/Rausch~Verhéltnis und vor allem
mit einer erhdhten Probenmenge erkauft. Die horizontale ATR-Einheit von Graseby
Specac beispielsweise besitzt einen ATR-Kristall mit einer Oberfliche von 70 X
10mm?2, die moglichst gleichm#Rig mit Protein belegt werden muss. In unseren
Messungen wurde deshalb z.B. bei BR eine Proteinmenge im Bereich von 100 bis
200 ng pro Experiment bendtigt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb eine neue ATR-Konfiguration der Fir-
ma SensIRS auf ihre Eignung fiir zeitaufldsende Messungen an biologischen Proben
untersucht und schlieRlich standardméfig benutzt. Eine schematische Darstellung
des Aufbaus findet sich in Abb. 4.2. Zentrales Element ist eine Diamantschei-
be, die als ATR-Element dient und eine Oberfliche mit einem Durchmesser von

8 SensIR DuraSamplIR mit 9 Reflektionen
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6 mm besitzt. Die Dicke von 0.25 mm sorgt bei einem mittleren Einfallswinkel des
IR-Strahls von 47° fiir nominell 9 effektive Reflektionen an der Grenzflache. Das
Problem, den relativ divergenten Lichtstrahl in die sehr kleine Diamantscheibe
einzukoppeln, wird durch einen 7nSe—Hilfskristall geldst: Er leitet den IR—-Strahl
am Auferen Rand der Scheibe unter einem Winkel, bei dem normalerweise grofe
Verluste durch Reflektion auftreten wiirden, in den Diamanten. Da aber die Bre-
chungsindices von ZnSe und Diamant fast identisch sind, kann der Strahl nahezu
ohne Brechung und Verluste in den Diamanten eindringen.

Nach der Reflektion an der Oberseite des ATR-Kristalls trifft der Strahl auf eine
Diamant/Luft-Grenzfliche (Der ZnSe—Kristall ist dementsprechen in der Mitte
ausgefrast) und eine verlustfreie Totalreflektion leitet den Strahl weiter. Erst am
anderen Ende der Scheibe trifft er wieder das Diamant/Zn Se-Interface und wird
symmetrisch in den Transmissionsstrahlengang des Spektrometers zuriickgefiihrt.

Durch Bohrungen im Metallgeh&use der gelieferten Messzelle konnte eine Ther-
mostatisierung auf der eigentlichen ATR-Scheibe angebracht werden. Ein Thermo-
stat (Julabo) pumpt kontinuierlich Kiihlwasser durch den metallischen Ring, der
iiber Warmekontaktpaste mit dem Metallgehduse des Diamanten verbunden ist.
Zusammen mit der sehr guten Warmeleitfahigkeit von Diamant erreicht man somit
eine ausgezeichnete Temperaturstabilitét.

Ein Plexiglasdeckel mit Dichtring, der auf diesem Metallring verschraubt wer-
den kann, schlieft das Probenvolumen und die Atmosphére dariiber von der Umge-
bung ab. Diese kann somit mit trockener Luft gespiilt werden, ohne dass der Fliis-
sigkeitstropfen der Probe verdampft. Eine Evakuierung des Probenraumes sollte
unter diesen Bedingungen ebenfalls méglich sein, wurde aber mit Riicksicht auf
die vereinfachte Handhabung beim Probenwechsel und aufgrund der ausreichen-
den Signalstabilitdt unterlassen.

Setzt man gleiche effektive Weglingen des IR-Strahles voraus’, so ist die be-
notigte Probenmenge allein von der Oberfliche des ATR-Kristalls abhingig. Im
Vergleich der im Rahmen dieser Arbeit benutzten Aufbauten (Graseby Specac und
SensIR), die ungefahr gleiche Proteinsignale liefern, liegt das Verhsltnis der Ober-
fléchen bei 1 : 14, was genau der Reduktion in benétigter Proteinmenge entspricht.
Die Verwendung der SensIR-Zelle hat somit gerade bei ,wertvollen® Proteinen
grofe Vorteile. Hinzu kommt die deutlich vereinfachte Probenpriparation, die im
folgenden Abschnitt 4.1.3 genauer dargestellt wird und im Wesentlichen auf der ex-
tremen Hérte des Diamanten beruht. ZnSe—Kristalle beispielsweise werden durch
grobes Abwischen der Probe und die damit verbundenen Kratzer sehr schnell un-
brauchbar.

Die Ve.rwendung von Diamant als Material von ATR-Kristallen hat aber nicht
nur Vorteile. Am Schwerwiegendsten sind die Einschrénkungen im Bereich der
nutzbaren Wellenlingen. Abb. 4.3 zeigt das Einkanalspektrum zweier ATR-Auf-

" Zur Definition der effektiven Weglédnge siche Abschnitt 3.2.4
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Abbildung 4.3 Einkanalspektren der Germanium—ATR- und der Diamant-ATR-
Zelle mit identischer Intensitiit der IR—Quelle. Der fiir die Messungen an Pro-
teinen wichtige finger-print-Bereich zwischen 1000 cm™* und 1800 cm™" ist bei
beiden Aufbauten durchlissig. Allerdings sorgt die scharfe Flanke des Diaman-
ten hin zum Bereich um 2000 cm™!, wo Diamant keine Transmission zeigt, fiir
eine unter Umsténden geringere Intensitit im Wellenzahlenbereich oberhalb von
1700 cm ™.

bauten, die einerseits auf einem Ge-Kristall andererseits auf Diamant als Reflekti-
onselement beruhen. Germanium mit seinem breiten Transmissionsbereich bis {iber
4000 cm™—! deckt die wichtigen Frequenzen zwischen 1000 cm™" und 1800 cm™" of-
fensichtlich ab. Im Gegensatz dazu zeigt Diamant aber um 2000 cm~! einen Bereich
sehr starker Absorption® dessen entsprechende Flanke in die wichtigen Frequen-
zen um 1700 cm~! hereinragt, so dass hier die Photonenintensitét unter Umstén-
den geringer ist als bei dem Germaniumaufbau. Dies hat somit einen Abfall des
Signal /Rausch-Verhéltnisses in diesem Bereich zur Folge.

Der Probenraum des Spektrometers ist grof genug, um zusitzlich zu der Dia-
mant—ATR-Zelle einen Polarisator hinter dem Aufbau zu plazieren. Dieser von
Bruker gelieferte Gitterpolarisator aus KRS-5? lisst sich per Softwarekomman-
do einerseits in den Strahl hinein— und herausfahren, andererseits in 1°-Schritten

8 Der verwendete Diamant wird durch cvD (chemical vapour deposition) hergestellt. Bei der Ab-
sorption um 2000 cm™! handelt es sich aber nicht um die Absorption durch Verunreinigungen
wihrend des Herstellungsprozesses, sondern um 92-Phononen—-Anregungen des Diamantgitters
[58]. Man findet die Absorption auch bei natiirlichen Diamanten.

® Bine Mischung aus Thalliumbromid und -iodid
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drehen, um die verschiedenen Polarisationsrichtungen des IR-Strahls auszuwéhlen.

4.1.3 Probenpraparation

Die Vorteile der ATR-Spektroskopie bei biologischen Proben liegen in der inhérent
kleinen effektiven Weglédnge des IR-Lichts durch das Probenvolumen. Zur Detekti-
on des dementsprechend kleinen Proteinsignals muss somit das Verhéltnis zwischen
Protein und Wasser moglichst gro® sein. Dies ist in Losung nur schwer zu erreichen,
so dass bei allen in ATR-Konfiguration gemessenen Membranproteinen die Anrei-
cherung des Proteins an der Oberfliiche durch Eintrocknen genutzt wurde. Im Falle
von BR und HR wurde also ein 5 pl Tropfen Purpurmembranldsung (2 mg/ml) auf
den Diamanten gegeben und anschliefend unter Stickstoffstrom eingetrocknet. Der
entstandene Film bleibt beim anschlieRenden Rehydratisieren auf der Oberfliche
des Kristalls haften, falls die Lésung eine ausreichende Salzkonzentration besitzt.
StandardméRig wurde eine 1M KCl-Losung mit einem 10 mM Phosphatpuffer
bei pH 7.2 benutzt. Im Infrarotspektrum kann man beobachten, wie wihrend die-
ses Vorgangs das Wasser wieder in die Schicht hineinstrémt, der Film anfangt zu
schwellen und nach ca. einer Stunde ein stabiler Zustand erreicht wird [59].

Zeitgleich mit diesem Schwellvorgang lisst sich beobachten, wie Absorptionen
von Wasserdampf und Kohlendioxid aus dem Spektrum verschwinden, wenn der
Probenraum mit trockener Luft gespiilt wird, bis schlieRlich ein stabiler Zustand
erreicht wird. Im Wesentlichen beschrinkt sich die zeitliche Verédnderung der 1R—
Signale auf breitbandige Verénderungen wie baseline—drifts oder Verkippungen, die
auf Schwankungen des Detektorsignals zuriickzufithren sind. Insbesondere Tempe-
raturschwankungen wie sie durch das Nachfiillen der Stickstoffkiihlung unvermeid-
lich sind, verursachen die gréften Stérungen im Spektrum [60, 61].

Nach der Messung liisst sich die Probe einfach vom Kristall abwischen. Da
der Diamant nicht ausbaubar ist, muss zur Entfernung der Protein/Lipid-Reste
unter dem Rand der Kristallhalterung mit Ethanol und Wasser unter leichtem

mechanischem Druck gereinigt werden. Nach dieser Prozedur sind im Spektrum
keine Proteinbanden mehr erkennbar.

Vergleicht man diese Probenpréparation, die in ca. einer Stunde durchgefiihrt
werden kann, mit derjenigen fiir den Graseby Specac Aufbau [59], so erkennt man
den enormen Zeitvorteil: Um ein Zerkratzen des ATR-Kristalls zu verhindern und
eine mehr oder weniger homogene Proteinschicht auf dem Kristall zu erreichen,
wurde der Proteinfilm auf den ausgebauten und speziell priparierten Kristall auf-
gebracht und iiber Nacht zur besseren Adhésion gelagert. Trotz suferster Vorsicht

kann auf Dauer ein Verkratzen und eine Degradation der Kristalloberfliche nicht
verhindert werden.
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4.1.4 Probenanregung und Triggerung

Voraussetzung fiir die zeitauflésenden Messungen an Proteinen ist die Moglichkeit,
den Funktionszyklus des Proteins synchronisiert zu starten. Bei den lichtgetriebe-
nen Ionenpumpen BR und HR ist dies relativ einfach tiber einen kurzen Laserblitz
erreichbar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Nd:YAG Laser GCR 125 von
Spectra Physics zur Erzeugung eines 1064nm Pulses benutzt, welcher dann mit
Hilfe eines KDP-Kristalls!? frequenzverdoppelt wurde. Der resultierende ca. 10ns
lange Puls mit einer Wellenléinge von 532nm etwas unterhalb des Absorptions-
maximums des BR- oder HR-Grundzustandes kann einerseits geniigend Proteine
anregen, verhindert aber andererseits das Zuriickblitzen von Proteinen, die sich
bereits im K-Intermediat (Maximum der Absorption bei 590nm) befinden. Bei
einer Pulslinge von 10ns ist dies ein nicht zu vernachléssigender Prozentsatz.

Hinter dem Frequenzverdoppler und nachdem die Grundfrequenz herausgefil-
tert wurde, wird der Laserpuls in einen Lichtleiter eingekoppelt und damit bequem
auf die Probe gefiihrt (siche Abb. 4.2). Neben dem Vorteil der einfachen Hand-
habung zerstort der Lichtleiter auch die ungewollte Polarisation des Laserpulses
sowie das typische Gaussprofil. Eine gleichmaRige Ausleuchtung der Probe ist so-
mit gewdhrleistet.

Mit Hilfe eines Pyroelements kann die Pulsenergie gemessen und entsprechend
geregelt werden. Fiir die Messungen an BR und HR wurden Pulsenergien von
ca. 1 mJ eingestellt, was einer Intensitét von 1 bis 2mJ /cm? entspricht. Die Schwan-
kungen in der Anregungsenergie und damit die Schwankungen im Umsatz der ange-
regten Proteine liegen unter 10 %, falls der Laser bereits einige Zeit mit konstanter
Frequenz liuft. Zu groke Umsatzschwankungen konnen unter Umsténden erheb-
liche Stérungen im Spektrum verursachen [61]: Falls die entsprechenden Schwan-
kungen im Signal durch Mittelungen bei der gleichen Spiegelposition nicht aus-
geglichen werden, so erhdlt man starkes Rauschen in den Interferogrammen und
damit auch in den Spektren.

Prinzipiell miissen bei den zeitauflosenden Messungen der Anregungspuls und
die Datenaufnahme am Spektrometer miteinander synchronisiert sein. Im einfach-
sten Fall wurde folgendermaRen vorgegangen: Das Spektrometer ist der master—
Trigger und gibt einen TTL-Puls an den Laser, wenn der Funktionszyklus des
Proteins gestartet werden soll. Wahrend das Spektrometer mit der Datenaufnah-
me in dquidistanten Zeitschritten, z.B. alle 5 us, beginnt, wird das TTL-Signal als
Lampentrigger des Lasers benutzt. Die Lampen pumpen den Nd:YAG-Kristall,
sorgen fiir die Besetzungsinversion und nach einer am Laser eingestellten Zeitspan-
ne 6ffnet der Q-switch des Lasers, um den eigentlichen Lichtblitz herauszugeben.
Die Zeitspanne zwischen Lampentrigger und Offnung des Q-switch (typischerweise
140 ps), wihrend der die Datenaufnahme bereits beginnt, wird fiir die Aufnahme

10KDP steht fiir Kaliumdihydrogenphosphat K HoP O. Dieses Material zeigt starke nichtlineare
Effekte, die z.B. zur Frequenzverdopplung genutzt werden konnen.
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der Referenzspektren genutzt (140ps ergeben somit 28 Referenzspektren). Nach
dem Zyklus wird entweder zur Mittelung ein neuer initiiert, oder der Spiegel des
MICHELSON-Interferometers eine Stellung weiter gefahren und dort mit dem néch-
sten Zyklus begonnen.

Der Nachteil dieser Konfiguration liegt darin, dass das Spektrometer als ma-
ster-Trigger nicht in der Lage ist, die Abtastintervalle des Analog/Digital-Wandlers
zu variieren. Eine Rate von 200 kHz kann somit nur alle 5 ps einen Wert aufneh-
men. Da allerdings der Speicher des Spektrometers beschrinkt ist auf ca. 1000
Zeitschritte (Abschnitt 4.1.1), l4sst sich somit bei hoher Zeitauflésung ein Zeitbe-
reich von 5 ps bis 5 ms erfassen. Die Aufnahme von Spektren nach 5ms erfordert
somit eine zweite Messung mit langsamerer Abtastrate (z.B. 100 ps) und anschlie-
Rendem ,,Zusammensetzen“ der beiden Daten.

Prinzipiell ist dies sinnvoll, da die Datenaufnahme mit einer konstanten Ab-
tastrate iiber eine lange Zeitspanne keine zusdtzlichen Informationen liefert: In-
termediate, die mit einer Zeitkonstante zerfallen, die schneller als diejenige ihres
Aufbaus ist, konnen auch mit einer hohen Abtastrate nicht detektiert werden: Die
Anzahl der Proteine zu einem bestimmten Zeitpunkt in diesem Zustand ist zu
gering. Insofern wire eine dynamische Anpassung der Messintervalle wihrend des
Zyklus optimal, um mit einer Messung den gesamten Ablauf zu erfassen. Dies
wurde folgendermafen realisiert: Wie oben erwdihnt kann das Spektrometer bei
interner Triggerung nur dquidistant abtasten. Mit Hilfe ezterner Triggerung (so-
genannter sampling-Trigger) lassen sich beliebige Abtastintervalle bis zu einem
Minimum von 7yus realisieren. Als master-Trigger wurde bei diesen Messungen
ein programmierbarer Frequenzgenerator (Wavetek model 39) genutzt. Dieser ist
in der Lage, eine programmierte Wellenform mit einer Frequenz von ca. 285 kHz
auszugeben, die TTL-Pulse mit anfangs dquidistanten, spdter immer grofer wer-
denden Abstinden (quasi-logarithmisch) auszugeben. Abb. 4.4 gibt einen Uber-
blick der benutzten Methoden und die dementsprechend erfassten Zeitbereiche.
Man erkennt in der halblogarithmischen Darstellung, dass die externe Triggerung
bei spéten Zeitbereichen durch eine Gerade dargestellt wird.

Gleichzeitig mit dem Beginn der Wellenform gibt der Frequenzgenerator einen
TTL-Puls als Experiment-Trigger an das Spektrometer und an den Laser. Das
Spektrometer wartet damit auf die sampling-Pulse, der Laser startet die Blitz-
lampen und 18st eigensténdig 140 ps spiter den Q-switch aus. Abhiingig von der
Dauer des Funktionszyklus kann die Anzahl der sampling—Trigger verkiirzt oder

verldngert werden, sowie die Repetitionsrate des Experiment-Triggers angepasst
werden.

4.1.5 AC-gekoppelte Messungen

Wie bereits in Abschnitt 4.1.1 beschrieben,

: erfolgt die Digitalisierung des 1R-De-
tektorsignals mit einem 16 bit Analog/Digit

al-Wandler. Bei step-scan~Messungen
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Abbildung 4.4 Abgedeckte Zeitbereiche bei verschiedenen Messmethoden: Werden
die 1000 Messpunkte mit einer 5 ps-Messung gefiillt, so ist eine zweite Messung
mit 100 ps-Abstéinden notwendig. Die Messung mit der quasi-logarithmischen
Zeitachse iiberdeckt dagegen den gesamten Zeitbereich ohne Verluste in der
Zeitaufldsung zu frithen Zeitpunkten.

stellt sich die Frage, warum eine DC-Kopplung des Signals notwendig ist, wenn am
Schluss doch Differenzspektren berechnet werden, die nur Anderungen in Bezug
zum QGrundzustand darstellen. Die direkte Aufzeichnung von Signaldnderungen
{iber das AC-Signal sollte somit den grofen Vorteil haben, dass diese Anderungen
so weit verstirkt werden kdnnten, dass sie mit 16 bit abgetastet werden. Geht man
davon aus, dass die induzierten Anderungen in der Probe im Bereich von 1% des
Grundsignals liegen, so liefe sich die elektronische Verstarkung um den Faktor 100
vergroRern, was eine erhebliche Verbesserung des Signal/Rausch—Verhéltnisses zur
Folge hitte. Zusétzlich sollte die Detektion von Signalen, die bei bc-Kopplung
unter der 1bit-Schwelle liegen, durch die Ac-Kopplung iiberhaupt erst moglich
werden.

Die Griinde fiir die standardm3ig benutzte DC-Kopplung bel step—scan-Mes-
sungen trotz der offensichtlichen Vorteile der Ac-Kopplung sind folgende:

¢ Ein Differenzspektrum bezieht das gemessene Einkanalspektrum auf das Ein-
kanalspektrum des Grundzustandes, ist also begrifflich eher ein Verhdltnis-
spektrum als ein Differenzspektrum: Die Anderung einer groffen Bande muss
entsprechend gréfer sein als die Anderung einer kleinen Bande, um ein gleich
hohes Signal im Differenzspektrum zu erzeugen. Eine Ac-gekoppelte Mes-
sung liefert aber allein den Unterschied zwischen den Einkanalspektren, der
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somit nicht ausreicht, um ein Differenzspektrum zu berechnen.

e Bei der Umrechnung der aufgenommenen Interferogramme in Einkanalspek-
tren wird zur Berechnung der Phase nach Abschnitt 3.2.2 die Mertz—Methode
benutzt. Eine Grundvoraussetzung zur Anwendung der Methode ist aller-
dings, dass das aufgenommene Interferogramm zu einem Einkanalspektruxg
gehort, d.h. alle Messwerte positiv sind. Dies bestimmt n&mlich das Vorzei-
chen des Phasenwinkels. Da im Falle von Differenzspektren diese Vorausset-
zung nicht erfiillt ist, kann die Mertz—Methode nicht unkorrigiert angewandt
werden.

o Die Ac-Kopplung wird durch das Hinzuschalten eines RC-Gliedes erreicht
und hat somit zur Folge, dass die Bandbreite des Durchlasssignals beschrinkt
wird. Es wirkt wie ein Hochpass, dessen Grenzfrequenz durch die Kombina-
tion von Widerstand R und Kondensator C gegeben ist. Ungliicklicherweise
bestimmen zwei gegenldufige Parameter die richtige Wah! dieser Kombinati-
on: Auf der einen Seite will man eine méglichst niedrige Grenzfrequenz, um
auch langsame Anderungen im Proteinsignal messen zu kénnen. Andererseits
ist man darauf angewiesen, dass beim néchsten Start des Funktionszyklus das
Signal wieder auf Null zuriickgegangen ist, was genau dann sehr lange dauern
kann, wenn der Spiegel eine Position weiter gefahren wurde. In diesem Fall
ist die Modulation sehr viel gréRer als diejenige des Funktionszyklus.

Die Wartezeit nach Verschieben des Spiegels kann man aber auch nicht belie-
big verldngern, da dies unter Umsténden die Messdauer stark verldngert und
Probleme mit der Stabilitst des Messsignals {iber grofe Zeitspannen zur Fol-

ge hat. In den meisten Fillen ist also eine Beeinflussung des Signals gerade
bei langsamen Verénderungen unvermeidbar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nur im Falle von Halorhodopsin auf Ac-gekoppelte
Messungen zuriickgegriffen, da die Proteinsignale bei DC-Kopplung teilweise of-
fenbar unter der 1bit~Grenze lagen. In diesem Fall sind bessere Signal /Rausch—
Verhéltnisse auch durch verstirkte Mittelung kaum erreichbar. Die Ac-Kopplung
wurde durch die Benutzung eines Hochpasses im Vorverstirker des Detektors mit
einer Grenzfrequenz von 1.6 Hz erreicht,.

Um die oben genannten Probleme der AC-Kopplung zu 16sen, wurde vor der
eigentlichen zeitauflssenden step-scan-Messung ein DC-Spektrum des Grundzu-
stands aufgenommen. Dieses Spektrum wird bei der Aus
einerseits ,echte® Differenzspektren berechnen zu konnen,
Phase zu erhalten, mit der man auch die zeitaufgeldsten I
gieren kann. Diese Methode, mit der man die beiden erste
setzt eine ausreichende Stabilitit der Apparatur voraus:
sung festgestellte Phase muss z.B. auf ein Interferogram
Stunden spater gemessen wurde. Desweiteren ist eine K.

wertung benutzt, um
andererseits, um eine
nterferogramme korri-
n Probleme 16sen kann,
Die mit der ersten Mes-
m passen, was teilweise 2
ompatibilitit zwischen der
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4.1 Zeitauflésende FTIR-Spektroskopie

Tabelle 4.1 Hardwarelosungen bei GERWERT et. al. und SIEBERT et. al. nach

(63, 64, 62] zur Erweiterung von Bruker FTIR-Spektrometern.

SIEBERT GERWERT
Dc-Karte A/D~Wandler A/D-Wandler
Aufldsung 13 bit 12 bit
Transientenrekorder 1 PAD-82 PAD-82
Kopplung DC mit offset—Korrektur AC
maximale sampling Rate 200 MHz 200 MHz
Auflsung 8 bit 8 bit
quasilogarithmische Zeitachse moglich nein nein
Transientenrekorder 2 PAD-52 AD-WIN 8
Kopplung DC mit offset—Korrektur | DC mit offset—Korrektur
max. sampling Rate 50 MHz 200 kHz
Auflésung 8 bit 12 bit
quasilogarithmische Zeitachse moglich ja ja

Phasenmessung und der zeitaufgelosten notwendig, die nur erreicht werden kann,
wenn beides step—scan—-Messungen sind. Die ersten Versuche mit einem Grund-
zustandsspektrum aus einer rapid-scan—Mittelung und der entsprechenden Phase
scheiterten.

Alle Testmessungen — einfacherweise dadurch realisiert, dass zwei Phasenmes-
sungen vor und nach einer zeitaufgelosten Messung durchgefiihrt und verglichen
wurden — konnten die Stabilitdt der Apparatur bestitigen und die Vorgehensweise
rechtfertigen. Die gesamte Prozedur einer AC-gekoppelten Messung ist im Anhang
A.1 auf Seite 109 ausfiihrlich dargestellt.

4.1.6 Die Messmethode im Vergleich

In der Literatur finden sich mehrere Alternativen zu den im Rahmen dieser Arbeit
vorgenommenen Anderungen am Standardsetup des Spektrometers. Vergleichbare
Aufbauten findet man bei GERWERT et. al. [62] und SIEBERT et. al. [63, 64], deren
Apparaturen im folgenden kurz dargestellt werden.

Zentrales Problem des Standardsetups des Spektrometers ist einerseits die DC—
Kopplung des Messsignals, andererseits die lineare Zeitbasis mit beschrénktem
Speicher zur Aufnahme von Datenpunkten. Nach Tabelle 4.1 13sen die Aufbau-
ten der obigen Gruppen diese Probleme durch die Benutzung von jeweils zwei zu-
sitzlichen, externen Transientenrekordern und einem zusétzlichen Analog/Digital-
Wandler. Letzterer wird zur Messung des statischen DC-Wertes bei einer Spie-
gelposition benutzt und liefert die Information {iber das Grundzustandsinterfero-
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4 Messmethoden und Auswertung

gramm. Somit konnen beide Transientenrekorder AC—gekoppelt betrieben werden.
Dabei wird entweder eine echte AC-Kopplung iiber ein RC-Glied benutzt, oder
eine offset~Kompensation geschaltet: Nachdem der bewegliche Spiegel des Inter-
ferometers um eine Position weitergefahren wurde, wird der neue DC-Level mit
dem A/D-Wandler gemessen und dieser Wert auf der Signalleitung zum Tran-
sientenrekorder elektronisch abgezogen. Obwohl damit das Grundsignal auf Null
liegt, werden langsame Frequenzen trotzdem durchgelassen; man spricht von einer
quasi-DC-Kopplung.

Die paD-82-Karte wird bei beiden Aufbauten zur Messung mit hoher Zeitauf-
16sung im Bereich bis ca. 20 s genutzt; parallel wird das Signal in den zweiten
Transientenrekorder eingespeist und mit verringerter sampling-Rate zur Aufnah-
me der langsameren Kinetiken benutzt. Sowohl PAD-52 als auch AD-WIN 8 kénnen
zusiitzlich quasilogarithmisch abtasten.

Beide Aufbauten sind somit in der Lage, einen extrem grofien zeitlichen Bereich
mit einer Messung zu erfassen, wobei die offset-korrigierte DC-Kopplung sicher-
stellt, dass einerseits der Signalverlauf nicht verfalscht wird, andererseits das Signal
den dynamischen Bereich des Transientenrekorders auch ausnutzt. Allerdings ist
dies bei den benutzten 8 bzw. 12 bit Karten auch notwendig: Bei nicht korrigierter
pc-Kopplung wiren die Anderungen im Signal sonst kaum detektierbar.

Desweiteren stellt sich die Frage, ob die gleichzeitige Messung von schnel-
len Reaktionen im Nanosekundenbereich und langsameren in Millisekunden iiber-
haupt erstrebenswert ist: Schnelle Kinetiken erfordern sowohl einen photovoltasi-
schen MCT-Detektor mit schlechterem Signal/Rausch-Verhaltnis als auch eine
schnellere, rauschstérkere Verstérkerelektronik. Eine Trennung der Datenaufnah-
me in zwei Messungen ist somit unter Umsténden von Vorteil.

Der im Rahmen dieser Arbeit benutzte und entwickelte Aufbau arbeitet dage-
gen standardméfig mit einem photokonduktivem MCcT-Detektor und entsprechend
langsamerer Elektronik. Der benutzte 16bit Transientenrekorder erlaubt hier in
den meisten Fillen eine DC-Kopplung auch bei kleinen Signalen und deckt mit ei-
nem quasilogarithmischen sampling den gesamten messbaren Zeitbereich ab. Wie
beschrieben kann —bei extrem kleinen Signalen— auf eine AC-Kopplung zuriick-
gegriffen werden, die bei nicht zu spaten Zeiten unverfilschte Ergebnisse liefert.

Im Vergleich zum finanziellen und technischen Aufwand der Losungen von SIE-
BERT und GERWERT zeigt sich also, dass mit lediglich einem Funktionsgenerator
und einem geschickten Messprotokoll zur AC-Kopplung zumindest fiir nicht zu
hohe Zeitauflésungen eine vergleichbare Losung realisierbar ist.



4.1 Zeitaufldsende FTIR-Spektroskopie

4.1.7 Datenanalyse
Step-scan—-Messungen

Die Bearbeitungsmdglichkeiten der zeitaufgeldsten Messungen mit Hilfe der Opus—
Software sind sehr beschrinkt, weshalb die Analyse der Daten im Wesentlichen
auf einem Linuz-PC mit der Mathematiksoftware Matlab der Fa. The Mathworks
durchgefiihrt wird.

Die Daten einer zeitaufgelosten Messung werden von der Spektrometersoftwa-
re in einem bin#ren file von 4 Mbyte Grofie abgelegt. Diese Datei wird auf den
PC iibertragen, und die Messdaten mit Hilfe eines Matlab—Programms aus diesem
file extrahiert und in einer Matrix abgelegt. Die Spalten der Matrix enthalten die
Spektren zu den verschiedenen Zeitpunkten, so dass typischerweise eine 844 x 1000~
Matrix die Rohdaten enthilt. Stehen mehrere identische Messungen zur Mittelung
zur Verfiigung, so werden diese nacheinander eingelesen und direkt-—unter Um-
stdnden gewichtet — coaddiert.

Wie bereits erwahnt handelt es sich bei den aufgenommenen Spektren um Ein-
kanalspektren, so dass die Differenzspektren erst berechnet werden miissen. Die
Triggerung des Laserblitzes erfolgt bei den Messungen so, dass einige Spektren
vor dem Blitz aufgenommen werden und als Referenz dienen. Durch Ausprobie-
ren lisst sich die richtige Anzahl an Referenzspektren am einfachsten bestimmen:
Es wird mit einer minimalen Anzahl angefangen und in den Zeitverldufen (meist
anhand der svD-Analyse; s.u.) entschieden, wieviele Spektren zusétzlich noch vor
dem Blitz aufgenommen wurden. Die Gesamtzahl wird dann zu einem Referenz-
spektrum gemittelt und das Programm berechnet nach

Diff; = logyg Dret (4.1)
Ii
das i—te Spektrum aus dem logarithmischen Verhéltnis des i—ten Einkanalspek-
trums und des gemittelten Referenzspektrums.

Wie bereits in Abschnitt 4.1.4 dargestellt ist bei der Detektion von Reaktions-
kinetiken tiber groRe Zeitbereiche eine logarithmische Darstellung der Zeitachse
sinnvoll. Aus diesem Grund wird bei Messungen mit einem festen Abtastinter-
vall nach der Berechnung der Differenzspektren eine Mittelung auf der Zeitskala
vorgenommen, die im hinteren Zeitbereich Datenpunkte zusammenfasst, um dies
zu erreichen. Dabei werden zum Schluss bis zu 12 Zeitpunkte zusammengefasst.
Genauere Erlsuterungen zur Vorgehensweise finden sich in Anhang A.2.

Das Programm, welches zur Zusammenfassung der dquidistanten Datenpunkte
genutzt wird, ermdglicht ebenfalls die Mittelung der mit quasi-logarithmischer Ab-
tastrate gemessenen Daten. Dabei geht es allerdings nur noch um eine Reduktion
von Datenpunkten, die ja bereits mehr oder weniger logarithmisch verteilt liegen.
In beiden Fillen sorgt die Software fiir eine Zusammenfassung auf ca. 110 Mess-
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punkte auf der Zeitachse!!. Die somit erhaltene Matrix dient als Ausgangspunkt
der weiteren Bearbeitung. . o )

Ein wichtiges Werkzeug in der weitergehenden Analyse ist die Smgularwer't—
zerlegung (SVD'2). Mit deren Hilfe wird die Datenmatrix A (in den Spalten die
Spektren, in den Zeilen die Zeitverldufe) in drei Matrizen folgendermafen aufge-
spalten:

A=U-S.-V (4.2)

Dabei sind U und V orthogonale Matrizen, die ein System von Basisvektoren
fiir den Spektrenraum (U) bzw. den Raum der Zeitverliufe (V) in ihren Spalten
enthalten. Die Matrix S ist diagonal und enthélt die sogenannten Singulirwerte.
Deren Anordnung ist so gewéhlt, dass die Werte mit zunehmendem Index abfallen.

Da die Basisvektoren in U und V normiert sind, ihre ,Lénge* in einem ge-
messenen Spektrum also durch den entsprechenden Singulirwert gegeben ist, ist
der Singuldrwert ein MaR dafiir, wie stark die Basisvektoren zur Rekonstrukti-
on der realen Spektren beitragen. Die wichtigsten sind folgerichtig diejenigen mit
niedrigem Index.

Bei einer idealen Messung wire die Anzahl der notwendigen Basisvektoren
gegeben durch den Rang der Matrix; bei den vorliegenden realen Messungen ver-
lieren sich die Basisvektoren mit hohen Indices in der Beschreibung des Rauschens.
Fir weitergehende Analysen ist es somit von Vorteil, die Anzahl an signifikanten
Komponenten herauszufinden und mit diesen weiter zu arbeiten. Beispielsweise
ist die Anpassung einer Summe von Exponentialfunktionen an die Zeitverliufe
nach der Reduktion auf die Hauptkomponenten sehr viel einfacher (ndheres da-
zu im Anhang A.3), ohne dass ein Informationsverlust eingetreten ist. Genauso
ist die Rekonstruktion der Datenmatrix mit Hilfe nur der signifikanten Kompo-
nenten sinnvoll, um das Rauschen zu unterdriicken und z.B. Zeitverliufe genauer
darstellen zu kénnen.

Die Bestimmung der Anzahl der signifikanten Komponenten geschieht iiber
einen Vergleich der Signale der Komponenten mit dem Rauschlevel sowoh! auf
spektraler als auch auf Transientenebene: Nicht signifikante Komponenten zeigen
spektral ein Rauschen, dessen Hohe im wesentlichen durch den Verlauf des Einka-
nalspektrums gegeben ist. Im Bereich geringer Transmission— in unserem Aufbau
also z.B. im Bereich der Absorption der Wasserbiegeschwingung um 1650 cm™=! —
ist das Rauschen stark erhéht. Dementsprechend erhilt man einen Zeitverlauf der
Komponente, der leicht von einem Proteinsignal unterscheidbar ist: Diese miissen
bei den betrachteten zyklischen Reaktionen wieder auf Null zuriickgehen,
gegen die Rauschsignale mit zunehmender Zeit und damit zunehmendem A

1 Auf der Wellenlingenskala dagegen ist eine Mittelung nicht sinnvoll: Ein Bereich, wo sich der

Wert de{‘ Da:tenspur nur noch wenig mit dem Datenpunkt dndert, ist hier nicht zu finden. Im
Gegenteil, eine héhere Aufldsung als die standardméfig benutzten 4.5 cm™! wire manchmal
wiinschenswert.

2 . oo
singular value decomposition

wohin-
bstand

1
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vom Referenzspektrum stérker werden. Zusétzlich erkennt man in vielen Fillen
Schwingungen im spéten Zeitbereich z.B. mit 50 Hz, die auf eingefangene Storsi-
gnale hindeuten.

In den meisten Féllen 185t sich mit Hilfe dieser Kriterien die Anzahl der signi-
fikanten Komponenten hinreichend genau bestimmen, wobei im Zweifelsfall eher
eine Komponente zu viel benutzt wird. Eine streng mathematische Behandlung
der Signifikanz ist ebenfalls méglich, wurde aber im Rahmen dieser Arbeit nicht
benutzt.

Die letzte Standardprozedur der Datenverarbeitung ist die Analyse der Kine-
tik. Geht man von Reaktionen erster Ordnung aus, die die Ubergéinge zwischen
Intermediaten des Proteins beschreiben, so lisst sich bei beliebigen Hin-, Quer—
und Riickreaktionen jeder Zeitverlauf durch eine Summe von Exponentialfunk-
tionen anpassen. Ohne ein Modell des Zyklus vorauszusetzen, ermdglicht diese
Anpassung den Vergleich unterschiedlicher Messungen und die Beurteilung des
Einflusses #uRerer Parameter. Im Wesentlichen ist die Beschreibung anhand von
Zerfallskonstanten in dieser Arbeit also eher deskriptiv.

Zur rechnerischen Anpassung wird eine Matlab-toolboz namens solvopt ,[65] be-
nutzt. Dem Programm wird eine zu minimierende Funktion sowie die Parameter
und die Startwerte iibergeben, wonach es eigenstéindig nach einer MARQUARD-
shnlichen Prozedur einen nichtlinearen Fit durchfijhrt. In diesem Fall ist die zu
minimierende Funktion die Summe aller quadratischen Abweichungen zwischen
den tibergebenen Zeitspuren (die im allgemeinen den signifikanten Komponenten
aus der sSVD-Analyse entsprechen) und den Zeitspuren, die sich aus der Summe der
Exponentialfunktionen ergeben. Die Parameter, die solvopt variiert, sind die Zer-
fallskonstanten der e-Funktionen; die Ermittlung des ,besten” Amplitudensatzes
fiir die jeweilige Zeitspur ist ein lineares Problem und lasst sich somit analytisch
per Regression l6sen. Naheres zur Fitprozedur findet sich in Anhang A.3.

Die Giite des Fits wird durch die entsprechenden Residuen und deren Verhéltnis
zum Rauschlevel beurteilt und unter Umstinden durch die Hinzunahme weiterer
Exponentialfunktionen verbessert.

AC-gekoppelte Messungen

Bei den nach der Prozedur in Abschnitt 4.1.5 durchgefiihrten AC-gekoppelten Mes-
sungen muss die Umrechnung der Interferogramme in Spektren mit Hilfe einer
Phase aus der vorangegangenen Messung erfolgen. Da die Bruker-Software dazu
nicht in der Lage ist, wurden zwei Matlab—Programme geschrieben, die die Um-
rechnungen analog zur Opus—Software vornehmen!3, aber z.B. Flexibilitdt in der

18 Die erste Programmierung orientierte sich an einer Vertffentlichung zweier Bruker—Mitarbeiter
[48]. Leider ergaben sich teils deutliche Abweichungen von den Opus—Ergebnissen. Eine Nach-
frage ergab schlieRlich, dass Bruker die Routinen zur Interferogramm—Umrechnung gedndert

hatte.

47



4 Messmethoden und Auswertung

Phasenwahl zulassen.

Die beiden zusammengehérigen step-scan-Messungen (eine steady—state-Mes-
sung mit DC-Kopplung zur Bestimmung der Phase und des Einkanalspektrums
des Grundzustandes, und die eigentliche Ac-gekoppelte zeitaufgeléste Messung)
werden auf den PC iibertragen und die Messdaten extrahiert. Im ersten Durchlauf
wird dann die DC-gekoppelte Messung analysiert:

e Da es sich um eine steady-state step-scan-Messung zur Bestimmung der
Referenz handelt, werden alle Daten zu einem Interferogramm zusammenge-
mittelt.

e Dieses einseitige Interferogramm enthélt einen kleinen doppelseitigen Teil,
der zur Bestimmung der Phase benutzt wird!4.

e Dieser doppelseitige Bereich wird apodisiert, zero—filled und fiir die nume-
rische Durchfithrung der FFT so geschoben, dass der centerburst am linken

Rand liegt. Die anschlieRende FFT liefert dann aus dem komplexen Spektrum
die Phasenfunktion.

* Das einseitige Interferogramm wird analog dazu prépariert: Apodisation,
zero-filling und centerburst—shift.

e Nach der anschlieRenden FFT wird die Phase nach derjenigen aus dem dop-
pelseitigen Interferogramm korrigiert und man erhilt einerseits ein Einka-
nalspektrum des Grundzustandes, andererseits die Phasenfunktion, die auch
bei der zeitaufgelosten Messung benutzt werden kann.

Das zweite Programm benétigt als zusétzliche Eingabe die Phasenfunktion und
das Einkanalspektrum des Grundzustandes:

* Da es sich diesmal um eine echte zeitaufgelsste Messung handelt, werden alle
nachfolgenden Operationen auf jedes einzelne Interferogramm angewendet.

Die einseitigen Interferogramme werden apodisiert, zero—filled und auf ihren
centerburst geshiftet.

Die FFT wird gefolgt von einer Korrektur mit der vorher bestimmten Pha-
senfunktion und man erhilt AC-gekoppelte Differenzspektren.

Aus diesen Spektren werden dann mit Hilfe des Einkanalspektrums des Grund-
zustandes ,echte“ Differenzspektren berechnet. Die Information iiber die ur-
spriingliche Hohe einer Bande und ihrer dann relati

: ven Anderung war vorher
nicht vorhanden.

" Die Phase sollte mit einer geringeren Aufldsun

: : g bestimmt werden, da sie sich recht langsam
mit der Spiegelstellung &ndern sollte.

48



4.2 Resonanz-Raman-Spektroskopie

e Analog zur Vorgehensweise bei normalen step—scan-Messungen wird nun die
Anzahl der Spektren verringert, indem eine Zusammenfassung auf einer lo-
garithmischen Skala erfolgt.

Ebenfalls analog zur Standardauswertung kann die Auswertung nun mit SvD und
Exponentialanpassung fortgesetzt werden.

4.2 Resonanz-Raman-Spektroskopie

4.2.1 Spektrometerausstattung

Die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Ramanspektren wurden mit einem Lab-
ram—Spektrometer der Firma Dilor aufgenommen. Dieses auf Notch-Filtern basie-
rende System erlaubt die Verwendung mehrerer Anregungslaser und —~wellenlsngen.
Der prinzipielle Aufbau ist in Abb. 4.5 gezeigt.

Der Laserstrahl gelangt iiber eine Blende in das Gerét und wird iiber die Spie-
gel M; und My, die im Wesentlichen der Strahljustage dienen, nacheinander auf
ein Filterrad und eine Sammellinse gefiihrt. Die per Software steuerbaren Filter
erlauben die Abschwéchung des Lasers, die Sammellinse fokussiert den mittlerwei-
le recht breiten Strahl!® auf das erste konfokale Pinhole. Der von My umgelenkte
Strahl trifft dann auf das zentrale Element, den Notchfilter, der speziell auf die
gerade verwendete Laserwellenlinge abgestimmt sein muss. In diesem Fall wird der
Strahl reflektiert und in das Mikroskop der Fa. Olympus eingekoppelt. Der Spie-
gel My und der Notchfilter sind auf einem gemeinsamen Schlitten so angebracht,
dass der Einfallswinkel des Lasers auf den Filter variiert werden kann, obne dass
der nachfolgende Strahlengang beeinflusst wird. Eine Korrektur des Filterwinkels
wird also durch eine Korrektur von My ausgeglichen und ermoglicht so ein leichtes
Schieben des Bandbereichs des Notchfilters auf der Wellenl&ingenachse.

Im Mikroskop nimmt der Laserstrahl den klassischen Strahlengang und wird
auf die Probe, die sich auf einem zy—Tisch befindet, fokussiert. Dazu stehen Ob-
jektive mit 10~facher (Numerische Apertur A = 0.25), 50-facher (4 = 0.75) und
100-facher (A = 0.9) Vergréferung zur Verfiigung; ein Immersionsobjektiv mit
90-facher Vergroferung (4 = 1.2) ergénzt das Sortiment und erlaubt die direk-
te Messung in einer wéssrigen Losung. Bei an— oder ausgeschaltetem Laserstrahl
lisst sich der Probenbereich iiber eine Videokamera beobachten, die mit Hilfe ei-
nes Strahlteilers im Strahlengang belichtet wird!®. Der so angefahrene, beleuchtete
Bereich der Probe strahlt entsprechend Licht ab, das aus RAYLEIGH-Streulicht,
Fluoreszenz und Ramangestreutem Licht besteht. Dieses riickgestreute Spektrum

15 Je nach verwendetem Laser betrigt der Abstand von der Ausgangsapertur desselben bis zur

Eingangsblende des Spektrometers bis zu 2 m.
18 Riir die Messung des Ramansignals wird dieser Strahlteiler per Hand herausgefahren, so dass

das komplette Licht auf den Detektor fallt.
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Abbildung 4.5 Der prinzipielle Aufbau des Raman-Spektrometers Labram von
Dilor. Das Gerét basiert auf einem Notchfiltersystem, das es erlaubt, den glei-
chen Strahlengang durch das Mikroskop sowohl fiir die Anregung als auch fiir
das Ramansignal zu nutzen (Riickstreuanordnung). Mit einer optischen Dichte

von 6 macht er gleichzeitig die Verwendung von Doppel- oder sogar Tripelmo-
nochromatoren iiberfliissig.

an Licht wird nun iiber den gleichen Strahlengang im Mikroskop gesammelt und
trifft schlieflich ebenfalls auf den Notchfilter. Die frequenzverschobenen Anteile
des Spektrums werden nun— so sie denn weit genug von der Anregungswellenlsn-
ge entfernt liegen — vom Filter durchgelassen und treffen auf den Spiegel Ms.
Um auch fiir den Sammelstrahlengang eine Konfokalitéit zu schaffen, folgt nach
diesem Spiegel ein zweites konfokales Pinhole!”, dessen Gréfe iiber die Software
geregelt werden kann. Falls es also auf maximales Signal und nicht auf optima-
le Ortsinformation ankommt, kann dieses Pinhole gedfinet werden. Es folgt ein
Linsensystem, das den Strahl erst parallelisiert und dann auf den Eingangsspalt

" Die Optik des Mikroskops bildet das erst
Probe auf das zweite konfokale Pinhole
Pinhole zur Probe und von der Probe z

e konfokale Pinhole auf die Probe ab, genauso, wie die
abgebildet wird; die optischen Wegléngen vom ersten
um zweiten Pinhole miissen also gleich sein.
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des Spektrographen abbildet. Zwischen den beiden Linsen ist somit eine optimale
Stelle zur zusétzlichen Einfiihrung von Filtern.

Der Spektrograph enthélt ein Gitter mit 1800 Strichen/mm (bei 300 nm ge-
blazed'®) oder 600 Strichen/mm (im roten Wellenlingenbereich geblazed), die je
nach SignalhShe, gewtinschtem Wellenléingenbereich oder gewiinschter Auflésung
benutzt werden koénnen. Das gewshlte Gitter fichert den Strahl in Abhéngigkeit
der Wellenlénge auf und sein Kippwinkel, der iiber die Software eingestellt wer-
den kann, bestimmt den gemessenen Wellenlsingenbereich. Je nach Winkel trifft
némlich anschlieRend nur ein bestimmter Bereich auf den Detektor, der aus ei-
nem Peltiergekiihlten ccD-Chip besteht. Die Optik ist so angelegt, dass mehrere
Zeilen dieses Chips beleuchtet werden, die zur Mittelung des Signals dann zusam-
mengezogen werden und eine Intensitédt in Abhéngigkeit der Pixellage ausgeben.
Zusammen mit einer Kalibrierung, z.B. mit Hilfe einer Neon-Lampe, lassen sich
daraus Spektren berechnen.

4.2.2 Anregungslaser

Zur Ramananregung der Probe kommen zwei verschiedene Laser zur Anwendung:
Ein luftgekiihlter Argonionenlaser (Melles & Griot Omnichrome), der bei einer
Wellenldnge von 457 nm fiir das Ramanspektrometer genutzt werden kann'®, sowie
ein wassergekiihlter Kryptonionenlaser von Coherent (Modell Innova 90C). Von
dessen Laserwellenléingen, die sich nahezu iiber den gesamten sichtbaren Bereich
erstrecken, kénnen mit der vorliegenden Apparatur 413nm, 568nm und 752nm
genutzt werden. Die Laser liegen hinter dem Spektrometer iibereinander angeord-
net und strahlen auf einen Strahlaufzug, der einerseits die Auswahl des Lasers
vornimmt und andererseits den entsprechenden Strahl in die Eingangsblende des
Spektrometers einkoppelt.

Zum Wechsel der Anregungswellenlédnge ist somit im optimalen Fall nur ein
Spiegel umzulegen (wenn der andere Laser zum Einsatz kommt), bzw. die Wellen-
linge des Kr*+-Lasers zu éndern, und der entsprechende Notchfilter einzusetzen.
In der Praxis ist aber in beiden Fillen eine leichte Nachjustage des Strahlengangs
notwendig. Allein der Wechsel des Filters sorgt fiir geniigend grofe Anderungen im

¥ Die einzelnen Gitterelemente werden so angeschriigt, dass die Richtung des Beugungsmaxi-
mums erster Ordnung, die von der Lage des Gesamtgitters abhéngt, mit der Richtung der
Reflexion an einem einzelnen Element tibereinstimms. Damit geht ein Grofteil der eingestrahl-
ten Intensitdt in diese Richtung statt in die Richtung des nicht nutzbaren Maximums nullter
Ordnung. Da die Stellung des Gitters zum einfallenden Strahl von der Anregungswellenldnge
abhéingt, lisst sich diese Optimierung allerdings nur fiir eine Wellenléinge durchfiibren (2.B.

66]).

19 '[WiL)bereits oben angesprochen ist bei einem Ramanspektrometer, das auf Notchfiltern basiert,
die Menge der nutzbaren Laserwellenlingen dadurch beschrénkt, dass fiir jede einzelne ein
eigener Notchfilter zur Verfiigung stehen muss. Der Vorteil eines Aufbaus mit Hilfe dieser recht
teuren Komponenten liegt aber in der verlustarmen und einfachen Strahlfihrung.
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Strahlengang, dass Korrekturen unumgénglich sind. Auch ein Wechsel der Wellen-
lange des Kryptonlasers hat einen verdnderten Strahlverlauf durch den Resonator
zur Folge und resultiert somit in einem Strahlversatz. Als Justagehilfe dient eine
Diode, die vom Spektrographen aus in umgekehrter Strahlrichtung durch das zwei-
te konfokale Pinhole, durch den Notchfilter in das Mikroskop eingekoppelt wird.
Eine optimale Justage ist genau dann erreicht, wenn Anregungsbereich des Lasers
und Sammelbereich, der durch die Diode dargestellt wird, {ibereinander liegen.

Trotz der Nachjustage erlaubt der Aufbau die Variation von vier verschiede-
nen Anregungswellenlingen in relativ kurzer Zeit und deckt damit den gesamten
sichtbaren Wellenléngenbereich ab.

4.2.3 Statische Messungen

Da es sich bei HR und BR um lichtgetriebene Proteine handelt, die ein entspre-
chendes Chromophor besitzen miissen, ist die Gefahr einer Schéidigung der Probe
durch zu starkes Messlicht immer gegeben. Insbesondere im Fall der Ramanspek-
troskopie iiber einen Mikroskopaufbau, bei dem die eingesetzte Laserstrahlung sehr
stark fokussiert wird, erreicht man extrem hohe Lichtintensititen. Bei allen durch-
gefithrten statischen Messungen wurde deshalb die Degradation der Probe unter-

sucht und gegebenenfalls die eingestrahlte Intensitst verringert. Allgemein wurden
drei Préparationen verwandt:

e Das Protein befindet sich in Losung und wird entweder in einer Glaskapillare,
oder in einer Kiivette fiir die sichtbare Spektroskopie gemessen. Dabei kommt
unter Umsténden, um die Lichtintensitit noch weiter zu verringern, statt
eines normalen Mikroskopobjektivs eine Umlenklupe zum Einsatz. Mit einer
Brennweite von 4 cm und einem recht grofen Fokusvolumen wird die Probe
deutlich weniger strapaziert. Im Vergleich dazu kommt die Kapillarmethode
mit deutlich weniger Protein aus, macht aber die Verwendung eines Obektivs

mit entsprechender VergréRerung notwendig, um stérende Ramanbanden des
Glases auszuschliefen.

Das Protein wird unter Stickstoffstrom auf einem Glastréger eingetrocknet
und bildet einen Film, der analog zu den ATR-Priparationen rehydratisiert
werden kann. Mit Hilfe des Immersionsobjektivs 158t sich der Film anschlie-
fend ,unter Wasser messen. Der Vorteil hierbei ist — ebenfalls analog zur

ATR-Technik — die Anreicherung von Protein in einem bestimmten Bereich,
so dass stérkere Signale erreicht werden konnen.

Es werden Proteinkristalle vermessen: Bei dieser Methode erhilt man die

weitaus stirksten Ramansignale, da die Konzentration des Proteins im Kri-
stallverband maximal ist. Die typische GroRe der Kristalle im Bereich von
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Abbildung 4.6 Schematischer Aufbau der Durchflusszelle, wie sie fiir die Raman-
messungen benutzt wurde. Mit Hilfe einer Schlauchpumpe wird die Proteinlésung
umgepumpt und durch eine Kapillare gefiihrt, die zusétzlich noch leicht ausge-
zogen wurde. Der Aufbau erlaubt einerseits die Messung von Proteinen ohne
groRe Gefahr durch Lichtschidigung, andererseits bei Verwendung eines zweiten
Anregungslasers die zeitaufgeloste Messung des Proteins.

einigen 10 Mikrometern ist bei Verwendung eines entsprechenden Objektivs
vollig ausreichend.

Wenn man lichtabsorbierende Proteine messen will, wird—der hohen Pro-
teindichte entsprechend — leider auch extrem viel Energie im Kristall depo-
niert. Insofern ist das Problem der Photoschidigung im Fall von Kristallmes-
sungen noch verschirft, zumal eine Verwendung von niedriger auflésenden
Objektiven nicht in Frage kommt.

424 Durchflusszelle

Um die Problematik der Photobleichung und -schddigung weiter zu verringern,
ist die Verwendung einer Durchflusszelle sinnvoll. Je nach gewahlter Durchfluss-
geschwindigkeit ist die Verweildauer der Probe im Fokus des Lasers zu gering,
um Schidigungen zu verursachen. Fiir solche Messungen wurde deshalb eine Zelle
gebaut, die mit mdglichst wenig Probenldsung einen hohen Durchfluss erreicht.
Der schematische Aufbau der Zelle ist in Abb. 4.6 gezeigt. Die ca. 800 ul Prote-
inlosung werden mit Hilfe einer Schlauchpumpe umgepumpt und durch eine 20 pl-
Glaskapillare mit einem Innendurchmesser von 7001m und einer Wandstérke von
250 um gefiihrt. Um die Flussgeschwindigkeit weiter zu erhohen, wurde eine klei-
ner Bereich unter einer Flamme ausgezogen und ein Durchmesser im Inneren von
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ca. 325 pm und einer Wandstérke von 100 pm erreicht. Bei maximaler Umdrehungs-
geschwindigkeit der Schlauchpumpe wird auf diesem Wege ein Fluss von 5ml/min
erreicht, was einer ungefshren Geschwindigkeit in der Kapillare von 1m/s ent-
spricht.

Dieser diinnste Bereich der Kapillare wird dann unter dem Mikroskop fixiert
und mit einem 50-er Objektiv angefahren. Dessen Arbeitsabstand ist grof genug,
um den Fokus des Lasers komplett in das Innere der Kapillare fahren zu kénnen.
Mit Hilfe des Ramansignals der Glaswand kann das Durchfahren der Wandung
direkt beobachtet werden.

Wie in Abb. 4.6 ebenfalls gezeigt, kann dieser Aufbau auch fiir zeitauflosen-
de Messungen an lichtgetriebenen Proteinen genutzt werden: Ein zweiter Laser
(pump-Laser) regt die Proteine an, wonach in einem Abstand Az, der bei lami-
narem Fluss einer bestimmten Zeit At nach der Anregung entspricht, das Ra-
mansignal abgefragt wird. Durch Variation des Abstands l4sst sich prinzipiell der
gesamte Photozyklus messen. Die Zeitauflésung wird in diesem Fall gegeben durch

e die Verwirbelungen in der Stromung der Proteinlésung, die Geschwindig-
keitsunterschiede hervorrufen,

e das Verhéltnis von Fokusgrofe der Laser und deren Abstand,
e und Proteinanregungen durch Streulicht.
Um Fehler durch diese Storquellen auszuschliefen, wurde bei zeitaufgeldsten Mes-

sungen mit Hilfe von bekannten Intermediatspektren, z.B. von BR, der korrekte
Aufbau tiberpriift.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Zeitaufgel6ste FTIR-Spektroskopie zur Messung des
Lineardichroismus von BR

Die Benutzung von polarisiertem infraroten Licht in Messungen an Proteinen fiigt
einen Parameter hinzu, der Informationen iiber die dreidimensionale Lage einer
Schwingung im Raum liefern kann. Voraussetzung dafiir ist allerdings die Orien-
tierung der Probe auf dem ATR—Kristalll. Wie bereits erwihnt besitzt ein ein-
getrockneter BR-Film diese Eigenschaft mit einer bevorzugten Orientierung der
Membranfragmente parallel zur Oberfliche. Im Folgenden wird versucht, die zu-
sitzlichen Informationen iiber die Lage von Ubergangsdipolmomenten einerseits
zur Bestimmung von Winkeln gegeniiber der Normalen zu nutzen, andererseits
diesen Parameter bei zeitaufgelosten Messungen zu einer besseren Auftrennung
und Charakterisierung von Intermediatspektren zu nutzen.

5.1.1 Probenpraparation und stationdre Messungen

Der Vorgang der Probenpriparation ist in den Abbildungen 5.1 und 5.2 darge-
stellt. In 5.1 sicht man im oberen Teil Absorptionsspektren eines eingetrockneten
BR-Films, die jeweils mit p—- bzw. s-polarisiertem Licht aufgenommen wurden.
Der untere Bereich stellt das daraus berechnete lineare dichroitische Verhéltnis
dar. Auffillig sind die charakteristischen Proteinbanden Amid I und Amid II um
1650 cm™! bzw. 1550 cm™!, deren relative Verhiltnisse in den beiden Spektren
stark variieren: Im p—polarisierten Spektrum ist die Amid I Bande grofer als die
Amid II, im s—polarisierten Verlauf umgekehrt. Analog spiegelt sich dies im di-
chroitischen Verhaltnis wider: Uber einen groRen Bereich des Spektrums sind die
Variationen recht gering und bewegen sich um ein Verhéltnis von ca. 1.5; im Be-
reich der Amidbanden dagegen erkennt man einen starken Lineardichroismus.
Analog zu dieser Darstellung zeigt Abb. 5.2 dieselbe Probe, nachdem mit einer
Pufferlssung (1M KCl; 10mM POy, pH 7.2) rehydratisiert wurde. Dabei dringt
Wasser zwischen die Filmschichten ein und sorgt fiir ein Anschwellen derselben.
Dementsprechend geht die Amid II Absorption zuriick. Dies ldsst sich im Amid I

1 Verhilt sich die Probe isotrop, wie es im Allgemeinen z.B. bei Fliissigkeiten der. Fall ist, so
sollten sich die Spektren der verschiedenen Polarisationsrichtungen nur durch einen Faktor
unterscheiden. Dieser spiegelt die unterschiedliche Eindringtiefe wider.
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Abbildung 5.1 Infrarotabsorptionsspektrum eines eingetrockneten BR~Films
gemessen mit p-polarisiertem und s-polarisiertem Licht. Die untere Kurve
zeigt das aus diesen Messungen berechnete dichroitische Verhéltnis RaTr =

Ap-pol/As—poi- Man erkennt den starken Dichroismus der beiden Amidbanden.

Bereich nicht beobachten, da hier die Proteinschwingung von der starken Was-
serbiegeschwingung iiberlagert und der Absorptionsverlust kompensiert wird. Erst
im Verlauf des dichroitischen Verhéltnisses lassen sich Amid I Bande und Was-
serbande trennen: Das Dipolmoment der Wasserbiegeschwingung verhalt sich iso-
trop und liefert somit keine Bande im Dichroismusspektrum; dagegen liegen die
oa—Helices bevorzugt senkrecht zur Oberfliche, was in einer relativ stérkeren Ab-
sorption bei p-polarisiertem Licht resultiert. Dementsprechend findet sich eine im
Vergleich zum Absorptionsspektrum deutlich schmalere Bande im Dichroismus-
spektrum mit einem Maximum bei 1666cm™!. Im Vergleich mit Literaturanga-
ben (z.B. [67, 68, 69]), die die Lage von o~Helix~Banden knapp unterhalb von
1660 cm™! beschreiben, erscheint dies etwas zu hoch. Allerdings wird die Lage
durch die starke Wasserabsorption, die zus#tzlich noch in den nichtlinearen Be-
reich des Detektors ragt, verfalscht.

Wie bereits erwdhnt sind die Variationen des dichroitischen Verh#ltnisses im
groften Teil der Spektren gering; man findet im trockenen Film ein mittleres Ver-
héltnis von ca. 1.5, im rehydratisierten Spektrum einen Wert um 1.7. Geht man
davon aus, dass in diesen Bereichen des Spektrums so viele unterschiedliche Banden
absorbieren, dass die entsprechenden gemittelten Orientierungen mehr oder weni-
ger isotrop sind, so ist diese Basislinie im Dichroismusspektrum ein Ma® fiir den
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Abbildung 5.2 Spektren des rehydratisierten BR-Films aus Abb. 5.1. Durch Uber-
schichten mit Pufferlésung dringt Wasser in den Film ein und bringt diesen zum
Anschwellen. Damit wandert Protein aus der evaneszierenden Welle heraus, die
Intensitit der Amid II Bande nimmt ab. Diese Abnahme kann man an der Amid I
Bande nicht erkennen, da sie iiberlagert wird von der zunehmenden Wasser-
absorption. Erst im dichroitischen Verhiltnis RaoTr erkennt man die Lage der
Amid I Bande, die im linken Bereich der breiten Absorption um 1650 cm~! liegt,
wihrend sich die H,O-Biegeschwingung im rechten Bereich isotrop verhdlt.

Dichroismus einer isotropen Probe. Die unterschiedlichen Werte je nach Wasserge-
halt lassen den Riickschluss auf einige Versuchsparameter zu: Unter der Vorausset-
zung, dass die thick-film—N&herung nach HARRICK in diesem Fall anwendbar ist?
und der Einfallswinkel des IR-Strahls nach den Angaben des Herstellers ca. 45°
betrigt, sollte das dichroitische Verhéltnis einer isotropen Probe unabhingig vom
Verhsltnis der Brechungsindices gleich 2 sein. Dies ist fiir das vorliegende Setup
offensichtlich nicht der Fall. Da der Proteinfilm mit groRer Sicherheit eine ausrei-
chende Schichtdicke erreicht (wenigstens nach dem Anschwellen bei Rehydratisie-
rung), ist davon auszugehen, dass der Einfallswinkel nicht mit 45° angenommen
werden kann. In diesem Fall ist das resultierende, dichroitische Verhéltnis Ritg
einer isotropen Probe abhingig von ngy, dem Verhéltnis der Brechungsindices no
(Probe) und n; (Diamant) und kann somit die zwei unterschiedlichen gemessenen

2Dies ist nach Abschnitt 3.2.4 genau dann erfiillt, wenn die Filmdicke deutlich grofer als die
Eindringtiefe der evaneszierenden Welle ist. Bei den in diesen Versuchen benutzten Protein-
mengen ist diese Bedingung allein schon deshalb erfiillt, um ein optimales Proteinsignal zu
erhalten, die effektive Proteinmenge im Strahl also auf jeden Fall maximal ist.
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Abbildung 5.3 Theoretischer Verlauf des dichroitischen Verh&ltnisses einer isotro-
pen Probe in Abhingigkeit des Einfallswinkels. Je nach benutztem Brechungs-
index ny fiir die Probenschicht (fiir Diamant wird n; = 2.4 benutzt) ergibt sich
ein anderer Verlauf. Allerdings erhilt man fiir einen Einfallswinkel von 45° ein
dichroitisches Verhsltnis von 2 unabhéngig vom Brechungsindex.

‘Werte erklaren.

Grundlegende Ursache wire die Anderung des Brechungsindexes der Probe bei
Rehydratisierung. Abb. 5.3 zeigt den theoretischen Verlauf des dichroitischen Ver-
héltnisses mit dem Einfallswinkel bei verschieden angenommenen Brechungsindi-
ces ng der Probe und festem Brechungsindex des Diamanten von ny, = 2.4. Erstere
werden zwischen 1.4 und 1.7 variiert und decken somit den Bereich ab, den man
in der Literatur fiir Lipide (1.4) und Proteine (1.7) findet (Ubersicht z.B. in [70]).
Das zusétzlich in die Schicht eindringende Wasser mit einem Brechungsindex im
Infraroten zwischen 1.2 und 1.4 [71] wird z.B. nach der Effektiv-Medium-Theorie
fiir einen tats#chlichen Brechungsindex zwischen dem der trockenen Schicht und
dem von Wasser sorgen.

Der Vergleich der theoretischen Kurven mit den gemessenen Werten zeigt, dass
eine Ubereinstimmung erst bei hohen Einfallswinkeln erreicht wird. Sollte der an-
genommene Bereich der Brechungsindices stimmen und das Ablesen von RIS0

ATR
aus den Abbildungen 5.1 und 5.2 erlaubt sein, so scheint der wirkliche Einfalls-
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winkel deutlich hoher zu liegen als angegeben. Tatséchlich ist dies aufgrund der
individuellen Justage nicht auszuschliefen und wird durch unabhiingige Messun-
gen an Fliissigkeiten, die sich @ priori isotrop verhalten, bestdtigt (nicht gezeigt).
Die mogliche Fehlerquelle eines nicht festen Einfallswinkels sondern einer Vertei-
lung um einen mittleren Winkel hat dagegen einen eher geringen Einfluss auf das
resultierende dichroitische Verhéltnis: Geht man von einer symmetrischen Vertei-
lung um den mittleren Winkel aus, so ergibt sich bei 45° gar kein, und bei einem
groferen Winkel ein Effekt in die ,falsche* Richtung: Das gemessene dichroitische
Verhiltnis wire grofer als bei einer scharfen Verteilung®.

Am gemessenen Anstieg des dichroitischen Verhéltnisses bei Rehydratisierung
und den theoretischen Verlaufen in Abb. 5.3 erkennt man allerdings, dass— bei
einem nicht geinderten Einfallswinkel —der Brechungsindex der Schicht offenbar
kleiner geworden ist. Mit den oben erwahnten Literaturwerten von 1.4 fiir Lipide,
ca. 1.3 fiir Wasser und 1.7 fiir Protein spricht dies fiir einen hohen Anfangswert, der
eher im Bereich von 1.7 liegt und bei Hydratisierung in Richtung des Brechungsin-
dexes von Wasser zuriickgeht. Dies stimmt damit tiberein, dass der Volumenanteil
von BR an der Purpurmembran deutlich grofer ist als der Anteil von Lipiden [72],
und damit der Brechungsindex im trockenen Zustand im Bereich um 1.7 liegt.

Um einen nach Abb. 5.3 nicht unwahrscheinlich hohen Einfallswinkel annehmen
zu miissen, wird bei allen folgenden Berechnungen in Abschnitt 5.1.3 von einem
Winkel von 55° und einem Brechungsindex der Probe von 1.6 ausgegangen. Diese
Werte sind konform mit dem gemessenen dichroitischen Verhéltnis bei rehydrati-
sierter Probe, wo die Giiltigkeit der thick-film—Theorie gegeben sein sollte. Eine
dementsprechend zu geringe Schichtdicke im Fall der trockenen Probe wiirde ein
deutlich geringeres dichroitisches Verhéltnis erklaren [70]. Desweiteren erscheint
ein aufgrund der Justage um 10° gegeniiber dem theoretischen Strahlengang ver-
kippter ATR—-Aufbau als nicht unwahrscheinlich. Trotzdem muss bei allen Werten,
die auf diesen Angaben fuften, die Unsicherheit in der Parameterwahl beachtet

werden.

5.1.2 SVD-Analyse der zeitaufgeldsten Messungen

Fiir die zeitaufgeldsten Messungen mit jeweils p— und s-polarisiertem Licht wurden
insgesamt 62 step-scan—Messungen verwandt, davon 18 mit p—polarisiertem Licht
und 44 mit s-polarisiertem Licht. Pro Messung werden 844 Interferometerpunk-
te angefahren, in jeder Position 10 Photozyklen gemittelt und Zeitspuren mit 942
Zeiten auf einer quasilogarithmischen Achse aufgenommen, s dass 160 ms des Pho-
tozyklus iiberstrichen werden. Die Zeitdauer fiir eine Messung betrégt ca. 50 min.

3 Eine Verteilung im Einfallswinkel 6 hat eine Verteilung in sin® 6 in de.r E‘ormel v9n2Abb. 5.3 zur
Folge. Allerdings gilt bei symmetrischen Verteilungen um 6 = 45 sin (6) = (s§n ) ut}d man
erhilt somit ein (R¥%g), der dem einer scharfen Verteilung entspncl}t. B?l einem irrml)lt;tleren
Winkel, der groer als 45° ist, gilt: sin®(6) > (sin?6) und man erhalt ein groferes (R¥R)-
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die unterschiedliche Anzahl an p— und s—polarisierten Messungen erklart sich
aus dem stark unterschiedlichen Signal/Rausch~Verhéltnis: Wie die Absorptions-
spektren in den Abbildungen 5.1 und 5.2 bereits gezeigt haben, ist die effektive
Eindringtiefe von s-polarisiertem Licht unter den hier gewéhlten Bedingungen
deutlich geringer als bei p—polarisiertem Licht, so dass entsprechend lénger gemit-
telt werden muss. Im Vergleich zu nicht polarisierten Messungen kommt hinzu,
dass die Intensitit des Messlichts durch den Einfluss des Polarisators weniger als
50 % betragt und damit das Signal/Rausch—Verhéltnis zusatzlich verkleinert wird.
Mit dem vorliegenden Aufbau lassen sich unpolarisierte zeitaufgeloste Spektren
mit vergleichbarem Rauschen in ca. zwei Einzelmessungen erreichen.

Zur ersten Beurteilung der Messergebnisse zeigt die Abb. 5.4 die Komponen-
ten einer gemeinsamen SVD-Analyse: Dabei wurden die beiden Datenmatrizen*
untereinandergehsngt und eine SVD—Analyse der resultierenden Matrix durchge-
fiihrt. AnschlieRend werden die spektralen Verldufe wieder getrennt, so dass zu
jeder Komponente in der Zeit zwei spektrale Komponenten gehéren. Der Vorteil
dieser Art der svD-Zerlegung liegt darin, dass die beiden Spektren jeder Zeitkom-
ponente direkt verglichen werden kénnen: Beide Spektren zeigen exakt die gleiche
zeitliche Entwicklung. Bei einer Einzelanalyse wére dies nicht unbedingt zu erwar-
ten: Im Allgemeinen erhilt man zumindest leicht unterschiedliche Zeitverléufe, so
dass die entsprechenden Spektren nicht kompatibel sind. Natiirlich muss bei solch
einer Analyse darauf geachtet werden, dass das Rauschen in beiden Messungen in
einer &hnlichen Gréfie vorkommt, so dass eine spektrale Komponente in der einen
Messung nicht mit Rauschen in der anderen verglichen wird.

Diese Art der Darstellung der zeitaufgeldsten Daten bringt mit Hilfe relativ
weniger Einzelspektren und Zeitverldufen die grofie Menge an Daten in eine iiber-
sichtliche Form: Die erste Komponente der SvD-Zerlegung gibt die groften Ande-
rungen im Photozyklus wieder und zeigt dementsprechend die starken Anderungen
der Retinalbanden: Die C=C-Doppelbindung des Grundzustandes (negativ) bei
1525 cm™; die entsprechende, verschobene Bande wihrend des Photozyklus (posi-
tiv) im Bereich um 1554 cm™!, die von Anderungen in der Amid II Bande iiberla-
gert wird; sowie die C—C-Einfachbindungen des Grundzustandes bei 1253 cm™1,
1200 cm™" und 1166 cm ™. Die Unterschiede dieser Banden in der Absorption bei
den verschiedenen Polarisationsrichtungen sind gering und zeigen bei allen negati-
ven Banden des Grundzustandes ein &hnliches Verhéltnis; das Ubergangsdipolmo-
ment sollte bei allen ungefihr gleich orientiert sein.

Die groften Unterschiede in dieser ersten Komponente finden sich im Bereich
der Amid I Bande um 1650 cm™. Offensichtlich handelt es sich um Verdnderungen,
die mit p-polarisiertem Licht deutlich besser detektiert werden kénnen als mit
senkrechter Polarisation. Ahnlich verhélt es sich mit der Bande um 1760 cm™, die

“ Diese enthalten die Absorptionsintensititen in Abhéngigkeit der Zeit (Zeilen) bzw. in Abhsn-
gigkeit der Wellenzahl (Spalten).
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Abbildung 5.4 Gemeinsame svD-Analyse der beiden Polarisationsmessungen bei
pH 7.2, 10mM POy, 1 M KCl und 20° C: Die Matrizen der p— bzw. s-polarisierten
Messung werden aneinandergehiingt und eine SVD-Analyse der zusammengesetz-
ten Matrix durchgefithrt. Somit ist sichergestellt, dass die Zuordnung der Zeit~
verldufe tibereinstimmt und somit die signifikanten Spektren untereinander ver-

glichen werden konnen. o



5 Ergebnisse und Diskussion

der bei Protonierung von Asp 85 entstehenden C=0-Bindung zuzuordnen ist [19].
Die zweiten Komponenten spielen nach dem entsprechenden Zeitverlauf vor al-
lem zu spéten Zeitpunkten eine Rolle: Das Minimum im Bereich von 10 ms fallt
stirker ins Gewicht als das Maximum bei ca. 200 ps, das aber von einer sehr star-
ken ersten svD-Komponente iiberlagert wird. Auffallig sind die prominenten An-
derungen im Bereich der Amid I Bande: Die negative Absorptionsénderung bei
1670 cm™?, wie sie bereits in der ersten Komponente zu finden ist, wird verstarkt®;
zusitzlich taucht eine positive Bande bei 1660 cm™! auf, die vorher nicht vorhan-
den war. Im Vergleich der Polarisationsrichtungen zeigen sich wiederum deutliche
Unterschiede in diesem Frequenzbereich. Dagegen sind die leichten Anderungen im
Bereich der Amid IT bzw. Retinalbanden fast gleich grof und zeigen somit &hnliche
Verhaltnisse wie in der ersten Komponente. Nur knapp oberhalb des Rauschens
erkennt man im Bereich jenseits von 1700 cm™!, dass diese Komponente die Ver-
schiebung der Asp 85 Absorption hin zu kleineren Wellenzahlen enthélt.

Am Zeitverlauf der dritten Komponente liest man ab, dass diese vor allem
im frithen Bereich der Messung stark zu den Spektren des Photozyklus beitrégt.
Dies wird durch die typische positive Retinalbande bei 1190 cm™! und die Banden
der HOOP-Schwingungen® des Retinals um 985 cm™! bestétigt [73]. Beide Absorp-
tionen sind charakteristisch fiir frithe Intermediate des Photozyklus. Die Unter-
schiede in der Polarisation sind wiederum typisch fiir Retinalbanden und werden
durch leichte Anderungen im Bereich der Amid I Bande iibertroffen, die aber schon
deutliches Rauschen zeigen.

Die vierte Komponente zeigt — wie schon in Abschnitt 4.1.7 bei der Bestim-
mung der signifikanten Komponenten einer svD-Analyse dargelegt — zwei Rausch-
spektren, deren Amplituden durch die Intensitétsverliufe des Einkanalspektrums
gegeben ist: Das Rauschen im Amidbereich ist deutlich erhdht. Zusitzlich nimmt
diese Komponente offensichtlich einen Offset auf und zeigt auch noch leichte An-
derungen im Bereich der Retinaleinfachbindung. Dennoch ist, vor allem auch im
Hinblick auf die Amplitudenh6he im Zeitverlauf der Komponente, klar, dass es sich
hierbei um eine nichtsignifikante Komponente handelt.

5.1.3 Lineardichroismus und Winkelberechnungen

Bei einer orientierten Probe auf dem ATR-Kristall ist die Berechnung des Winkels
des I,Tbergangsdipolmoments bei Verwendung von polarisiertem Messlicht prinzipi-
ell méglich (vgl. Abschnitt 3.2.4). Allerdings hat schon der Abschnitt 5.1.1 gezeigt,

511'1 der svD-Komponente ist diese Bande positiv. Da der entsprechende Zeitverlauf aber im
hl'nteren Bereich negativ ist, setzt sich das gemessene Spektrum im Wesentlichen aus einer
Linearkombination mit positiver Amplitude der ersten und negativer Amplitude der zweiten
Komponente zusammen.

6 Hydrogen~-out-of-plane-Schwingung: Biegeschwingungen der Retinalwasserstoffe aus der durch
das Retinal gebildeten Ebene heraus
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5.1 Zeitaufgeldste FTIR-Spektroskopie zur Messung des Lineardichroismus von BR

dass in die Berechnungen eine Reihe von Parametern eingeht, deren Werte nicht
bekannt sind, in einer unbestimmten Verteilung streuen oder auf Literaturangaben
fuRen, deren Ubertragbarkeit auf das vorliegende Experiment mindestens zweifel-
haft ist. Nichtsdestotrotz wird im folgenden versucht, Anhaltspunkte fiir Winkel-
berechnungen zu geben, um die vorliegenden Daten mit der Literatur zu verglei-
chen bzw. Tendenzen aus dem zeitlichen Verlauf der Orientierungen schliefen zu
konnen. Eine zusétzliche Fehlerquelle gerade bei Messungen im infraroten Spek-
tralbereich mit den vielen Absorptionsbanden der Proteine ist die Uberlappung
von Absorptionen, die eine exakte Winkelberechnung in vielen Féllen unmdglich
macht.

Fiir die Berechnungen wurden folgende Parameter benutzt, die entweder aus
den Herstellerangaben und den Messungen aus Abschnitt 5.1.1 zusammengesetzt
oder der Literatur entnommen wurden. Die Berechnung geht von der Anwendbar-
keit der thick film Theorie nach HARRICK [53] aus.

Brechungsindices ng; = 2 0.67 ny = 2.4 (Diamant); ng = 1.6
™ (abgeschétzt aus Abschnitt 5.1.1
und Literatur)
Mosaic spread Sps 0.9 - Literatur
Einfallswinkel 6 55° Literatur und Abschnitt 5.1.1

Abb. 5.5 zeigt den so berechneten zeitlichen Verlauf des Winkels des Ubergangs-
dipolmoments der Retinaldoppelbindung im Grundzustand. Im oberen Bereich ist
der zeitliche Verlauf der Absorption bei 1527 cm™! und p- bzw. s—polarisiertem
Licht dargestellt. Es handelt sich um eine negative Bande des BR Grundzustan-
des, die mit Abstand die grofte Bande im Spektrum ist, so dass der Einfluss von
{iberlagerten Absorptionséinderungen gering sein sollte. Dies wird durch den kon-
stanten Verlauf bestétigt: Lediglich im spaten Zeitbereich oberhalb von 20 ms, wo
die Absorptionen gegen Null gehen und der Fehler sehr gro wird, zeigen sich
Abweichungen.

Ein zweites Beispiel zeigt Abb. 5.6 mit dem zeitlichen Verlauf der Orientie-
rung bei 1200 cm~!. Dabei handelt es sich im Wesentlichen um die Absorption
der C14—C1s Retinaleinfachbindung [73]. Im Gegensatz zur Doppelbindung kann
man hier die Absorption einer einzelnen Schwingung zuordnen. Im Vergleich zur
vorherigen Abb. 5.5 ist aufgrund der geringeren Absorption in diesem Verlauf ein
deutlich groReres Rauschen erkennbar.

Vergleicht man den gemessenen Wert von ca. 68° fiir die Orientierung der Re-
tinaldoppelbindungen gegen die Membrannormale mit“Litera,turwer‘ten [74, 75, 76,
77], so findet man eine gute Ubereinstimmung: Im Ubersi.chtsartlkel von HEYN
[74], der mit verschiedenen Methoden gemessene Retinalwinkel vergleicht, liegen
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Abbildung 5.5 Zeitlicher Verlauf der Orientierung der Retinaldoppelbindung bei
1527 cm™L. Der obere Teil zeigt die zugrunde liegenden Zeitverldufe der Absorp-
tionen fiir p— und s—polarisiertes Licht, im unteren Teil ist der Winkelverlauf

mit den im Text angegeben Parametern berechnet. Wie erwartet ist der zeitliche
Verlauf des Winkels konstant.

die Daten fiir die Polyenkette zwischen 65° und 70°. Zusétzlich zeigt z.B. [75] ei-
ne Tendenz der Cy4—Cis Einfachbindung zu etwas groReren Winkeln als bei den
Doppelbindungen, was in unserem Fall durch einen Winkel in Abb. 5.6 von etwas
iiber 70° bestatigt wird.

Dieser Vergleich zeigt, dass die Wahl der Parameter in der obigen Tabelle zur
Bestimmung der Winkel durchaus plausible Ergebnisse liefert. Selbst im Vergleich
mit Ergebnissen aus anderen Methoden wie Rontgenstrukturbestimmung und NMR
ergeben sich dhnliche Werte. Damit ist die Aufnahme von zeitaufgeldsten polari-
sierten Spektren und deren Umrechnung in Orientierungen prinzipiell zuldssig und
eine direkte zeitliche Beobachtung der Winkelverdnderungen wahrend des Photozy-
klus theoretisch durchfiihrbar. Bei entsprechenden Versuchen stellt man allerdings
schnell fest, dass gerade in diesen zeitaufgelosten Féllen die Uberlagerung von Ban-
den zum Problem wird: Leider ist n&mlich in fast allen Féllen eine Winkeldinderung
auch mit einer Anderung der Absorptionsfrequenz verbunden. Die dicht gepackte
Umgebung einer sich bewegenden Gruppe sorgt in diesem Fall fiir eine geéinderte
Schwingungskonformation, die sich in einer Verschiebung der Bande niederschligt.
In den meisten Féllen ist diese Verschiebung allerdings so klein, dass die neue Ban-
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Abbildung 5.6 Zeitlicher Verlauf der Absorption der C14—Cys Retinaleinfachbin-
dung. Im Gegensatz zur Retinaldoppelbindung, wo ein groRer Teil der Polyen-
kette an der Schwingung beteiligt ist, trigt bei dieser Frequenz im Wesentlichen
die C14—C15 Schwingung zur Absorption bei.

de mit der urspriinglichen iiberlagert. Ein gutes Beispiel fiir diesen Fall l4sst sich
in Abb. 5.4 ablesen: Die Asp 85 Bande bei — urspriinglich —1760 cm™! verschiebt
sich durch Anderungen in der Umgebung zu kleineren Wellenzahlen. Bei einer spé-
ten Zeit ergibt sich also ein Gemisch aus Absorptionen bei 1760 cm™! von Proteinen
die noch im alten Zustand sind und Absorptionen bei 1753 cm~! von Proteinen
im neuen Zustand. Zur Trennung der Zustinde und damit der Absorptionen ist es
einerseits moglich, die Banden mit zwei Gauf— oder Lorentzfunktionen anzufitten
und somit iiber die Bandenform, also spektrale Eigenschaften zu trennen. Dies ist
sicherlich bei der Asp 85 Bande machbar, da diese oberhalb von 1700 cm™! véllig
isoliert liegt, in allen anderen Bereichen aber schwer moglich. Andererseits kann
versucht werden, die Intermediate des Photozyklus aufgrund der kinetischen Ei-
genschaften zu trennen und somit reine Spektren zu erhalten, die nicht mit dem
Protein in einem anderen Zustand iiberlagert sind. Eine solche Analyse wird im

néchsten Abschnitt durchgefiihrt.
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5.1.4 Trennung der Intermediate

Die Trennung der Intermediate soll aufgrund ihrer kinetischen Unterschiede mit
mdglichst wenigen Grundvoraussetzungen vorgenommen werden. Unabhéngig von
einem Reaktionsmodell werden im ersten Schritt die signifikanten Kinetiken analog
zu Abschnitt 4.1.7 und dem Anhang A.3 durch eine Summe von Exponentialfunk-
tionen angepasst. Darauf aufbauend kann dann mit der Annahme eines einfachen
Modells die eigentliche Trennung erfolgen, dessen Giite mit Hilfe der bekannten
Intermediatspektren beurteilt wird.

In diesem Fall wird — analog zur SVD—Analyse der polarisierten Daten — wieder
eine einzige, kombinierte Matrix aus den beiden Einzeldatensitzen gebildet und al-
le Operationen auf der Frequenzachse gemeinsam durchgefiihrt. Wie aus Abb. 5.4
klar wurde, lassen sich die Daten mit drei signifikanten svD-Komponenten rekon-
struieren. Die Anpassung einer Summe von Exponentialfunktionen erfolgt somit
auch lediglich an die Zeitspuren dieser Komponenten, die zusétzlich in der Zeit be-
schnitten wurden: Um das am Ende des Zyklus stark ansteigende Rauschen nicht
ebenfalls anzufitten, wurden nur Daten bis 50 ms nach der Anregung beriicksich-
tigt. Der erste aufgenommene Datenpunkt bei 7us wurde ebenfalls weggelassen,
da dessen Hohe durch die Anstiegszeit der Detektor/Vorverstirker~Kombination
beeinflusst wird.

Das Ergebnis des Fits zeigt Abb. 5.7. Die Residuen im unteren Teil der Abbil-
dung bestétigen, dass die Verwendung von vier Exponentialfunktionen ausreichend
ist: Sie zeigen lediglich Rauschanteile’. Ein Fit mit nur drei Exponentialfunktio-
nen dagegen zeigt in den Residuen deutliche, systematische Abweichungen (nicht
gezeigt).

Eine solche Analyse mit der Anpassung einer Summe von Exponentialfunktio-
nen an die Kinetiken ist unabhéngig von einem Modell der tatsichlichen Inter-
mediatzusammenhénge, also ohne Vorstellungen iiber Hin- und Riickreaktionen,
Verzweigungen und Auslassungen, moglich, wenn man Reaktionen erster Ordnung
zwischen den Intermediaten voraussetzt. Um eine wirkliche ‘Irennung der Interme-
diate zu erreichen, ist allerdings die Annahme solch eines Modells nétig. Im Fall
von BR wird im Folgenden ein sequentielles Modell benutzt:

AB 0B p ypR (5.1)

Dabei wird davon ausgegangen, dass das Protein zum Zeitnullpunkt unmittelbar
nach dem Laserblitz im Intermediat A vorliegt und dann tiber die obige Kaskade in
den Grundzustand BR zuriickkehrt. Die Annahme von vier Intermediaten ergibt

"Die zeitlichen Unterschiede in der Hhe d

' e : es Rauschens ergeben sich daraus, dass zur Daten-
reduktion Punkte zu spiten Zeitpunkten zusammengefasst wurden. Dementsprechend ist das

Rauschen am Anfang recht hoch. Niheres dazu in Abschnitt 4.1.7 und im Anhang A.2. Hin-

zu kommen am Ende der Zeitaufnahme systematische Fehler durch elektronische Stérquellen:
Man erkennt z.B. eine leichte 50 Hz-Schwingung,
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Abbildung 5.7 Fit der zeitlichen Komponenten der gemeinsamen SVD-Analyse der
polarisierten Messungen an BR. Die svD-Komponenten entsprechen im Wesent-
lichen denjenigen aus Abb. 5.4, mit Abweichungen, die sich aus den beschnittenen
Datenpunkten in der Zeit ergeben. Die senkrechten Balken kennzeichnen die La-~
ge der Zerfallskonstanten; der untere Teil der Abbildung gibt die Residuen, also
die Differenz von gemessenen Daten und Verlauf des Fits wieder.

sich aus der bendtigten Anzahl von Exponentialfunktionen zur Anpassung der
Daten.

Legt man dieses Modell zu Grunde und berechnet damit den Konzentrations-
verlauf der Intermediate® so erhilt man die Kurven in Abb. 5.8, wobei jeweils der
berechnete Verlauf aus der Summe zweier Exponentialfunktionen und die entspre-
chende Zeitspur aus den Daten gezeigt wird. Mit Hilfe dieser Konzentrationsver-
l5ufe lasst sich ablesen, dass auch an den Zeitpunkten der jeweiligen Maxima der
Intermediatkonzentrationen in den Messdaten immer Mischspektren aufgenommen
werden. Beispielsweise enthélt das gemessene Spektrum —immer die Giiltigkeit
des sequentiellen Verlaufs vorausgesetzt — bei 300 ps, der maximalen Akkumula-
tion des zweiten Intermediats, immer noch fast 20 % Beitrége des vorherigen und
nachfolgenden Spektrums; 4ms nach dem Laserblitz ist das Maximum des dritten
Intermediats erreicht, wobei dieses Intermediat aber nur ca. 70 % des gemessenen

8 Der jeweilige Verlauf wird eindeutig gegeben durch die Zerfallskonstante des vorherigen Inter-
Aufbau des nachfolgenden Inter-

mediats, die bei einer rein sequentiellen Reaktion auch den
mediats beschreibt, und dem Zerfall des Zustandes.
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Abbildung 5.8 Konzentrationsverlauf der Komponenten eines sequentiellen Mo-
dells mit Reaktionen erster Ordnung. Die durchgezogenen Linien zeigen die ge-

fitteten Verliufe, die gepunkteten Daten die entsprechenden rekonstruierten Ver-
laufe aus den Messungen.

Spektrums zu diesem Zeitpunkt ausmacht.

Abb. 5.9 zeigt die zu diesen Konzentrationsverldufen gehorigen Spektren, die
nach der Matrizenmanipulation wieder in die verschiedenen Polarisationsrichtun-
gen getrennt wurden: Sieht man erst einmal von polarisationsbedingten Unterschie-
den ab und vergleicht die so gewonnenen Spektren mit Literaturwerten, z.B. in
[59], so erkennt man die gute Ubereinstimmung mit Spektren reiner Intermediate,
die durch Variation der &ufieren Parameter wie Temperatur und pH-Wert gewon-
nen wurden: Die Spektren der ersten Fitkomponente entsprechen den Absorptio-
nen des Proteins im L-Intermediat. Typische Banden sind die positive Absorption
bei 1189 cm™, das Maximum der kombinierten Amid I/Retinaldoppelbindungs—
Bande bei 1548cm™ und das Fehlen der C=0-Doppelbindungsschwingung von
Asp85 bei 1760. Stattdessen sieht man in diesem Bereich knapp iiber dem Rau-
schen kleinere Verdnderungen zwischen 1750 cn™* und 1730 cm™?, die Anderungen
in der Umgebung von Asp 96 und Asp 115 zugeschrieben werden. Allerdings deutet
die nicht verschwundene HOOP-Mode bei 984 cm™! auf Anteile von K hin, die in
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Abbildung 5.9 Die zu den Konzentrationsverlaufen in Abb. 5.8 gehorenden Spek-
tren der Komponenten in zeitlicher Reihenfolge. Es handelt sich hierbei um Dif-
ferenzspektren der berechneten sequentiellen Intermediate zum Grundzustand.
Analog zu den Spektren der svp-Komponenten wurden die verschiedenen Pola-

risationsrichtungen wieder getrennt.
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diesem sequentiellen Modell nicht getrennt werden kénnen.

Die Spektren des zweiten berechneten Zwischenzustandes stellen ein typisches
M-Intermediat dar: Die Absorption bei 1189 cm™!, wo vorher und im nachfol-
genden Intermediat eine positive Bande zu finden ist, hat einen minimalen Wert.
Dies wird hervorgerufen durch die Abgabe des Protons der Schiffschen Base an
Asp 85 und die entsprechenden Anderungen im Ubergangsdipolmoment der C—C-
Einfachschwingung. Analog taucht bei diesem Vorgang die C=0-Doppelbindung
des Carboxylats bei 1760 cm™! auf.

Im dritten Teil der Abbildung erkennt man Spektren des N-Intermediats, die
sich durch die Verschiebung ebendieser Asp 85-Bande nach 1753 cm™! und das
erneute Auftauchen der Absorption um 1185cm~! durch die Reprotonierung der
Schiffschen Base auszeichnen.

Die vierten Spektren scheinen keine spektralen Komponenten eines Intermedi-
ats darzustellen, sondern vollstindig Rauschen zu représentieren. Dies ist um so
erstaunlicher, als beim Fit der Zeitspuren der SvD-Komponenten am Anfang die-
ses Abschnitts (Abb. 5.7) vier Exponentialfunktionen zur Beschreibung nétig sind.
Weniger als vier, wie durch diese Rauschkomponente nahegelegt, ergibt keinen ad-
squaten Fit. Allerdings ist schon der entsprechende Konzentrationsverlauf dieses
letzten Intermediats in Abb. 5.8 erstaunlich, da am Ende des Photozyklus die
Amplitude noch nicht auf Null zuriickgekehrt ist. Dies und die fehlenden spektra-
len Elemente deuten darauf hin, dass dieses Intermediat fiir eine gute Anpassung
von Exponentialfunktionen deshalb notwendig ist, um im Laufe der Zeit gréfer
werdende Rausch- und Offsetfehler auszugleichen®. Im Gegensatz dazu kehren
Proteinsignale wieder auf Null zuriick, so dass diese unterschiedlichen zeitlichen
Entwicklungen nicht in einer Komponente untergebracht werden koénnen.

Um diese zunehmenden Stérungen abzufangen, wird beim Anfitten einer Sum-
me von Exponentialfunktionen oft!? ein konstanter Term hinzugefiigt. Damit wiir-
de man sich hier eine e-Funktion sparen, hitte aber gleichwohl einen zusétzlichen
Parameter eingefiihrt.

Insgesamt zeigt diese Zuordnung der nach einem sequentiellen Modell berech-
neten Intermediatspektren zu den bekannten Spektren des L—, M~ und N-Interme-
diats, dass eine Trennung in diese drei detektierbaren Intermediate gerade mit Hilfe
der polarisierten Messungen leicht mdglich ist. Das Hinzufiigen eines zusétzlichen
Parameters, nmlich der Polarisationsrichtung, der geniigend grofie Unterschiede
in den Spektren verursacht, liefert zusitzliche Kriterien zur Trennung der Kom-
ponenten. Dies wird beispielsweise in den Spektren des N-Zustandes deutlich: Die
Unterschiede im Amid I Bereich zwischen M-Intermediat und N-Intermediat sind
die bei weitem groften Unterschiede zwischen den Zustéinden und somit prédesti-

®Wie die groRen Amplituden zu Beginn des Photozyklus zeigen, werden zusitzlich auch noch

10Rauu'schkomponenten in den ersten Spektren in dieser Komponente aufgefangen.
und oft ohne es zu erwihnen. ..
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Tabelle 5.1 Berechnung der Winkel der Retinaliibergangsdipolmomente fiir die
drei berechneten und zugeordneten Intermediate L, M und N des BR Photo-
zyklus. Die Winkelberechnung geht von den Annahmen in Abschnitt 5.1.3 fiir
den Brechungsindex, den Mosaikspread und den Einfallswinkel aus. Die zugeord-
neten C—C-Absorptionen entsprechen lediglich vorzugsweise der angegebenen
Bindung.

L M N
1525cm~!  C=C 69.6° 68.8° 68.5°
1252cm™!  Cp2—Cy3 69.3° 70.5° 67.4°
1201cm™!  Cyy—Cis 69.9° 69.6° 71.1°
1167cm™!  Cy0—Ci1 64.7° 68.7° 68.3°

niert, um zur Trennung benutzt zu werden.

Offensichtlich ist die Annahme eines sequentiellen Modells bei den hier be-
nutzten Messungen und deren Signal/Rausch-Verhéltnis erlaubt. Eine modellun-
abhdngige Analyse z.B. nach [24] unter Umsténden mit zusétzlichen Variationen
in pH-Wert, Temperatur oder gemessenem Wellenléngenbereich wére interessant,
aber nur mit einem weiter verbesserten Signal/Rausch—Verhéltnis sinnvoll.

5.1.5 Analyse der polarisationsabhéngigen Unterschiede
Retinalbanden des Grundzustandes

Zur grundlegenden Einordnung der Ergebnisse wird —wie in Abschnitt 5.1.3 —der
Winkel der Retinaliibergangsdipolmomente mit der Membrannormalen berechnet.
Notwendige Bedingung fiir eine erfolgreiche Trennung der Intermediate ist es, dass
die negativen Banden in den Differenzspektren, also im nicht iiberlagerten Fall
die Banden des Grundzustandes von BR, einen konstanten Dichroismus in allen
Intermediaten zeigen. Die entsprechenden, mit den Annahmen aus Abschnitt 5.1.3
berechneten Winkel fiir die drei zugeordneten Intermediate L, M und N finden
sich in Tabelle 5.1. Offensichtlich ergeben sich bei einer Streuung zwischen 68°
und 71° Werte, deren relative Abweichungen zwischen den einzelnen Intermedia-
ten im Rahmen des Messfehlers liegen. Dieser ist wegen der dichten Anordnung
der Absorptionsbanden auch nach der Trennung der Intermediate im Wesentlichen
durch die Uberlappung von Banden gegeben, bzw. bei kleineren Banden durch das
Rauschsignal. Der systematische Fehler, der durch die Berechnung mit nicht ex-
akt bekannten Parametern wie Einfallswinkel, Brechungsindex und mosaic spread

entsteht, kann aber unter Umsténden deutlich grofier sein.
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Des Weiteren fillt bei der Zuordnung der Schwingungsfrequenzen zu Uber-
gangsdipolmomenten des Retinals (z.B. in Tab. 5.1) auf, dass die Unterschiede
der Orientierung der Kohlenstoffeinfach— und Doppelbindung in der Tabelle nicht
widergespiegelt werden. In der Grundzustandsstruktur z.B. von ESSEN et. al.l! fin-
det man Winkel der Doppelbindungen — am Ring beginnend —von 90°, 95°, 105°
und 115°, bzw. da diese Schwingungen bei der Doppelbindung gekoppelt sind, fiir
den Winkel der Verbindung C7 bis Cy5 mit der Normalen 72°. Dagegen lassen sich
die drei Banden der Einfachschwingung eher jeweils einer einzelnen Bindung zu-
ordnen [73], die in der Réntgenstruktur in aufsteigender Nummerierung Winkel
von 40°, 50° und 60° liefern. Die im Gegensatz zur Doppelbindung starke Iso-
lation der Schwingungsmoden auf einzelne Bindungen sind in der angegebenen
Veréffentlichung durch isotopenmarkierte Retinalderivate, die in Purpurmembran
rekonstituiert wurden, gezeigt.

Damit zeigt dieses Beispiel eine weitere Fehlerquelle bei der leichtfertigen Zu-
ordnung von Winkeln, die aus dichroitischen Verhéltnissen berechnet werden, und
der entsprechenden Orientierung einer Bindung: Gemessen wird im Infrarotspek-
trum ein Ubergangsdipolmoment, das unter bestimmten Umstéinden (z.B. in einer
solch regelméRigen Struktur wie Retinal) deutlich von der Richtung der Bindung
abweichen kann. Die elektronische Struktur der sich abwechselnden Doppel- und
Einfachbindungen des Retinals l3sst sich offenbar nicht isoliert betrachten und
zwingt die Ubergangsdipolmomente in diesem Fall in die Richtung, die durch das
Retinal selber vorgegeben wird. Selbst der in den Grundstrukturen deutlich er-
kennbare Bogen, den das Retinal beschreibt (man vergleiche die oben genannten
Winkel, die sich jeweils um ca. 10° verindern) wird im Ubergangsdipolmoment
nicht widergespiegelt. Wirklich genaue Aussagen itiber die Orientierung von Bin-

dungen aus Infrarotdaten sind somit erst nach einer Analyse der Normalmoden
und der elektronischen Struktur mdoglich.

Retinalbanden der Intermediate

Unter den im vorigen Abschnitt erliuterten Umsténden und Fehlerquellen ist die
Diskussion der weiteren Retinalbanden zu sehen: Die HoOP-Mode im L-Intermediat
bei 984 cm~? hat eine apparente Orientierung von 72° gegeniiber der Normalen. Da
die Retinalstruktur (bei Annahme einer planaren Anordnung) senkrecht zur Re-
tinalebene symmetrisch ist, sollte das Ubergangsdipolmoment dieser Mode senk-
recht auf der Ebene stehen und somit in L eine leichte Verkippung der Ebene
gegeniiber der Normalen anzeigen. Nutzt man aber erneut die Daten der obigen
Rontgenstruktur, so erkennt man, dass das Retinal schon im Grundzustand in
dhnlichem Mafie verdrillt ist: Es ergeben sich Winkel'? zwischen 107° und 73°, s0
! ppp-Eintrag 1BRR,

12 piir die Bez:echnung wurde jeweils ein Triplett benachbarter Atome betrachtet, die gebildete
Ebene und ihre Normale berechnet und der Winkel mit der Membrannormalen festgestellt und
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dass mindestens dhnliche Werte im Nichtgleichgewicht zu erwarten sind.

Die positive Bande der C—-C-Einfachbindung in L bei 1189 cm™! und N bei
1185cm™! zeigt nominelle Winkel von 66° und 62°. Auch unter Beachtung des
Signal /Rausch-Verhéltnisses erscheinen diese Unterschiede zum Winkel des Re-
tinals im Grundzustand als signifikant und kénnten fiir eine in den Réntgenstruk-
turen des M-Intermediats [15, 28] gefundene Streckung des Retinals im Bereich
zwischen Cyp und der Schiffschen Base stehen. Da diese Streckung durch die 13-
cis, 15-anti-Isomerisierung zu Stande kommt, ist ihr Vorhandensein sowohl in L
als auch in N wahrscheinlich. Nichtsdestotrotz sind Aussagen, die von der elektro-
nischen Struktur des Retinals abhdngen, recht spekulativ.

Leider handelt es sich um die einzige zugeordnete Retinalbande eines Interme-
diats, die im Hinblick auf die Richtung des Ubergangsdipolmoments untersucht
werden kann: Die Frequenz der C=C-Doppelbindung in den Zwischenzustéinden
{iberlagert mit Anderungen im Amid II Bereich des Proteins und kann davon kaum
getrennt werden. Allerdings fallt im M-Intermediat die neu entstehende Schulter
der positiven Bande bei ca. 1560 cm™! auf, die einen deutlichen Dichroismus be-
sitzt. In M ist durch die Deprotonierung der Schiffschen Base die Absorptionsfre-
quenz des Retinals zu hoheren Frequenzen verschoben. Diese im sichtbaren Wellen-
léngenbereich deutlich erkennbare Verschiebung hat im Infraroten sein Analogon
und bildet unter Umsténden diese Schulter. Die Frequenz der Absorption wird mit
Resonanz-Raman-Messungen bei 1566 cm™! detektiert 78], was gut mit dieser
Position iibereinstimmt. Allerdings ist das Dipolmoment der Schiffschen Base in
M durch die Deprotonierung deutlich verringert, so dass ein Nachweis eher un-
wahrscheinlich ist.

Die Absorption von Asp 85

Die Bande der Absorption von Asp85 ist nach der Trennung der Intermediate
nun in M und N ohne Beitrige des jeweils anderen Zwischenzustandes vorhanden.
Die Analyse der Orientierung ergibt Winkel von 40° (M) bzw. 45° (N), so dass
im Rahmen des relativen Fehlers (bei diesen kleinen Banden hauptséchlich durch
das Rauschen gegeben) eine Umorientierung beziiglich der Normalen zwischen die-
sen beiden Intermediaten nicht festgestellt werden kann. Ein Vergleich des Win-
kels mit der Réntgenstruktur des Grundzustandes und des M-Intermediats von
SAss et. al.’3 ergibt folgende Werte: Fiir den Grundzustand erhdlt man 161° bzw.
78°, fiir M 132° bzw. 87°. Es sind jeweils zwei Werte angegeben, da sich die beiden
in Frage kommenden Sauerstoffatome in der Rontgenstruktur nicht unterscheiden

dem mittleren Atom zugeordnet.

13 ppp-Eintrag 1ICWQ ‘
In diesem Fall wurde obige Struktur gewéhlt, um einen kompatiblen Datensatz von Grund-

zustand und M zu benutzen. Die weiter oben angegebenen Winkelberechnungen nach ESSEN
stimmen im Wesentlichen mit dieser Grundzustandsstruktur iiberein.
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lassen. Ein Winkel grofer als 90° kommt durch die Verwendung einer orientierten
Normalen zustande, die in diesem Fall in Pumprichtung des Proteins zeigt. Bei
den Infrarotmessungen lasst sich dies nicht unterscheiden, so dass ein gemessener
Winkel @ fiir # oder 180°—0 stehen kann.

Wenn man beim Bild des nach unten pumpenden Proteins bleibt, dann ver-
indert sich laut Rontgenstruktur die Anordnung der Sauerstoffe von Asp85 in
M so, dass die nach oben zeigende Bindung sehr stark kippt und die eher in der
Membranebene liegende Bindung sich kaum veréindert. Mit Hilfe der Infrarotmes-
sungen lasst sich nun eine Zuordnung der beiden in Frage kommenden Bindungen
an Asp 85 vornehmen: Der gemessene Wert von 40° in M kann zus#tzlich fiir einen
Winkel von 140° mit der orientierten Normalen stehen und stimmt damit sehr
gut mit den 132° der Rontgenstruktur {iberein. Im Infraroten wird die Doppel-
bindung zwischen Kohlenstoff und Sauerstoff detektiert, und damit die Bindung,
die das Proton nicht aufgenommen hat. Damit koppelt das Proton erstaunlicher-
weise an dasjenige der beiden Sauerstoffatome an, dessen Bindung senkrecht zur
Normalen steht und sich zwischen Grundzustand und M-Intermediat sowohl im
Winkel (A8 = 14° gegen Af = 29°) als auch in der Position (Az = 0.5A gegen
Az = 1.9 A) deutlich weniger verindert. Da die weiteren Winkelsinderungen laut
Infrarotmessungen beim Ubergang nach N gering sind, ist eine gro®e Positionssn-
derung der Protonenbindungsstelle auch in diesem Intermediat unwahrscheinlich
und somit die relativ starke Verkippung von Asp85 im Laufe des Photozyklus,
die sich aber im Wesentlichen nur auf den passiven Sauerstoff auswirkt, fiir die
Protonenleitung nicht unmittelbar notwendig.

Verdnderungen im Bereich der Amid | Bande

Die Differenzbanden im Amid I Bereich, also zwischen 1600 cm™! und 1700 cm™?,
sind im Gegensatz zu den Banden im entsprechenden Amid II Bereich!# nicht von
den starken Absorptionsédnderungen der C=C-Doppelbindung des Retinals iiber-
lagert. Andererseits ist, wie die Abbildungen in 5.9 zeigen, die Bandendichte in
diesem Bereich so gro®, dass— trotz der Auftrennung der Intermediate — die Ban-
den stark iiberlappen. Eine ernst zu nehmende Winkelberechnung verbietet sich
deshalb von vornherein. Dennoch ist dieser Bereich aufgrund der extremen Un-
terschiede zwischen den Polarisationsrichtungen und zwischen den Intermediaten
untereinander sehr interessant. Wie bereits erwiihnt ist dies gerade bei polarisati-
onsabhéngigen Messungen derjenige Teil der Spektren, der eine Auftrennung der
Intermediate sehr leicht macht.

Die drei prominentesten Banden in allen drei Intermediatspektren finden sich
bei 1693 cm™", 1670 cm™! und 1649 cm™!. Der starke Dichroismus—alle drei Ban-

' Das Proteinriickgrat erzeugt sowohl eine Bande im Amid I Bereich als auch im Amid IT Be-

reich; Differenzbanden durch Versinderungen des Geriistes in ersterem sollten prinzipiell von
entsprechenden Differenzbanden in letzterem begleitet sein.
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Absorptionen in mOD

N-M

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000
Wellenzahlen in cm-1

2T 1670

Abbildung 5.10 Doppeldifferenzspektren M—L (oben) und N—M (unten), die sich
aus den Differenzspektren zum Grundzustand aus Abb. 5.9 berechnen lassen.
Man erhélt somit die Veréinderungen zwischen den Intermediaten unabhingig
vom Spektrum des Grundzustandes.

den sind mit p-polarisiertem Licht deutlich besser detektierbar — belegt, dass die
entsprechenden Ubergangsdipolmomente vorzugsweise parallel zur Membrannor-
malen liegen. Im Zusammenhang mit den entsprechenden Frequenzen ist demnach
die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um Amid I Banden von Aminosguren in einer
a-Helix handelt, sehr hoch.

Um die Zeitentwicklung dieser Banden aufzuzeigen und die Unterschiede zwi-
schen den Intermediaten zu analysieren, sind in Abb. 5.10 die Doppeldifferenzspek-
tren gebildet worden: Die in Abb. 5.9 gezeigten Differenzspektren der Intermediate
zum Grundzustand wurden nach

(M—BR) - (L—BR) = M-—L
(N=BR) — (M—BR) = N—-M

zu Differenzspektren der Intermediate untereinander umgerechnet, um die Verén-
derungen wihrend des Photozyklus unabhéngig vom Grundzustand verfolgen zu
kénnen. Eine Skalierung der Spektren aufeinander ist nicht nétig, da es sich bei den
entsprechenden Zeitverlsufe in Abb. 5.8 um echte Konzentrationverliufe handelt
und somit ihre Summe die Riickkehrkinetik zu BR darstells.

75



5 Ergebnisse und Diskussion

Auf gleicher Ordinate ldsst sich die Grofe der Anderungen zwischen L und M
(oben) bzw. zwischen M und N (unten) gut vergleichen. In Zusammenhang mit
den in den vorigen Abschnitten besprochenen Banden fallt auf, dass in dieser Dar-
stellung die aufgesplittete Struktur der Retinaldoppelbindungsabsorption deutlich
wird, wie sie in den Raman-Absolutspektren der Intermediate L und N zu finden
sind [78, 79, 80]. Vor allem der Doppelpeak im N~M-Spektrum zeigt Frequen-
zen, die sich gut den entsprechenden Ramanbanden der obigen Literatur zuordnen
lassen, obwohl die Strukturinderungen der Amid II Bande iiberlagert sind. Die
negativ zu erwartende M-Bande verschwindet offenbar unter den beiden positiven
Peaks, da ihr Dipolmoment durch Abgabe des Protons stark verringert ist.

Dominierendes Element im Differenzspektrum der beiden letzten Photozyklus-
intermediate ist aber der Bereich der Amid I Bande: Man erkennt sehr starke
Anderungen beim Ubergang von M nach N, die sich in dieser Darstellung als
im Wesentlichen auf die Bandenkombination 1670 cm™!/1660 cm™ zurtickfiihren
lasst. Die sehr eng beieinander liegende Kombination aus einer negativen und ei-
ner positiven Bande, die zeitgleich entstehen, deutet darauf hin, dass es sich um
eine Verschiebebande handelt: Sowohl der negative als auch der positive Teil der
Bande wird von ein und derselben Absorption hervorgerufen, deren Frequenz sich
nur minimal dndern muss. Einer Verschiebebande mit Maxima bei 1670 cm™! und
1660 c™? liegt eine Absorption zugrunde, deren Frequenz sowohl vorher als auch
nachher zwischen diesen beiden Frequenzen liegt. Am Ehesten wird diese Banden-
kombination somit von einer relativ grofen Absorption hervorgerufen, deren Ab-
sorptionsfrequenz sich nur sehr leicht dndert und die sich zusétzlich durch einen
starken Dichroismus auszeichnet; wie bereits angedeutet spricht dies stark fiir die
Amid T Absorption einer a—Helix parallel zur Membrannormalen, die sich bewegt
und aufgrund der Umgebungsédnderung die Absorptionsfrequenz leicht verschiebt.

Solche leichten Konformationsanderungen der a-Helices stiitzen die Theorie,
dass zur Reprotonierung von Asp96—dem Protonendonor der Schiffschen Base
beim Ubergang von M zu N—das Offnen von Kanilen zum schnellen Protonen-
transport notwendig ist. Rein thermische Fluktuationen zwischen den im extrazel-
luléren Bereich von BR nur spérlich verteilt liegenden Carboxylaten reichen da-
fiir offensichtlich nicht aus. Allerdings zeigt sowohl die extrem geringe Anderung
der Absorptiogsfrequenz als auch die geringe Halbwertsbreite der Bande, dass die
strukturellen Anderungen nicht besonders grof sein miissen. Dennoch kann prin-
zipiell bei der Verwendung von Differenzspektren die totale Absorption der betei-
ligten Gruppen nicht ermittelt werden und unter Umstinden um ein Vielfaches
grofer sein als die Differenzbanden. Eine Abschitzung der Anzahl der beteiligten

Aminosiuren wie z.B. in [81], wo ca. 10 Aminosiiuren berechnet werden, ist aus
diesem Grunde gewagt.

In den Differenzspektren zum Grundzustand von Abb. 5.9 fallt zusitzlich auf,
dass die Bandenkombination 1670 cm™!(~)/1660 cm™1(+) wie gerade besprochen
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in N extrem grof ist, in L allerdings mit deutlich geringerer Hohe als Schulter
zwischen 1670cm~!(—) und 1649 cm™!(+) bereits erkennbar ist. Auch die Dop-
peldifferenzen zeigen dies durch kleinere, komplement#re Anderungen in M—L, die
dadurch entstehen, dass im M-Intermediat bei 1660 cm™! eine starke negative Ban-
de vorhanden ist. Diese kuriose Zeitentwicklung deutet darauf hin, dass es sich
nicht um eine einzige Gruppe handelt, die diese Bandenkombinationen hervorruft,
so dass eine Zuordnung ohne weitere markierende Techniken wohl schwer mdglich
sein wird.

5.2 Spektroskopische Untersuchungen an HR

Bei einer Chloridpumpe wie Halorhodopsin ist es in Analogie zu Bacteriorhodopsin
verstandlich, dass der Photozyklus stark von der Konzentration der zu pumpenden
Ionen abhingt. Bei BR lisst sich z.B. das O-Intermediat durch die Verwendung
eines tiefen pH-Wertes anreichern und damit im Zeitverlauf erst sichtbar machen.
Die groRe Anzahl an Protonen im umgebenden Medium kann die Abgabe des
gepumpten Protons zeitlich verzégern und somit stark in die kinetischen Vorgénge
eingreifen.

Die in Abb. 5.11 gezeigten Absorptionsspektren von HR im UV/VIS bei zwei
verschiedenen Chloridkonzentrationen allerdings zeigen, dass bereits im Grundzu-
stand von HR starke Abhéingigkeiten von der Pumpionenkonzentration bestehen:
Die Bande bei ca. 580nm wird durch die Retinalabsorption hervorgerufen und
zeigt deutliche Unterschiede zwischen OM Cl™ und 5M Cl—, wahrend der Peak
durch Cytochromverunreinigungen bei etwas iiber 400 nm fast unveréndert bleibt.
Die Bande unterhalb von 300 nm zeigt Aromatenabsorptionen und diente der Ska-
lierung, um unterschiedliche Proteinkonzentrationen auszugleichen. Offenbar sind
die Chloridionen in der Lage, die Umgebung oder die Konformation des Retinals
so zu beeinflussen, dass sich dessen Absorption signifikant &ndert.

Da diese Verinderungen mit hoher Wahrscheinlichkeit durch Verdnderungen
in unmittelbarer Nahe des Retinals hervorgerufen werden, ist die Annahme von
Chloridbindestellen in diesem Bereich, die je nach Konzentration im umgebenden
Medium besetzt oder verlassen werden, plausibel. Bestétigt wird dies durch die
Kristallstrukbur von HR [42], in der sich eine Chloridbindestelle zwischen Lys 242
und der Schiffschen Base befindet. Es ist zumindest fraglich, ob diese Stelle in
100 % der Proteine im Kristall besetzt ist, und ob andere, weniger gut definierte
Chloridionen im Bereich des Retinals ausgeschlossen werden konnen. Unterschied-
liche Besetzungszahlen je nach Chloridkonzentration entsprechen dem zweiten obi-
gen Fall, so dass a priori zumindest im Grundzustand von einem HR-Gemisch in
verschiedenen Zustinden ausgegangen werden muss. Inwieweit die einzelnen Be-
standteile am Photozyklus teilnehmen ist ungewiss. Des Weiteren treten je nach
Lichtadaption unterschiedliche Anteile von Retinalkonfigurationen auf: Das laut
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Abbildung 5.11 Absorptionsspektren von Halorhodopsin im UV/VIS mit bzw. ohne
Chlorid. Die chloridabhéngige Bande bei ca. 580 nm wird durch die Retinalab-

sorption hervorgerufen; die Bande bei 415 nm zeigt Absorptionen von Cytochro-
men, die die Probe verunreinigen.

Literatur [82, 83, 44] bei einer lichtadaptierten Probe zwischen 60 % und 85 % vor-
liegende Protein mit all-trans Retinal zeigt einen Photozyklus, der sich im Uv/viIs
deutlich vom Photozyklus des in komplementéren Anteilen vorliegenden 13-cis
Retinalproteins unterscheidet [44]. Eine Lichtadaption zu 100% in den chlorid-

pumpenden und damit hier relevanten all-trans Zustand {82 wie bei BR ist nicht
mdglich.

5.2.1 Praparation und Messdurchfihrung

Fir die Messungen wurde Halorhodopsin aus Halobacterium salinarum (Stamm
L33) tiberexprimiert [84] und die Membranfragmente mehrmals in destilliertem
Wasser gewaschen. In geldster Form mit einer Proteinkonzentration von ca. 2mg/ml
wurden diese Fragmente auf dem ATR-Kristall eingetrocknet und anschlieRend mit
einer Pufferlosung (10mM P Oy; pH 6) und unten angegebener Konzentration an
NaCl rehydratisiert.

Aufgrund der starken spektralen Unterschiede bereits im Uv/vis sind zu ei-
ner umfassenden Beschreibung des Photozyklus im Infraroten chloridabhéngige
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Messungen unumgénglich. Allerdings ist die definierte Einstellung von Ionenkon-
zentrationen bei der Verwendung von Standardtransmissionszellen in der IR-Spek-
troskopie praktisch unmdglich, da die essentiell geringe Weglénge des IR-Strahls
durch die Zelle (im Bereich einiger Mikrometer) nur leicht angefeuchtete Proben
zuldsst. Die Verwendung der in Abschnitt 4.1.2 beschriebenen ATR-Zelle umgeht
diese Probleme und erméglicht eine komfortable und reproduzierbare Einstellung
der Ionenstirke. Da allerdings bei der benutzten Methode der Herstellung eines
Protein/Membran-Filmes auf der Oberfliche des Diamanten und anschliefender
Rehydratisierung eine gewisse Menge Salz in der Losung vorhanden sein muss, um
ein Abldsen des Films zu verhindern, wurde bei geringen Chloridkonzentrationen
ein Fillsalz (KNO3) verwendet!®. Eine minimale Salzkonzentration von 1mol/l
wurde so erreicht, wobei im Fall der Messungen ohne Chlorid der eingetrocknete
Film unter 100 % Luftfeuchtigkeit auf dem ATR—Kristall rehydratisiert wurde, um
fiir diese Messungen nicht auf einen Transmissionsaufbau umsteigen zu miissen.

Wie bereits im methodischen Teil (Abschnitt 4.1) beschrieben, sind die Diffe-
renzsignale der Messungen mit Halorhodopsin im Infraroten mindestens um eine
GrofRenordnung kleiner als bei Bacteriorhodopsin. Damit bewegt sich die relati-
ve Anderung der groRten Signale im Promille-Bereich und dementsprechend die
cher kleinen Banden im Bereich der Bitauflosung des Analog/Digital-Wandlers.
Um das Signal/Rausch—Verhaltnis zu verbessern, wurde deshalb im folgenden bei
den meisten Chloridkonzentrationen AC-gekoppelt gemessen, um die Anzahl der
notwendigen Messungen zur Mittelung relativ klein zu halten. Zur Auswertung
stehen so Messungen bei sieben verschiedenen Chloridkonzentration von 0, 0.5, 1,
2, 3, 4 und 5mol/l zur Verfiigung. Lediglich bei 0, 3 und 5 mol/l wurden zusdtzlich
aufwendige Dc-Messungen durchgefiihrt.

Als Folge der unterschiedlichen Salzkonzentrationen und des nicht immer re-
produzierbar herstellbaren Umsatzes an Protein in den Photozyklus, erhdlt man
unterschiedlich hohe Proteinsignale, die zum besseren Vergleich aufeinander ska-
liert werden miissen. In den folgenden Titrationsdaten wurde dies anhand der
L-Bande bei 1188cm™! durchgefiihrt. Unter der Voraussetzung, dass dieser Zu-
stand bei allen Chloridkonzentrationen frither oder spéter von unserem erfassten
Zeitbereich beobachtbar durchlaufen wird, ist dessen Hohe ein gutes Ma# fiir den

erfassten Umsatz.

5.2.2 Infrarotabsorptionen von HR

In Abb. 5.12 findet man ein typisches Infrarotdifferenzspektrum, welches bei 3M
Cl- und 1ms nach dem laserinduzierten Start des Photozyklus aufgeno‘mmen
wurde. Zur Bandenzuordnung findet man im unteren Teil der Abbildu.ng ein Ra-
manspektrum des Grundzustandes, welches mit einer Anregungswellenldnge von

18 Nitrat wird bei Halobacterium salinarum nur zu einem Bruchteil des Umsatzes von Chloridio-

nen gepumpt
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Abbildung 5.12 Représentatives Differenzspektrum des L-Intermediates von HR,
wie es durch zeitauflosende Infrarotspektroskopie aufgenommen wurde, im Ver-
gleich mit einer Resonanz-Raman-Messung bei einer Anregungswellenlédnge von
568 nm (siehe Abschnitt 5.3.2). Im Gegensatz zu den FTIR-Daten zeigt die Ra-
manmessung nur resonanzverstirkte Banden des Retinals und ermoglicht somit
eine vereinfachte Bandenzuordnung.

752nm mit der Durchflusszelle aufgenommen wurde. Bei dieser Wellenléinge ist
man weit genug von der Absorptionsfrequenz des Retinals entfernt, um die Pho-
tokonversion klein zu halten, andererseits ist man energetisch nah genug, um den
Resonanzeffekt hervorzurufen. Somit werden nur Banden des Retinals und seiner
Umgebung im Grundzustand detektiert.

Das gewéhlte Infrarotspektrum ist qualitativ sehr dhnlich zu einem BR-Spek-
trum im L-Intermediat (siehe Abb. 5.9, Seite 69): Man erkennt die Absorption
der C=C-Doppelbindung des Retinals im Grundzustand bei 1523 cm™!, im Inter-
mediat im Bereich von 1553 cm™! {iberlagert von den Banden der Amid II Ver-
dnderungen. Auch die Region der C—C-Einfachbindungen ist—vom Fehlen des
linken Teils des negativen Dreizacks abgesehen —analog zu BR im L-Intermediat
mit einer sehr guten Ubereinstimmung der Frequenz bei 1188 cm™?. Die geringen
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Abbildung 5.13 Titrationsspektren von HR aus zeitaufgeldsten Messungen. Die
gezeigten Spektren wurden 15 ps (oben) bzw. 1ms (unten) nach dem Laserblitz
aufgenommen. Die Pfeile markieren die Entwicklung der Banden bei zunehmen-
der Chloridkonzentration von 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, und 5mol/l.

Verdnderungen im Amid I Bereich (zu diesem Zeitpunkt sind offensichtlich keine
strukturellen Verdnderungen am Proteinriickgrat aufgetreten) lassen des Weiteren
die Zuordnung einer negativen Bande bei 1631 cm™! zur Absorption der Schiff-
schen Base im Grundzustand zu. Offenbar gibt es in diesem Bereich deutliche
Umgebungsverdnderungen.

5.2.3 Messungen mit AC-Kopplung

Die zeitaufgelésten Messungen mit AC-Kopplung wurden bei sieben verschiedenen
Chloridkonzentrationen durchgefiihrt. Einen Uberblick iiber die entsprechenden
Messungen mit drei Parametern!® liefert Abb. 5.13, wo die Chloridabhéngigkeit
bei zwei verschiedenen Zeitpunkten im Photozyklus dargestellt ist. Im oberen Teil
werden die bei der benutzten Zeitauflssung frithsten Spektren im Bereich von 15 ps
dargestellt, im unteren Teil sieht man die Entwicklung bei 1 ms, wo laut Literatur

16 Wellenzahl, Zeit und Konzentration: Eine iibersichtliche Darstellung, die schon bei zwei Para-
metern schwierig ist, ist hier unmoglich.
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das aus der vorigen Abbildung bekannte L-Spektrum dominierend sein soll [44]'7.
Die Pfeile kennzeichnen die Entwicklung ausgewéhiter Bereiche fiir 0, 0.5, 1, 2, 3,
4 und 5mol/1 Cl~-Ionen.

Die Spektren nach 15 ps zeigen bei geringer Chloridkonzentration deutliche Zel-
chen eines K-Intermediates: Die positive Bande der C=C—-Absorption bei 1508 cm™
entspricht im UV /VIS einer Rotverschiebung wie in K; die grofen Banden der HOOP-
Moden bei 981 cm~? und 965 cm™! sind ebenfalls typisch fiir dieses friihe Intermedi-
at. Bei ansteigender Chloridkonzentration verschwinden diese Merkmale allerdings
und das Spektrum zeigt mehr und mehr Merkmale eines L-Intermediates.

Die Entwicklung bei den 1 ms-Spektren, die unabhéingig von der Konzentrati-
on an Chloridionen ein L-Intermediat anzeigen, sieht dagegen nach einer einfachen
Skalierung aus: Das Intermediat wird mit steigender Konzentration zu diesem Zeit-
punkt stérker angereichert.

Um die Chloridabhingigkeit auch quantitativ besser darstellen zu kénnen, wur-
den diese Spektren jeweils einer SvD-Analyse unterzogen, die in diesem Fall —im
Gegensatz zu den Analysen der normalen zeitaufgelosten Messungen —als zweite
Achse eine Konzentration liefern. Die entsprechenden Zerlegungen finden sich in
Abb. 5.14 und 5.15: Die 15 ps Messungen zeigen in erster Ndherung zwei signifikan-
te Komponenten, die sich grob den beiden Intermediaten K und L zuordunen lassen,
obwohl die svD-Zerlegung in keiner Weise einen Anspruch auf eine ,biologische
Zerlegung der Spektren hat. Allerdings kann folgendes geschlossen werden:

o Aufgrund der zwei signifikanten Komponenten sind mindestens zwei Inter-
mediate notwendig, deren Mischung bei einer bestimmten Konzentration das
gemessene Spektrum rekonstruiert. Falls die Intermediatspektren linear ab-
héngig sind, so ist eine Anzahl grofer als 2 moglich; mit hoher Wahrschein-
lichkeit handelt es sich aber um genau zwei Intermediate.

e Die berechneten Komponenten auf spektraler Ebene sind wahrscheinlich nicht
die Intermediatspektren, da sie— eher artifiziell —senkrecht zueinander ste-
hen (komponentenweise Multiplikation und anschlieRende Addition der Re-
sultate liefert Null). Allerdings lassen sich beide Intermediatspektren als Li-
nearkombination aus den svD-Komponenten erzeugen.

e Analog zum vorherigen Punkt gilt fiir die Konzentrationskinetiken: Die bei-

den Chloridverldufe der Intermediatspektren lassen sich durch Linearkombi-
nation der beiden svD-Verldufe erzeugen.

Da fiir die echten Intermediatspektren kaum andere als eine Art K und eine Art L
in Frage kommen, so ergibt sich fiir diese beiden eine Konzentrationskinetik, die

"Die im Wesentlichen auf zeitaufgelésten Daten im uv /vis fufiende Zuordnung der Intermediate
und deren Ubertragbarkeit auf den infraroten Wellenlédngenbereich beruht auf der Annahme
gleicher Probenbedingungen. Dementsprechend wurden die Retinalkinetiken von uv/vis und
FTIR in unserem Labor verglichen und auf #hnliche Zeitkonstanten hin iberpriift.
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Abbildung 5.14 svD-Analyse der frihen Titrationsspektren aus Abb. 5.13. Im Ge-
gensatz zu den SVD-Analysen von BR, im Abschnitt 5.1 wird hier keine Zeitachse
sondern eine Achse der Chloridkonzentration als zweite Dimension genutzt.

sich jeweils aus einer Linearkombination der svD-Verldufe zusammensetzt. Da die
erste Komponente fast unabhingig von der Chloridkonzentration ist, wird also in
beiden Fillen die Verinderung durch die zweite Komponente gegeben. Desweiteren
liegt es nahe, von einem gegenldufigen Verlauf auszugehen, so dass ein Spektrum
auf Kosten des anderen erscheint und diese Verdnderungen aufgrund der komple-
mentdren Kinetiken die gleiche Ursache haben.

Abb. 5.15 zeigt in einer hier ausreichenden Niherung eine einzige signifikan-
te Komponente, die sich dhnlich zum Verlauf der zweiten Komponente der vor-
herigen svD-Zerlegung verhilt. Sie beschreibt die bereits festgestellte verstirkte
Akkumulation des Intermediates bei steigender Chloridkonzentration. Im Rahmen
des Signal/Rausch~Verh#ltnisses handelt es sich hier um ein klares L-Intermediat.

Die Entwicklung der Spektren in Abhéngigkeit der Chloridkonzentration zeigt,
dass in beiden Fallen bis in den Bereich von 5mol/l eine starke Abhéngigkeit der
Kinetik von der Anzahl der Chloridionen besteht, wobei in der Literatur davon
ausgegangen wird, dass oberhalb von 3mol/1 Anderungen nicht mehr auftreten.
Eine entsprechende reproduzierbare Einstellung der Konzentration fiir Infrarot-
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Abbildung 5.15 Analog zu Abb. 5.14 die svD~Analyse der spdten Differenzspek-

tren von HR im Bereich von 1 ms nach dem Laserblitz in Abhangigkeit der Chlo-
ridkonzentration.

messungen ist allerdings nur mit der ATR-Technik mdglich, zumal der Bereich von
5mol/l an der Grenze der Chloridléslichkeit liegt.

524 Messungen mit DC-Kopplung

Die obigen Messungen wurden in AC-Kopplung durchgefiihrt, um die Messdauer
bei der grofen Anzahl an Konzentrationen in Grenzen zu halten. Dies begrenzt
den nutzbaren Zeitbereich auf unter 1 bis 2ms. Eine kinetische Analyse ist des-
halb mit diesen Daten nicht mdglich; parallel wurden deshalb fiir 0mol/l, 3mol/l
und 5mol/l DC-gekoppelte Daten aufgenommen'®, die einen Vergleich der Ki-
netiken auch zu spéten Zeiten erlaubt. Analog zur Analyse der zeitaufgeldsten
polarisierten Messungen an BR (siche Abschnitt 5.1.4 auf Seite 66) wurden die
Kinetiken mit Hilfe der svD-Zerlegung angepasst und mit einem sequentiellen

Zum Vergleich des Signal/Rausch-Verhiltnisses der beiden Messmethoden: Bei den AC-
Messungen mit 5 M Chlorid wurden 3 Einzelmessungen gemittelt, bei den pc-gekoppelten
dagegen 32 mit vergleichbarem Zeitaufwand von ca. einer Stunde pro Einzelmessung.
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Abbildung 5.16 Kinetische Analyse der zeitaufgelosten IR-Messungen an HR bei
einer Chloridkonzentration von 0mol/l. Eine Summe von Exponentialfunktio-
nen wurde an die Zeitverldufe angepasst und anschliefend bei Benutzung eines
sequentiellen Modells des Photozyklus dieser Satz an Intermediaten berechnet.
Die angegebenen Zeiten entsprechen den gefitteten Zeitkonstanten und somit in
diesem Modell den Zerfallskonstanten der entsprechenden Intermediate.

Modell die Konzentrationsverlsufe der Intermediate und die zugehérigen Spek-
tren berechnet. Abb. 5.16 zeigt diese Analyse bei einer Chloridkonzentration von
0mol/l. Wie schon die friihen Spektren in Abb. 5.14 gezeigt haben, findet man
bei keinen oder wenigen Chloridionen in der Lésung beim Beginn der Zeitaufls-
sung ein K-Spektrum, welches sich in diesem Fall sehr deutlich durch die HOOP-
Moden, einen sehr starken Peak im fingerprint-Bereich bei 1191cm™! und die
positive rotverschobene C=C-Bindungs-Bande bei 1506 cm™! auszeichnet. Aller-
dings deutet die zusstzliche negative Bande bei 1543 cm™! auf eine zweite C=C-
Doppelbindungsschwingung eines Grundzustandes hin, die mit dem Laserblitz an-
geregt wurde. Die Blauverschiebung lasst die Deutung zu, dass es sich hierbei
um die Photoreaktion eines 13—cis—Retinals und damit um den Einfluss der nicht
hundertprozentigen Lichtadaption von HR handelt.

Das zweite sequentielle Intermediat erscheint auf den ersten Blick wie ein K-
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Abbildung 5.17 Entsprechend der vorigen Abb. 5.16 die Ergebnisse einer analogen
Analyse der Messdaten bei einer Konzentration von 3mol/1 Chlorid. In diesem

Fall sind 3 Komponenten zur Anpassung einer Summe von Exponentialfunktio-
nen notwendig.

Intermediat mit deutlich geringerer Amplitude. Allerdings zeigt eine Skalierung auf
vergleichbare Werte bei z.B. 1523 cm™! (hier nicht dargestellt), dass doch deutli-
che Unterschiede zwischen den Spektren bestehen: Vor allem die HOOP-Moden
und die C=C-Doppelbindung bei 1506 cm™! sind deutlich schwicher ausgeprigt.
Die insgesamt stark verringerten Amplituden des Spektrums deuten darauf hin,
dass dieses Intermediat nicht von allen Proteinen durchlaufen wird und somit eine
Aufzweigung des Zyklus nach K entweder direkt zuriick in den Grundzustand oder
tiber dieses leicht abge&inderte K’ in den Grundzustand médglich ist. Genauso kann

es sich aber auch um den Einfluss des 13-cis~Photozyklus handeln, der in unserem
Modell nicht aufgetrennt werden kann.

Abb. 5.17 zeigt analog die Datenauswertung bei einer Chloridkonzentration
von 3mol/l. Im Gegensatz zur vorherigen Analyse sind hier drei Intermediate
zur Beschreibung der Daten notwendig. Wie schon Abb. 5.13 zeigt, ist bei die-
ser Chloridkonzentration ein K-Spektrum nicht mehr zu detektieren. Die ersten
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Abbildung 5.18 Entsprechend den beiden vorherigen Abbildungen eine Analyse
der Kinetik bei einer Chloridkonzentration von 5mol/l. Die Zeiten geben die
Zerfallskonstanten der mit Hilfe eines sequentiellen Modells berechneten Inter-
mediate wieder.

beiden Komponenten zeigen nur geringe Unterschiede, die sich einerseits durch
leichte Variationen in der Héhe und Form der Retinalbanden, und andererseits in
deutlichen Verinderungen im Bereich der Amid I Bande zeigen. Dagegen scheint
die dritte Komponente, dhnlich wie die zweite in der vorherigen Messung, sehr
kleine Amplituden darzustellen und somit kein echtes sequentielles Intermediat zu
reprisentieren. Vielmehr zeigt es nach Skalierung sehr starke Ahnlichkeiten mit
der zweiten Komponente. Zwei sehr dhnliche Spektren, die direkt hintereinander
entstehen sollen, deuten darauf hin, dass es sich um ein und dasselbe Intermediat
handelt, dessen Zerfall nicht exponentiell erfolgt. Entweder ist dies wirklich nicht
der Fall (keine Reaktion erster Ordnung) oder der Zeitverlauf ist durch Rauschen
oder Drift verfilscht. Letzteres ist aufgrund der extrem kleinen Signale in diesem
Fall recht wahrscheinlich.

Die Analyse der zeitaufgeldsten Messung bei einer Chloridkonzentration von
5mol/l findet sich in Abb. 5.18. Das erste Spektrum zeigt im Vergleich mit dem
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ersten Spektrum bei 3M Chlorid gleiche Strukturen der Retinalbanden; lediglich
im Bereich der Amid I Bande finden sich signifikante Unterschiede. Die beiden
zweiten Spektren dagegen sind im Rahmen des Signal/Rausch—Verhéltnisses iden-
tisch, so dass die Vermutung nahe liegt, dass es sich hierbei um ein reines Inter-
mediat handelt, wihrend die leichten Variationen in den ersten Spektren bei 3
und 5mol/1 dafiir sprechen, dass es sich um ein Mischspektrum mit verschiedenen
Anteilen handelt. Die Trennung funktioniert in diesem Fall nicht, weil entweder
das angenommene Modell nicht stimmt (es also Hin~ und Riickreaktionen oder
Verzweigungen gibt) oder die Intermediate zeitlich zu nah beieinander liegen. Im
Folgenden werden die zweiten Spektren aufgrund ihrer Ahnlichkeiten zu entspre-
chenden BR-Absorptionséinderungen im Photozyklus als L1—Spektren bezeichnet;
die Mischspektren zeigen ebenfalls deutliche Anzeichen eines L-Intermediates, so-
wie angedeutete Spuren von K, so dass die Bezeichnung K/L; gewshlt wird.

Das dritte Spektrum der Messung bei 5mol/1 zeigt vor allem im Amid I Be-
reich starke Unterschiede zur zweiten Komponente, wihrend die Anderungen in
den Retinalbereichen gering sind. Die Wahrscheinlichkeit, dass dieses Intermedi-
at strukturelle Anderungen des Proteinriickgrates darstellt, ist vor allem im Ver-
gleich mit den entsprechenden BR-Banden im N-Intermediat hoch. Im Vergleich
mit den vorherigen Kinetiken kann aufgrund der deutlichen Differenzbanden zwi-
schen 1600 cm™" und 1700 cm™! eine Akkumulation dieses Intermediates bei einer
Chloridkonzentration von 3M oder weniger ausgeschlossen werden. Damit wird
dieser Zustand entweder nur bei extremen Chloridkonzentrationen durchlaufen,
oder der Zerfall ist bei niedrigen Werten so schnell, dass das Intermediat nicht de-
tektiert werden kann. Da die Retinalbanden wiederum deutliche Anzeichen eines
L-Intermediates zeigen und nur der Amid I Bereich variiert, wird dieses Interme-
diat als L, bezeichnet.

Zur Bestétigung der strukturellen Verinderungen im Protein als Ursache dieser
Banden im Amid I Bereich des spéten Intermediates L, wurden polarisierte zeitauf-
geléste Messungen bei § M Chloridkonzentration durchgefithrt. Abb. 5.19 zeigt zwei
Spektren, die aus diesen Messungen extrahiert wurden. Dabei handelt es sich um
Spektren, die iiber Zeitbereiche gemittelt wurden, in denen der jeweilige Zustand
nach den Zeitverliufen in Abb. 5.18 ohne grofe Uberlappungen anderer Interme-
diate maximal ist. Um die Anzahl der bendtigten Spektren klein zu halten!® wird
in diesem Fall auf eine kinetische Analyse, die ein gutes Signal/Rausch—Verh#ltnis
bendtigt, verzichtet. Dennoch reichen diese gemittelten Messungen aus, um die
obige Vermutung zu bestétigen: Die in L, hinzu kommenden Banden im Amid I

¥ Die Differenzsignale von HR, im Photozyklus sind im Vergleich zu BR von vornherein um
ca. einen Faktor 10 kleiner. Um die Anzahl der Messungen klein zu halten, wurden bei den
Titrationsmessungen Ac~gekoppelte Signale aufgenommen, was sich in diesem Fall aufgrund
der Bildung von L, zu spiten Zeiten verbietet. Bei dem hier zusitzlich eingebrachten Polarisa-

gonsﬁlter und dem weiter verringerten Signal/Rausch~Verhaltnis st6ft die Apparatur an seine
renzen.
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Abbildung 5.19 Differenzspektren aus Zeitbereichen, in denen die Intermediate
L1 und Ly nach Abb. 5.18 maximal sein soliten, diesmal p- und s-polarisiertem
Licht gemessen. Wie schon im Fall von BR (siehe Abschnitt 5.1) lassen sich mit
dieser Methode Verénderungen im Amid I Bereich auf Konformationsénderungen
des Proteinriickgrats zuriickfiihren.

Bereich zeigen einen so deutlichen Dichroismus, dass es sich mit groRer Sicher-
heit um Amid I Banden von a~Helices handelt, die parallel zur Membrannormalen
angeordnet sind und sich in diesem Intermediat verdndert haben.

5.2.5 Analyse der Photozykluskinetik

Die Ergebnisse der obigen Messung werden im folgenden noch einmal zusammen-
gefasst, um dann Schlussfolgerungen fiir die Kinetik des Photozyklus treffen zu
kénnen:

e Ohne Chloridionen bzw.—im Fall einer starken Bindung der Ionen an das
Protein — mit einer minimalen Menge an Chlorid ergibt sich ein vergleichs-
weise kurzer Photozyklus (letzte Zeitkonstante 3.2ms) dessen zwei Kompo-
nenten nach Abb. 5.16 deutliche Anzeichen eines K-Intermediates zeigen.

o Bei Erhshung der Chloridkonzentration zeigt sich nach Abb. 5.14, dass der
Riickgang dieses K-Intermediates stetig erfolgt und komplementér das nach-
folgende Intermediat zu diesem Zeitpunkt auftaucht.

e Dieser stetige Ubergang ist in den DC-gekoppelten Messungen nicht mehr
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Abbildung 5.20 Ein Modell des Pho-
tozyklus von Halorhodopsin wie es
aus den zeitaufgelosten Infrarotda-
ten geschlossen werden kann. Die-
ses Modell stellt in Kombination mit
sinnvollen Annahmen einen Zyklus
dar, der die gemessenen Daten er-
kliren kann, aber in keiner Weise
einen Anspruch auf Vollstindigkeit
erhebt. Die starke Abh#ngigkeit von
der Chloridkonzentration ist einer-
seits durch das Gleichgewicht von HR
und HR' und andererseits durch kine-
tische Unterschiede im chloridbelade-
nen Photozyklus gegeben.
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nachvollziehbar, da bei einem Sprung der Chloridkonzentration von 0mol/1
nach 3mol/l von einem reinen K Spektrum nichts mehr zu sehen ist.

In der svD-Analyse der frithen Spektren in Abb. 5.14 ist ebenfalls ablesbar,
dass die ersten Spektren in den Abbildungen 5.17 und 5.18 immer noch gerin-
ge Anteile von K enthalten. Zusammen mit der offensichtlichen Ahnlichkeit
mit einem L-Spektrum und zur Abgrenzung gegeniiber dem bei 5 mol/1 nach-
folgenden Intermediat werden diese Spektren als Li—Spektren bezeichnet.

Beim Schritt von 3mol/l zu 5mol/l gibt es eine erneute Verldngerung des
Photozyklus und ein neues Intermediat mit deutlichen Unterschieden im
Amid I Bereich gegeniiber Ly entsteht. Aufgrund der Ahnlichkeit mit einem
L-Spektrum in den Retinalbereichen wird es als L, bezeichnet.

Ein Schema der Photoreaktionen von HR, das diese Beobachtungen mit Hilfe eini-
ger plausibler Anna@men erklren kann, findet sich in Abb. 5.20. Die sehr starken
Unterschiede beim Ubergang von O mol/1 Chloridionen zu 3mol/l angefangen bei
einerseits zwei, andererseits drei bendtigten Exponentialfunktionen zum Fit der
Kinetiken, dem Unterschied von einer GroRenordnung in der Linge des Photo-
zyklus und den deutlich unterschiedlichen, berechneten Intermediaten lassen die
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5.2 Spektroskopische Untersuchungen an HR

Annahme eines eigenen Photozyklus fiir chloridfreies Protein plausibel erscheinen.
Dieser Zyklus ist im oberen Teil der Abbildung dargestellt und beschréinkt sich auf
das Durchlaufen eines K-Intermediates, das entweder iiber K/ zerfallt oder direkt
in den Grundzustand zuriickkehrt, da es sich bei K’ um den Einfluss eines 13-
cis—Photozyklus handelt. Offenbar kénnen die unter physiologischen Bedingungen
durchlaufenen weiteren Intermediate ohne vorhandenes Chlorid nicht entstehen.

Bei Chloridzugabe geht das Protein bis in den Bereich von 3 mol/1 Chloridionen
in den physiologischen, chloridpumpenden Zustand iiber. Der zugehorige Photozy-
klus, wie er sich in den zeitaufgeldsten Messungen darstellt, ist im unteren Teil der
Abbildung zu sehen. Laut Abb. 5.14 nimmt der Anteil von K bei steigender Chlo-
ridkonzentration kontinuierlich ab. Damit stellt sich die Frage, ob diese Abnahme
durch den Ubergang vom chloridfreien Photozyklus zum chloridbeladenen entsteht
und damit ein K wie im oberen Zyklus gar nicht mehr durchlaufen wird, oder aber
der Zerfall von K bei steigendem Chloridgehalt beschleunigt wird, und damit mit
unserer Zeitauflosung nicht mehr detektiert wird. Mit Blick auf den BR Photo-
zyklus, bei dem unter physiologischen Bedingungen das K-Intermediat ebenfalls
nicht in unseren Zeitbereich fillt, und zusétzlich die Wahrscheinlichkeit fiir unter-
schiedliche Reaktionswege zwischen HR und BR mit der umgekehrten Reihenfolge
abnimmt?®, wird im Folgenden von der zweiten Moglichkeit des beschleunigten
Zerfalls von K ausgegangen.

Der nichste detektierbare Zustand ist ein K/Ly genanntes Intermediat, was fiir
eine wie auch immer geartete Mischung aus K und L; steht. Diese Mischung kann
in der kinetischen Analyse, die auf einem sequentiellen Modell beruht, entweder
aufgrund von Hin— und Riickreaktionen, oder aber aufgrund von Abweichungen
der Ubergiinge erster Ordnung zustande kommen. Es wird sich also aller Wahr-
scheinlichkeit nach nicht um ein eigenstindiges Intermediat handeln und wird im
vorgeschlagenen Photozyklus nicht beriicksichtigt.

Der bei steigender Chloridkonzentration festgestellte schnellere Zerfall von K
hat einen dementsprechend schnelleren Li—Aufbau zur Folge, so dass geschlossen
werden kann, dass dies derjenige Schritt ist, bei dem die Aufnahme eines Chlo-
ridions aus der Umgebung stattfindet. Damit ist dieser Schritt sehr stark von
der Konzentration abhsingig und kann wie im Fall von Omol/l den weiteren phy-
siologischen Ablauf komplett stoppen. Bei gesteigerter Chloridkonzentration ist
die Besetzungswahrscheinlichkeit fiir eine Chloridbindestelle erh6ht und damit die
Voraussetzung fiir den Aufbau der nachfolgenden Intermediate im Durchschnitt

schneller gegeben.

20 Dje sehr frithen Intermediate betreffen im Wesentlichen die Struktur des Retinals, also Iso-
merisierung und Verdrillung, so dass die Umgebung zu diesen Zeitpunkten eine klei‘ner.e Rolle
spielen sollte. Erst wenn es um die eigentliche biologische Funktion geht,' sollten‘51gmﬁk‘ante
Unterschiede auftreten, was sich beispielsweise im Fehlen des M-Intermediates bei HR wider-

spiegelt.

91



5 Ergebnisse und Diskussion

Das nachfolgende aufgrund &hnlicher Retinalbanden L, genannte Intermediat
14sst sich nur bei einer Chloridkonzentration von 5mol/] detektieren, was wiederum
die Frage aufwirft, ob dieser Zustand bei 3mol/l gar nicht oder zu schnell fiir
unsere Zeitaufldsung durchlaufen wird. Komplementsr der Chloridaufnahme bietet
sich allerdings wiederum eine einfache Erklirung an und wurde in das Modell
in Abb. 5.20 aufgenommen: Wenn beim Ubergang von L, in den Grundzustand
die Chloridabgabe in die Lésung passiert, dann liefe sich dieser Schritt bei einer
extrem hohen Konzentration wie 5mol/] verlangsamen und das entsprechende L,—
Spektrum so akkumulieren, dass es fiir unsere Methode nachweisbar wird.

5.2.6 Das Modell im Vergleich

Das im vorherigen Abschnitt vorgestellte Modell der Halorhodopsin Photoreaktio-
nen basiert ausschlieflich auf den dargestellten zeitaufgelsten Infrarotmessungen.
Damit stellt sich die Frage, wie sich dieses Modell in die bestehende Auffassung
zum Verlauf des HR Photozyklus einpasst. Da diese Modelle im Wesentlichen auf
Uv/vis-Daten beruhen, bzw. auf FTIR-Messungen ohne reproduzierbare Chlorid-
konzentrationen, basiert die Zuordnung der hier festgestellten Intermediate und
deren Spektren im Infraroten zu den Intermediaten im Sichtbaren einerseits auf
entsprechenden Parallelmessungen mit BR, andererseits auf in unserem Labor
durchgefiihrten Messungen im UV/Vvis, die an anderer Stelle dargestellt werden
[85, 86].
Das allgemein akzeptierte Modell [40, 41] geht von einem Photozyklus

HR578 — HR600(HRk) — HR520(HR;,) «— HR640(HRo) — HR565 — HR578

aus, der sich einerseits auf experimentelle Daten stiitzt, andererseits aber auch auf
mechanistischen Uberlegungen basiert. Beispielsweise ist das Intermediat HR565
als Mitglied des chloridtransportierenden Photozyklus eingefiihrt, um nicht zwei
Schritte, ndmlich Riickisomerisierung und Chloridaufnahme beim {Jbergang von
HR640 nach HR578 zulassen zu miissen [87, 43, 88, 45]. Eine spektroskopische Be-
obachtung dieses Intermediates als Teil des chloridpumpenden Photozyklus gibt
es bisher nicht. Im Vergleich dieses Modells mit den spektroskopischen Daten in
der Literatur fallt desweiteren auf, dass einerseits beim Ubergang von HR600 nach
HR520 ein Zwischenzustand HRyp, gesehen wird [88] und andererseits zwei ver-
schiedene I-Zusténde detektiert werden [47], so dass der spektroskopisch beobach-
tete Photozyklus in der Literatur folgendermafen angenommen wird:

HR — HRx — HRgp — HRy; — HRi2 +— HRo — HR

Di"e funktionalen Schritte sind in diesem Modell die Bindung des Chloridions in der
Nahe der Schiffschen Base im Ubergang nach HR; 1, der nachfolgende Switch beim
Ubergang zu HR12, der chloridkonzentrationsabhsngige Schritt nach HR© mit der
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5.2 Spektroskopische Untersuchungen an HR

Chloridabgabe und die Reisomerisierung und Chloridaufnahme beim Schritt in den
Grundzustand. Insgesamt wird davon ausgegangen, dass auf der extrazelluliren
Seite zwei Chloridbindestellen vorhanden sind; eine in der Nihe der Schiffschen
Base, die auch in der Kristallstruktur gesehen wird [42) und eine nicht identifizierte
Stelle vom Retinal weiter entfernt, die in obigem Modell zu Beginn des Photozyklus
als besetzt angenommen wird. Aus diesem Grund geht man davon aus, dass zuerst
eine Ionenabgabe im Ubergang nach HRo und anschliefend im Ubergang in den
Grundzustand die Chloridaufnahme passiert.

Vergleicht man dieses Modell mit dem in dieser Arbeit vorgestellten, so bietet
sich eine direkte Zuordnung an:

HRx — K
HRkx1, — K/L,
HRp; — L
HRi;s — L

Da mit den Infrarotmessungen allein zwei Chloridbindestellen im extrazelluliren
Bereich nicht festgestellt werden konnen, nehmen wir als chloridaufnehmenden
Schritt die Bindung in unmittelbarer N&he der Schiffschen Base an, der in un-
serem Fall im Gegensatz zu den berichteten Analysen zusitzlich von der Chlo-
ridkonzentration abhéngt. Im Literaturmodell ist dieser Schritt von aufen nicht
beeinflussbar, so dass eine frithere Bindungsstelle das Ion nach aufen hin abschot-
ten muss. Unser Modell favorisiert also eher einen offenen Kanal bis zur Bindung an
der Schiffschen Base. Wenn das Ion diesen Platz einnimmt, ist in beiden Modellen
nichtsdestotrotz der gleiche Zustand erreicht.

Im Ubergang von HRy,; nach HRpy sieht das Literaturmodell eine Analogie zu
BR: Der Switch, der die Zugénglichkeit der Kanéle dndert, soll wie bei BR im M;
nach My Ubergang zwischen diesen beiden L-Intermediaten passieren. Da bei BR
nach dem Switch offenbar Strukturdnderungen folgen, stimmt deren Feststellung
in unserem L sehr gut mit dem Literaturmodell {iberein. Zusatzlich fordert auch
die Kristallstruktur, einerseits aufgrund fehlender Chloridbindestellen im cytoplas-
matischen Bereich und andererseits wegen eines blockierten potentiellen Weges,
Strukturdnderungen vor der Chloridabgabe. In [42] wird ein transientes Offnen
dieses Weges unter Umstinden durch ein Kippen des C-terminalen Endes von
Helix E postuliert.

Die Nichtbeobachtung von HRo in unseren Messungen deckt sich mit entspre-
chenden Feststellungen bei hoheren Chloridkonzentrationen [44, 89]. Zusétzlich
zeigt ein Vergleich der Intermediatspektren neuerer FTIR-Studien [89] gute Uber-
einstimmungen mit den hier vorgestellten Spektren, wenn man davon ausgeht, dass
eine reproduzierbare Einstellung der Chloridkonzentration in Transmissionsmes-
sungen nicht méglich ist: Die beiden gefundenen Intermediate mit Zeitkonstanten
von 146 ps und 15ms zeigen deutliche Ahnlichkeiten zum K/L1— und Li~Spektrum
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bei 3mol/1 Chloridkonzentration in Abb. 5.17. Das Fehlen eines Ly—Intermediates
in dieser Studie ist offensichtlich auf zu geringe Chloridkonzentrationen zuriickzu-
fithren, die als grofer 2mol/l angegeben werden.

Insgesamt passt der hier vorgestellte Zyklus also gut zu den bereits vorgeschla-
genen Modellen und gibt Hinweise auf den Zusammenhang zwischen den Kinetiken
bei extremen (sowohl in die eine als auch in die andere Richtung) Chloridkonzen-
trationen und liefert neue Analogien zu BR bei der Feststellung von Strukturénde-
rungen des Proteinriickgrates im L,~Intermediat. Die unterschiedlichen Schlussfol-
gerungen in Bezug auf Reihenfolge und Intermediatschritte der Chloridaufnahme
und —abgabe hingen direkt mit der entweder vorhandenen oder fehlenden Chlorid-
abhéngigkeit dieser Schritte zusammen. Die Abhéngigkeit des K-Zerfalls in unseren
Messungen ist eine einfache Erklirung der Messergebnisse, die allerdings gerade am
Anfang des Photozyklus aufgrund des nicht geklérten Einflusses des chloridfreien
Zyklus bzw. des 13-cis—Zyklus verfélscht sein kann.

Ganz offensichtlich zeigt die vorliegende Studie allerdings, dass beim starken
Einfluss der Chloridkonzentration auf den HR Photozyklus die Annahme von Chlo-
ridbindestellen mit Affinit&ten im Bereich um 5mol/l nicht unwahrscheinlich ist,
was in elektrischen Messungen bestéitigt wird [90]. Desweiteren zeigen in unse-

rem Labor durchgefithrte Messungen im UV/VIS entsprechende Resultate, die an
anderer Stelle dargestellt werden [85, 86].

5.3 Resonanz-Raman-Spektroskopie

5.3.1 Durchflussmessungen an Bacteriorhodopsin

Zum Test der in Abschnitt 4.2 ausfiihrlich vorgestellten Raman—Apparatur diente
aufgrund der bekannten Schwingungsspektren in der Ramanstreuung das aus den
vorigen Kapiteln bekannte Bacteriorhodopsin. Ausfiihrliche Studien zu den Ra-
manspektren von BR, die bei den folgenden Messungen als Referenz dienten, finden
sich in [78, 80, 79].

Die Resonanz~Raman (RR)-Messungen dienen in unserem Fall in erster Linie
der Bandenzuordnung fiir die zeitaufgeldsten Messungen im Infraroten. Aufgrund
des Resonanz-Effektes®! detektiert man bei BR nur Schwingungsabsorptionen des
Retinals und seiner unmittelbaren Umgebung, was bereits einen Grofteil der Ban-
den im Schwingungsabsorptionsspektrum zuordnet. Zusstzlich besteht die Mbog-
lichkeit, tiber die Variation der Anregungswellenlinge die Stdrke des Resonanz—
Effektes zu veréndern und verschiedene Komponenten eines Gemisches mit un-
terschiedlichen Absorptionsspektren im Sichtbaren zu trennen. Fiir BR kann man

21 . . . . N o
Man strahlt‘ in die Absorption eines elektronischen Ubergangs ein und detektiert im Wesent-
lichen Schwingungsbanden, die von demjenigen Molekiilteil stammen, das dem elektronischen

Ubergar}g zt?grunde liegt. Damit ist die Voraussetzung fiir Resonanzmessungen mit einer An-
regung im Sichtbaren das Vorhandensein eines Chromophors.
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Abbildung 5.21 Resonanz—Raman—Spektren von Bacteriorhodopsin, die bei drei
verschiedenen Anregungswellenléngen in der Durchflusszelle aufgenommen wur-
den. Sowohl bei 752nm als auch bei 568 nm wird nur der Grundzustand detek-
tiert; die Messung bei 413 nm zeigt dagegen ein deutliches M-Intermediat.

auf diese Weise die RR-Spektren der Intermediate voneinander trennen: Abb. 5.21
zeigt Messungen an BR mit der in Abschnitt 4.2.4 dargestellten Durchflusszelle
bei drei verschiedenen Anregungswellenlingen. Die Kurve der Messung bei 752 nm
wurde gleichzeitig mit hoher Umdrehungszahl der peristaltischen Pumpe durch-
gefiihrt, so dass ein reines Spektrum des Grundzustandes gemessen werden kann:
Erstens ist die Anregungswellenlinge recht weit vom Maximum der BR-Absorption
von 570 nm entfernt, zweitens wird auf der rotverschobenen Seite des BR~-Spektrums
angeregt, so dass nominell die Energie eines Photons zu niedrig und nicht zu hoch
ist (in diesem Fall kénnte der Uberschuss einfach dissipieren) und drittens ist
die Flussgeschwindigkeit der Probe so hoch, dass die Wahrscheinlichkeit, dass ein
Molekiil von zwei Photonen wihrend der Fokuspassage getroffen wird (eines zur
Photoaktivierung und eines zur Ramanmessung des entstandenen Intermediates),

sehr gering ist.
Das Ramanspektrum einer Anregung bei 568 nm dagegen strahlt direkt in das
Maximum der BR~Absorption ein und man erhélt ein deutlich stérkeres Raman-
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signal?, welches allerdings auch von einem deutlich stérkeren Fluoreszenzunter-
grund begleitet wird?. Der mit dem hochaufiésenden Gitter (1800 Striche/mm)
gemessene spektrale Bereich ist aufgrund des nichtlinearen Gitterverhaltens deut-
lich groRer, die Auflésung damit einhergehend allerdings kleiner, was sich in der
Verbreiterung der Absorptionen wiederspiegelt. Allerdings zeigt die Lage der C=C-
Doppelbindungsabsorption von 1526 cm™!, dass auch in diesem Fall ein eventuell
angeregtes Intermediat nicht detektiert werden kann.

Die dritte Kurve dagegen zeigt das Ramanspektrum bei einer Anregung von
413 nm und wurde zusstzlich bei reduzierter Flussgeschwindigkeit der Probe auf-
genommen. Der nach 1565cm™! verschobene Peak der C=C-Bindung zeigt ein
deutliches M-Intermediat an, was sich erstens aufgrund der geringen Geschwin-
digkeit der Probe und entsprechend hoher Photokonversion, zweitens mit einer
im Vergleich zu allen anderen Intermediaten langen Lebensdauer von M und drit-
tens aufgrund des Absorptionsmaximums von M bei 412nm und damit maximaler
Resonanz erkliren lasst. Im Vergleich dieser Spektren mit Literaturspektren aus
[78, 80] ergeben sich im Rahmen des Signal/Rausch—Verhéltnisses und unter Be-
achtung unterschiedlicher Anregungswellenléingen gute Ubereinstimmungen.

Zum Vergleich mit den Daten aus den zeitaufgelosten Infrarotmessungen ist in
Abb. 5.22 ein Differenzspektrum aus der 752 nm—-Messung des Grundzustandes und
der letzteren 413 nm-Messung des M-Intermediates berechnet worden. Im unteren
Teil der Abbildungen finden sich die M—-Intermediatspektren der polarisierten Mes-
sungen aus Abschnitt 5.1.4 (vgl. Abb. 5.9, Seite 69). Man erkennt die gute Uberein-
stimmung der Frequenzen der grofen Retinalbanden des Grundzustandes sowohl
im fingerprint-Bereich als auch bei der C=C-Doppelbindung, wenn auch die rela-
tive Hohe der Absorptionen deutlich variiert: Beispielsweise zeigt die linke Bande
des Dreizacks bei 1251 cm™! eine nur geringe Ramanaktivitst. Die Tatsache, dass
es sich bei den Absorptionen in der oberen Kurve allein um Retinalbanden handelt,
hilft allerdings, die in Abschnitt 5.1.5 diskutierte Bandenform bei 1550cm™! zu
verstehen: Offenbar setzt sich diese einerseits aus der Retinalbande bei 1565 cm™!
zusammen, andererseits miissen zusétzliche Beitrige vorhanden sein, um die brei-
te Struktur im Infrarotspektrum zu erkliiren. Aufgrund der grofen Anderungen
im Amid I Bereich ist es recht wahrscheinlich, dass entsprechend Anderungen im
Amid IT Bereich dafiir verantwortlich sind. Die Ursache der Bandenschulter mit
dem auffélligen Dichroismus kann ohne zusitzliche Informationen allerdings nicht

gekldrt werden, da die mit p—polarisiertem Licht besser detektierbare Bande weder
fiir eine Amid II noch fiir eine Retinalbande spricht.

2 Dies duRert sich in dieser Abbildung nicht durch die Bandenhdhe, da die Kurven aufeinan-

de11c- skaliert wurden, ist aber am Signal/Rausch-Verhaltnis wihrend der Messung deutlich zu
erkennen.

*3Um die drei Messungen zu vergleichen, wurde die Basislinie bei allen drei Kurven korrigiert;

der Fluoreszenzuntergrund 18sst sich aufgrund seiner Breite gut abziehen, ist aber eher ein
Problem beim Signal/Rausch~Verhéltnis.
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Abbildung 5.22 Berechnete Differenzspektren von Bacteriorhodopsin einerseits
aus den polarisierten zeitaufgelosten Messungen in Abschnitt 5.1.4, andererseits
aus den Ramanmessungen in Abb. 5.21. Da das Resonanz—Raman-Spektrum nur
Retinalbanden zeigt, 13sst sich hiermit eine einfache Bandenzuordnung erreichen.

Die groRen Anderungen im Amid I Bereich, die in den Infrarotmessungen deut-
lich zu sehen sind, werden im Resonanz-Raman-Spektrum genauso wie die Asp 85—
Banden nicht detektiert (nicht gezeigt), so dass der dargestellte Messbereich aus-
reichend ist. Dagegen sind im Ramanspektrum die Absorptionen der Schiffschen
Base bei 1641 cm™! (Grundzustand) und 1621 cm™! (M) deutlich zu erkennen, die
entsprechenden Anderungen gehen in den Infrarotmessungen aber durch die groken

Banden im Amid I Bereich verloren.

5.3.2 Messungen an Halorhodopsin

Durchflussmessungen

Da die Informationen iiber die Schwingungsspektren von Halorhodopsin im Ver-
gleich zu Bacteriorhodopsin spérlich sind, bietet sich die Ubertragung der oben
auf BR angewandten Methode zur Bandenzuordnung auf HR an. Dementspre-
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Abbildung 5.23 Resonanz—Raman~Messungen an Halorhodopsin bei Anregungs-
wellenldngen von 568 nm und 752nm im Durchfluss. Da die Spektren bei einer
Chioridkonzentration von 0mol/l aufgenommen wurden, 14sst sich keine eindeu-
tige Bande der Schiffschen Base feststellen.

chend wurden Resonanz-Raman-Spektren von HR im Durchfluss zuerst bei einer
Chloridionenkonzentration von 0mol/l durchgefiihrt. Abb. 5.23 zeigt zwei Spek-
tren bei den Anregungswellenléingen von 568 nm und 752 nm. Die wichtige Frage
nach der Frequenz der Schiffschen Base-Schwingung im Bereich knapp oberhalb
von 1600 cm ™ bei einer besetzten Chloridbindestelle in der Nihe des Retinals [42]
lasst sich damit allerdings nicht bestimmen. Leider scheiterten alle Durchfluss-
messungen schon bei einer Chloridkonzentration von 1mol/l, da die Purpurmem-
branfragmente aggregieren und somit einen Fluss durch die Kapillare unméglich

machen. Um trotzdem ein Ramanspektrum messen zu kénnen, wurde an einem
Purpurmembranfilm gemessen.

Messungen an Proteinfilmen

Die Préparation zur Messung an einem Proteinfilm verlsuft analog zur Herstel-
lung der Proteinfilme auf den ATR-Kristallen (Abschnitt 4.1.3): Die Losung der
Membranfragmente wird auf einem Objekttriiger eingetrocknet und muss anschlie-
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Abbildung 5.24 Resonanz-Raman-Messungen an Halorhodopsin bei einer An-
regungswellenlinge von 568nm. Um eine hohe Chloridkonzentration einstellen
zu konnen, wurde ein Purpurmembranfilm durch Eintrocknen hergestellt und
anschliefend mit einer 3 M K Cl-Lésung (pH 6, 10 mM Phosphatpuffer) rehydra-
tisiert. Mit dem Immersionsobjektiv wurde der Tropfen angefahren und der Laser

auf den Film fokussiert.

Rend mit einer hochmolaren Salzldsung rehydratisiert werden, damit der Film sich
nicht ablgst. Das mit dem Immersionsobjektiv gemessene Ramanspektrum bei 3M
Chlorid ist in Abb. 5.24 dargestellt. Wegen der starken Ahnlichkeit zum Retinal
in BR liRt sich das Grundzustandsspektrum von HR leicht interpretieren. Die
Retinalbanden zeigen im fingerprint-Bereich die gleiche Auffalligkeit wie in den
Infrarotmessungen: Der linke Teil des Dreizacks fehlt und ist somit ebenfalls nicht
ramanaktiv. Die Frequenz der C=C-Doppelbindung liegt wie im Infraroten leicht
unterhalb der von BR bei 1522 cm—! und der zu noch hoheren Frequenzen liegen-
de Bereich zeigt ein analoges Muster und erlaubt das Ablesen der Frequenz der

Schiffschen Base-Schwingung bei 1631 cm™.

929



5 Ergebnisse und Diskussion

S

Abbildung 5.25 Photographie eines BR~Kristalls, die mit der integrierten cCD-
Kamera aufgenommen wurde. An dem Kristall wurde vor der Aufnahme ein
Raman-Spektrum gemessen, was sich an dem ausgebleichten Punkt zeigt. Aller-
dings ldsst sich damit die GroRe des Laserfokus auf ca. 2 um abschitzen.

5.3.3 Mikro-Raman-Spektroskopie an Proteinkristallen

Das Ramanspektrometer benutzt, wie in Abschnitt 4.2.1 beschrieben, sowohl fiir
die Fokussierung des Anregungslasers auf die Probe, als auch fiir das Sammeln des
gestreuten Lichtes einen integrierten Mikroskopaufbau. Damit erméglicht es die
Aufnahme eines Ramanspektrums bei kleinsten Probenvolumina. Im Folgenden
wird dies an Kristallen von Bacteriorhodopsin und Halorhodopsin?* demonstriert,
die Abmessungen im Bereich von 20 x 20 x 2um? besitzen.

BR—KTristalle

Abb. 5.25 zeigt die mit der integrierten ccD-Kamera aufgenommene Photographie
eines BR-Kristalls, der mit einem Objektiv mit 50facher VergréRerung vermes-
sen wurde. Der markierte, ausgebleichte Punkt im Kristall zeigt einerseits, dass
die Gréfe des Laserfokus im Bereich von 2pm liegt, andererseits aber auch ei-
ne Schwierigkeit bei stationdren Proben: Die deponierte Energie des Lasers ist so

?freundlicherweise iiberlassen von M. KOLBE ef. al. [42]
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Abbildung 5.26 Resonanz-Raman-Messungen an den Bacteriorhodopsin—
Kristallen von Abb. 5.25 bei zwei verschiedenen Anregungswellenlsngen.
Bei 413nm wird aufgrund der Resonanzbedingung im Wesentlichen das M-
Intermediat detektiert, 568 nm dagegen trifft genau in das Maximum der elek-
tronischen Absorption des BR Grundzustandes.

hoch, dass das Protein in den meisten Féllen geschédigt wird. Dies l3sst sich im
Fall von BR entweder durch die Verwendung des 752nm-Lasers verhindern, da
weit genug vom Absorptionsmaximum eingestrahlt wird, oder man beschrénkt die
Leistung des Lasers und die Messdauer auf vertrégliche Werte.

Abb. 5.26 zeigt zwei an diesen Kristallen aufgenommene Ramanspektren. Im
oberen Teil findet man das Spektrum bei einer Anregungswellenléinge von 413 nm,
bei der analog zu den BR-Durchflussmessungen in Abschnitt 5.3.1 fast ausschliefs-
lich das M-Intermediat detektiert wird. Ursache daflir ist im Wesentlichen die
maximal-resonante Anregung dieser Population mit dem Peak der elektronischen
Absorption bei 412nm. Das untere Spektrum zeigt mit einem C=C-Doppelbin-
dungsmaximum bei 1526 cm™! ein Ramanspektrum des Grundzustandes, das bei
einer Anregung von 568 nm gemessen wurde.

Im Rahmen des Signal/Rausch—Verhiltnisses stimmen diese Spektren gut mit
denjenigen aus den Durchflussmessungen iiberein (siche Abb. 5.21). Allerdings
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Abbildung 5.27 Resonanz-Raman—Messungen an Halorhodopsin—Kristallen mit
drei verschiedenen Anregungswellenldngen. Der Kristall in kubischer Lipidphase
wurde unter dem Mikroskop angefahren und anschliefend mit dem Laserfokus
im Inneren des Kristalls vermessen.

zeigen die Messungen an den Kristallen ein deutlich besseres Signal/Rausch~Ver-
haltnis, was darauf zuriickzufiihren ist, dass die Proteinkonzentration im Kristall-
verband maximal ist.

HR—Kristalle

Abb. 5.27 zeigt drei Resonanz-Raman—Spektren bei verschiedenen Anregungswel-
lenléingen, die mit dem Objektiv mit 50facher Vergroferung von einem einzigen
Kristall aufgenommen wurden. Die markierten Frequenzen der wichtigsten Retinal-
banden stimmen untereinander und mit den Messungen am Proteinfilm {iberein.
Allerdings ergeben sich vor allem im fingerprint-Bereich der C—C-Einfachbindun-
gen erhebliche Unterschiede in der relativen Signalhdhe. Beispielsweise ist die im
Infraroten gefundene negative Bande des Grundzustandes bei 1209 cm™! (siche
Abb. 5.12, Seite 80) kaum ramanaktiv und zeigt sich nur als Schulter, die aber in
den drei Spektren unterschiedlich stark ausgepragt ist.

Das Maximum der C=C-Bindung liegt in allen drei Messungen bei 1523 cm™1,
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der Frequenz des Grundzustandes, allerdings zeigt sich mit abnehmender Anre-
gungswellenléinge die Ausbildung einer breiten Schulter zu hoheren Frequenzen.
Gleichzeitig erkennt man einerseits die bessere Detektion der Absorption der Schiff-
schen Base, andererseits aber auch eine neu auftauchende Bande bei 1560 cm™!. Da,
die Kristalle in einer hochmolaren Chloridkonzentration gewachsen sind und bei
den Messungen im Infraroten festgestellt wurde, dass in diesem Fall das blauver-
schobene L-Intermediat mit einer Peakwellenldnge von 1553 cm™! angeregt wird,
ist eine Detektion dieses Zwischenzustandes nicht auszuschliefen. Die Bande bei
1560 cm™! im 458 nm—Spektrum kénnte der Retinaldoppelbindungsschwingung in
diesem Zustand entsprechen (Die Bande im Infraroten bei 1553 cm™! wird von An-
derungen im Amid II Bereich iiberlagert). Fiir dieses Argument spricht auch die
relative Hohe der kleinen Bande zwischen 1197 cm™! und 1166 cm™! im fingerprint—
Bereich, die dem positiven Peak bei 1188 cm ™" im IR-Spektrum entsprechen kénn-
te.

Dennoch ist es unwahrscheinlich, dass die extrem breite Schulter jenseits von
1523 cm™! bei Anregungen mit kiirzeren Wellenléingen vollstindig von einem oder
mehreren Intermediaten gebildet wird. Unter Umsténden handelt es sich um eine
in diesen Wellenldngenbereichen resonant angeregte Bande des Glastragers, der
charakteristische, sehr breite Ramanbanden zeigt.

5.34 Optische Falle mit Raman-Detektion

Der im vorigen Abschnitt benutzte Aufbau eignet sich neben der Detektion von
kleinsten Objekten auch zu deren Manipulation: Mit Hilfe eines intensiven Licht-
feldes lasst sich auf ein Objekt eine Kraft ausiiben, die im Fall eines fokussierten
Laserstrahls und einem Brechungsindex des Objektes, der hoher ist als der des
umgebenden Mediums, vom Fokus aus in alle Richtungen riicktreibend ist. Dies
wird in Abb. 5.28 fiir eine Auslenkung des Objektes nach unten demonstriert: Die
Impulséinderungen der Photonen durch Brechung an der Kugeloberfliche sorgen
aufgrund des Impulserhaltungssatzes fiir eine entgegengesetzte Kraftwirkung auf
die Kugel. Analoge Betrachtungen fiir Auslenkungen in alle Raumrichtungen zei-
gen, dass diese Kraft immer in Richtung des Laserfokus riicktreibend ist, so dass
mit der Kugelmitte im Fokus eine stabile Position erreicht ist. Damit eignet sich
diese Konfiguration einerseits als optische Falle, um Teilchen festzuhalten, anderer-
seits aber auch als optische Pinzette, um Objekte zu verschieben, zu deformieren
oder um Krifte auf sie einwirken zu lassen [91, 92]. Der im Rahmen dieser Ar-
beit benutzte Raman—Aufbau ermoglicht es, gleichzeitig ein Ramanspektrum von
diesen Objekten aufnehmen zu kénnen, um z.B. die eventuell induzierten Verén-
derungen spektroskopisch zu untersuchen.

Um diese Fahigkeiten der Apparatur zu demonstrieren, wurde versucht, Hefe-
zellen in ihrem Kulturmedium mit dem Laser bei einer Wellenlinge von 752nm
einzufangen. Bei dieser Wellenlénge ist einerseits die Energiedeposition in die Pro-
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Abbildung 5.28 Prinzip der optischen Falle: Die auf das zu fangende Objekt auf-
treffenden Laserstrahlen werden an der Grenzfliche gebrochen und &ndern damit
ihren Impuls. Fiir die zwei dufieren Strahlen sind diese Impulséinderungen sowohl
beim Eintritt als auch beim Austritt dargestellt. Werden die entsprechenden Vek-
toren aufaddiert, so ergibt sich eine Gesamténderung des Impulses der Photonen
nach unten und nach dem Impulserhaltungssatz somit eine Impulsénderung der
Kugel nach oben. Eine analoge Betrachtung in alle Raumrichtungen zeigt, dass
die Kraftwirkung in allen Féllen riicktreibend in Richtung des Laserfokus ist.

be und damit in das eingefangene Objekt relativ gering, andererseits 13sst sich mit
einem cut-off -Filter vor der beobachtenden ccp~Kamera das Laserlicht leicht un-
terdriicken.

Ein Tropfen des Mediums wurde auf einen Objekttriger gegeben und das Im-
mersionsobjektiv mit 90facher Vergréferung in die Losung gefahren. Per Hand-
steuerung des Objekttisches konnten die einzelnen, sparlich verteilten Hefezellen
verfolgt und eingefangen werden. Das Ergebnis eines solchen Versuches zeigt das
Photo in Abb. 5.29, das mit der eingebauten ccD-Kamera aufgenommen wurde.
Die ca. 5um grofe Hefezelle im Bild wird von dem nicht sichtbaren Laserstrahl
festgehalten. Die anhand von anderen vorbeischwimmenden Zellen beobachtbare
Strémung im Tropfen hat relativ hohe Kréfte auf die Zelle zur Folge. Trotzdem
reicht die am Objekt ankommende Leistung des Lasers aus?®, um die Zelle festzu-

25Die nutzbare Leistung ist bei diesem Experiment eingeschrénkt: Die Leistung des Lasers darf
am Notch-Filter (siche Abb. 4.5, Seite 50) ca. 120 mW nicht dauerhaft iiberschreiten. Von

104



5.3 Resonanz-Raman-Spektroskopie

Abbildung 5.29 Photographie einer im Laserfokus gefangenen Hefezelle. Ein Trop-
fen Kulturmedium wurde mit dem Immersionsobjektiv angefahren und mittels
Handsteuerung des xy-Tisches eine einzelne Zelle mit dem 752nm Laser einge-
fangen.

halten.

In Abb. 5.30 ist das Ramanspektrum der eingefangenen Zelle sowie des Kultur-
mediums bei der Anregungswellenlinge von 752nm dargestellt. Dazu wurde der
zur Beobachtung iiber die ccp-Kamera notige Strahlteiler aus dem Strahlengang
herausgefahren, um das riickgestreute Licht komplett in den Spektrographen und
auf den ccp~Chip zu bringen. Niitzliche Folge ist die Vervielfachung der vom Laser
auf das Objekt ausgeiibten Kraft, so dass ein Verlust der unbeobachteten Hefezelle
withrend der Messung unwahrscheinlich ist.

Die deutlichen Unterschiede in den Spektren von Abb. 5.30 bestitigen dies und
machen deutlich, dass die Detektion von Objekten mit einer Groke im Mikrome-
terbereich auch dann mdglich ist, wenn im Gegensatz zu den Kristallmessungen
von Abschnitt 5.3.3 die Probenkonzentrationen nicht maximal sind. Eine Zuord-
nung der einzelnen Banden ist aufgrund des Gemisches von Ramanbanden und
Resonanz-Raman-Banden einzelner Zellkomponenten nicht moglich.

dieser Leistung kommt allerdings nur ein Bruchteil an der Probe an, da einerseits Verluste
im Mikroskop auftreten, andererseits aufgrund der gleichzeitigen Beobachtung iiber die ccp~
Kamera ein Teiler im Strahlengang vorhanden sein muss, der nur extrem wenig Licht passieren
ldsst.
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Abbildung 5.30 Ramanspektrum einer Hefezelle bei einer Anregungswellenléinge
von 752nm. Die Zelle wurde vom anregenden Laser nach Abb. 5.29 gleichzeitig

festgehalten. Als Referenz zeigt die zweite Kurve das Spektrum des umgebenden
Mediums.
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6 Zusammenfassung

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse iiber die Zusammenhénge
zwischen Struktur und Funktion der Ionenpumpen Bacterio- und Halorhodopsin
fuRen auf den vorgestellten methodischen Weiterentwicklungen der Infrarot— und
Ramanspektroskopie: Ein gutes Signal/Rausch—Verhéltnis ist bei den polarisier-
ten zeitaufldsenden Messungen an BR Grundvoraussetzung und wurde durch die
Verwendung einer neuartigen, kommerziell erhiltlichen Diamant—~ATR-Zelle sowie
einer auf der Zeitachse logarithmisch getriggerten Datenaufnahme erreicht. An-
hand der zeitaufgelosten FTIR-Messungen an HR konnte demonstriert werden,
dass bei noch schwicheren Signalen eine einfache Ac-Kopplung der Datenaufnah-
me ohne groRe Anderungen am Spektrometer maglich ist. Die Kombination des
neu aufgebauten Ramanspektrometers mit zwei Lasern und insgesamt vier nutz-
baren Laserwellenléingen, die den gesamten sichtbaren Spektralbereich abdecken,
zeigt bei den vorgestellten Messungen an BR und HR im Durchfluss als auch an
einzelnen Proteinkristallen sein Potential bei der Zuordnung von Absorptionen zu
Schwingungsmoden.

Die ersten zeitaufgeldsten FTIR-Messungen mit polarisiertem Messlicht an BR
ermoglichen in der kinetischen Analyse eine ausgezeichnete Auftrennung in die
Intermediate, deren grofte Unterschiede im Gegensatz zu unpolarisierten Messun-
gen nicht in den Retinalbanden sondern im Amid I Bereich liegen. Gerade im
Ubergang vom M- zum N-Intermediat finden sich hier Absorptionséinderungen,
die aufgrund des starken Dichroismus auf Strukturénderungen des Proteinriick-
grates zuriickzufiihren sind und in unpolarisierten Messungen teilweise gar nicht
detektiert werden. Die anhand des Bandendichroismus berechneten Winkel der
Ubergangsdipolmomente der C—C-Einfachbindung des Retinals in L und N be-
stitigen durch signifikante Anderungen gegeniiber dem Grundzustand die aus den
Kristallstrukturen bekannte Streckung des Retinals im Bereich der Schiffschen Ba-
se. Die Winkelanalyse der C=0-Doppelbindungsabsorption von Asp 85 ermdglicht
in Kombination mit den Réntgenstrukturdaten des M-Intermediates erstmals die
Zuordnung des protonierten Sauerstoffs.

Die zeitaufldsenden FTIR-Messungen an HR analysieren die Chloridabhéngig-
keit der Photozykluskinetik bei verschiedenen Konzentrationen. Bei steigender Mo-
laritst kann eine Beschleunigung des L~Aufbaus bei frithen und ein verlangsamter
Zerfall bei spiten Zeiten festgestellt werden. Dabei zeigt sich bei einer Chloridkon-
zentration von 5mol/] eine Auftrennung des L-Zustandes in die Komponenten L;
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6 Zusammenfassung

und Ly, die sich vor allem im Amid I Bereich deutlich unterscheiden. Polarisierte
zeitaufgeldste Messungen bestitigen, wie im Fall von BR, Strukturdnderungen des
Proteinriickgrates am Ende des Zyklus als Ursache. Die Daten belegen eine Chlo-
ridionenaufnahme im Ubergang von K nach L; und eine Abgabe zwischen L, und
dem Grundzustand, im Gegensatz zum géngigen Literaturmodell.

Die Resonanz-Raman—Messungen an HR bei hoher Chloridkonzentration wur-
den analog zur ATR-Préparation an Purpurmembranfilmen durchgefiihrt und er-
moglichen eine Zuordnung der Retinalbanden des Grundzustandes einschlieflich
der Frequenz der Schiffschen Base-Schwingung. Damit {ibereinstimmende Spek-
tren, die an den Proteinkristallen von HR durchgefithrt wurden, welche auch der
Strukturbestimmung dienten [42], zeigen, dass diese in Ubereinstimmung mit den
Angaben des Kristallisationsmediums und der gefundenen Chloridbindestelle chlo-
ridbeladen sind. Abschliefend demonstriert eine festgehaltene Hefezelle in Kul-
turmedium die Eignung des Ramanmikroskops als optische Falle, die gleichzeitig
ein Ramanspektrum des gefangenen Objektes detektieren kann, und legt eine Er-
weiterung des Aufbaus zur Manipulation und paralleler Ramanbeobachtung der
Auswirkungen nahe.
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A Ergdnzungen zu Kapitel 4

A.1  Step-scan Messungen mit AC-Kopplung

Fiir die folgende Anleitung wird davon ausgegangen, dass die OS/2 Software Opus
2.3 auf dem Steuerungsrechner des Bruker IFS 66v installiert ist. Spatere Versio-
nen, bzw. Versionen fiir andere Betriebssysteme, zeigen unter Umsténden andere
Fehler oder Eigenschaften, die die hier teilweise notwendigen Umwege iiberfliissig
machen, bzw. neue verlangen.

Grundlegendes Problem ist es, die Kompatibilitdt von Referenz— und zeitauf-
geldster Messung zu gewdhrleisten. Dies ist nur moglich, wenn zwischen den beiden
Messungen der step-scan—Modus nicht verlassen wird (Die Benutzung des align—
Modus zwischen den Messungen sollte also vermieden werden!) und damit exakt
die gleichen Spiegelpositionen angefahren werden. Leider wird damit der Akquisi-
tionsspeicher zwischen den Messungen nicht gel6scht, was zur Folge hat, dass die
Anzahl der aufnehmbaren Zeitpunkte verringert werden muss (z.B. auf 500 statt
standardméRig 1000 im unteren Beispiel).

Ein Fehler in der Software verhindert, dass die elektronische Verstdrkung zwi-
schen den Messungen auf normalem Weg geéndert werden kann. Die Optik-Ein-
stellungen werden offensichtlich nicht neu ausgelesen. Dies ist der Grund fiir den
direct command entry GNS=x mit der entsprechenden Verstirkung von Faktor 27.

Im folgenden also die entsprechende Vorgehensweise:

1. Grundeinstellungen

Nur Interferogramme aufnehmen und speichern

Im align—-Modus die Peakposition speichern, sowie die DC-Verstarkung
bestimmen (s.u.)

In den FT—Parametern Mertz/No Peak Search einstellen

elektronische Verstarkung auf 1 setzen

Letzte Kontrolle im align—-Modus

2. Referenz-Interferogramm DC-gekoppelt messen

¢ DC-Kopplung gegebenenfalls einstellen
o Uber Direct command entry mit z.B. GNS=3 die DC-Verstérkung ein-

stellen.
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e Die Triggerverbindung zwischen Spektrometer und Laser trennen

¢ Step—scan mit folgenden Einstellungen starten

Time resolution
Number of time slices
Coaddition repeat count
Delay before experiment
Stabilisation delay
Experiment trigger
Sampling trigger

5us
100

10

0 ms
100 ms
intern
intern

3. Zeitaufgeloste Interferogramme AC-gekoppelt messen

o Interferogramme der Referenzmessung iiberpriifen

e Die Triggerverbindung zwischen Spektrometer und Laser wieder schlie-

fen

e Die Kopplung auf AC stellen

o Uber Direct command entry mit GNS=7 die AC-Verstirkung auf das
Maximum stellen. Im allgemeinen sollten die Signale so klein sein, dass

das Signal nicht iibersteuert wird.

e Step-scan mit folgenden Einstellungen starten

Time resolution
Number of time slices
Coaddition repeat count
Delay before experiment
Stabilisation delay
Experiment trigger
Sampling trigger

Sus

500

20

225ms  z.B.
2000 ms

intern

intern

Im Anschluss an die Messungen werden beide files fiir die Datenanalyse benétigt.
Genaueres dazu findet sich in Abschnitt 4.1.7 auf Seite 45.
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A.2  Zusammenfassung der Datenpunkte auf einer logarithmischen Skala

A.2 Zusammenfassung der Datenpunkte auf einer
logarithmischen Skala

Die logarithmisch #quidistanten Zeitschritte ergeben sich rekursiv durch:
tni1 = tn X 10% (A1)

Ein anderer Wert als 30 im Exponenten &ndert entsprechend die Dichte der Punkte.
Die Zusammenfassung der linear dquidistant aufgenommenen Daten erfolgt nach
folgendem Schema:

e Berechne die gewiinschten Zeitpunkte ¢, nach der obigen Formel unter Be-
riicksichtigung von 10 linearen Zeiten am Anfang. Mit letzterem wird sicher-
gestellt, dass am Anfang nicht mehr Punkte erzeugt werden, als wirklich
gemessen wurden. Nach der 10. Zeit werden dann aber immer mindestens 2
Messpunkte zusammengefasst und bilden einen gemittelten.

o Berechne das zu jedem logarithmischen Zeitpunkt ¢, gehtrende Zeitfenster
mit den Grenzen unten, und oben, nach:

unten, = #p,_1 X 1075 (A.2)
oben, = t, X 1075 (A.3)

also die logarithmische Mitte zwischen den ¢,’s.

e Mittle die aufgenommen Daten, die zwischen unten, und ¢, liegen auf einer
linearen Skala zum Punkt (Absunten,, tunten,).

e Mittle die aufgenommen Daten, die zwischen ¢, und oben, liegen auf einer
linearen Skala zum Punkt (Absobeny,, tobeny,).

e Lege, wiederum auf einer linearen Skala, eine Gerade durch diese beiden
Punkte und lese die Absorption am Zeitpunkt ¢ = ¢, ab.

Es ergeben sich die gemittelten und entsprechend interpolierten Daten fiir alle

logarithmischen Zeitpunkte ¢n. o
Da dieser Algorithmus nicht davon ausgeht, dass die Messpunkte dquidistant

aufgenommen wurden, lésst er sich auf beliebige Messreihen anwenden und wird
deshalb auch bei der Zusammenfassung von bereits quasi-logarithmisch aufgenom-

menen Werten benutzt.
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A.3 Numerische Beschreibung der Daten

Die Rohdaten seien in einer Matrix A abgelegt, die die Spektren in den Spalten
und die Zeitverliufe in den Zeilen enthilt. Eine Singulsrwertzerlegung liefert:

A=U.8.V (A4)

In Summenschreibweise ergibt dies unter der Voraussetzung einer diagonalen S-
Matrix, 5 signifikanter Komponenten und von Zeitverliufen, die sich durch eine
Summe von Expontialfunktionen darstellen lassen:

Ay = ) UySpVy, (A.5)
k
=~ Z UikSkV;gj (A6)
k<5
A
= Y Uy Ampge = (A7)
k<5 z
b
= Y ) UgAmpge = (A.8)
z k<5
A
= Ze Tz ZUikAmsz (A.9)
z k<5
Bildet man nun die Matrix der e-Funktionen
t.
R, =e 7 (A.10)
mit den einzelnen Zeitverldufen als Zeilen der Matrix, und die Matrix
Qi = Y UgpAmpy, (A.11)
k<5
80 ergibt sich
Ay = QiR (A.12)
Z

oder in Matrixschreibweise

A=Q-R (A.13)
In dieser reduzierten Darstellung, die aus dem Fit hervorgeht, ldsst sich die Ab-
sorptionsmatrix also darstellen als ein Produkt aus der Matrix der exponentiel-
len Zeitverldufe und der Matrix der sogenannten Amplitudenspektren Q. Nach
Gleichung A.11 ergibt sich Q aus einer Multiplikation von U, der Matrix der or-
thonormalen Basisvektoren des Spektrenraumes, mit der Matrix Amp aus den
Amplituden der Exponentialfunktionen der einzelnen Zeitverlaufe. Es entsteht ei-
ne neue Basis des Spektrenraumes, die im allgemeinen nicht orthogonal, geschweige
denn orthonormal ist, aber eine kinetische Grundlage hat: Setzt man beispielsweise
ein sequentielles kinetisches Modell als Grundlage voraus, so entsprechen die Am-
plitudenspektren in Q Differenzspektren zwischen den einzelnen Intermediaten.
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Fitprozedur

Wie in Gleichung A.7 deutlich wird, miissen die fiinf Zeitverldufe der signifikan-
ten Komponenten durch eine Summe von zmax Exponentialfunktionen dargestellt
werden. In Matrixschreibweise also

!
Amp - Exp = Vg, (A.14)
wenn Exp die Matrix ist, die die exponentionellen Verldufe der zmax verschiedenen
Zeitkonstanten in den Zeilen darstellt.

Die Matlab-toolbox solvopt benstigt nun fiir einen nichtlinearen Fit eine zu
minimierende Funktion, in unserem Fall die Summe der quadratischen Abweichun-
gen, wenn

Abweich = Amp - Exp - Vg, (A.15)
Die Parameter, die solvopt dabei variieren muss, beschrinken sich auf die Zeitkon-
stanten der Exponentialfunktionen in Exp, da die Amplituden der e-Funktionen
in einem linearen Zusammenhang stehen und somit analytisch berechnet werden
koénnen. Bei vorgegebenen 7’s ergibt sich per Regression genau eine optimale Lo-
sung fiir die Amplituden. Somit folgt aus Exp direkt die Matrix Amp und die zu
minimierende Funktion l3sst sich berechnen. Nach einem speziellen Algorithmus
variiert solvopt nun die Parameter und folgt dem Gradienten zu einer méglichst
guten Losung. Im Gegensatz zum linearen Fit der Amplituden kann allerdings eine
iibersehene, bessere Losung nicht ausgeschlossen werden.
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