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Kapitel 7

Die frihen Photozyklusintermediate

7.1 Experimente am nativen System: Magnetisch orien-
tierte PM

Zur Untersuchung der friithen Photozyklusintermediate von wt-bR waren neutraler pH-Wert
(pH7) und niedrige Temperatur (7' = 10°C) die geeigneten Bedingungen. Bei neutralem pH
besitzt das Protein eine aufserordentlich hohe Photostabilitit, was fiir die umfangreichen
polarisationsabhéingigen Messungen von grofer Wichtigkeit war. Die niedrige Temperatur
verlangsamt den Zerfall des K-Intermediates, der so besser zeitlich aufzulésen ist, und ver-
meidet die Artefakte der Uberlagerung des 13-cis Zyklus (siehe Kap. 6.5.3). Die magnetisch
orientierten PM-Proben sind optisch sehr homogen — das transmittierte Licht erleidet nur
geringe Streuverluste — und daher fiir die zeitaufgelosten Experimente bestens geeignet.
Fiir die hier dargestellten Ergebnisse wurde bei 11 verschiedenen Wellenldngen (410nm,
460nm, 490nm, 520nm, 543nm, 570nm, 590nm, 610nm, 635nm, 650nm, 670nm) gemes-
sen. Da die Intermediate K und L. im Vordergrund der Betrachtung standen, und fiir die
Bestimmung der C-Matrix sowieso nur die Daten bei \ > 500nm zu beriicksichtigen sind
(siehe Kap. 4.2.3), waren zusétzliche Messungen bei kiirzeren Wellenléngen nicht erforder-
lich. Bei den angegebenen Wellenldngen wurde jedoch mit hoher Genauigkeit gemessen: Bei
jeder dieser Wellenléngen wurde die Absorptionséinderung AA(A, 6, t) fiir 14 Polarisations-
winkel (# = —20°,...,110°) aufgenommen, mit zusétzlichen Messungen bei § = 0° und
f = 90° am Anfang und am Ende der Winkelserie. Zwischen den Messungen bei verschie-
denen Wellenlidngen erfolgte eine Kontrollmessung bei A = 570nm fiir § = 0° und 6 = 90°,
um nachtraglich eine Korrektur beziiglich der sich eventuell verdndernden Anregungsbedin-
gungen durchfiithren zu kénnen (siehe Kap. 6.2). Bei jeder gemessenen Zeitspur AA(A, 0, t)
wurde iiber jeweils 30 bis 50 Einzelblitze gemittelt, und anschliefsend erfolgte eine Reduktion
auf 10 Datenpunkte pro logarithmische Dekade.

Die polarisationsationsabhéingige Absorptionsdnderung AA(),#,t) ist in einer Hohenlini-
endarstellung fiir die Wellenlédngen A = 635nm (Abb. 7.1a) und A = 460nm (Abb. 7.1c)
gezeigt. Bei diesen Wellenldngen tritt der Einfluk der transienten Doppelbrechungsinde-
rung besonders deutlich hervor. Unmittelbar nach der Lichtanregung sind die Extrema bei
6 = 90° lokalisiert, bedingt durch einen grofen Beitrag des Lineardichroismus (AA(t) R(t))
und nur geringe Doppelbrechungsinderungen AAn(t). Im zeitlichen Verlauf bilden sich aber
Extrema bei € =~ 50° aus, die auf erhebliche Doppelbrechungséinderungen zuriickzufiihren
sind. Eine Anpassung der Datenfelder mit Gl.(4.10) liefert nur geringe Abweichungen, die im
frithen Zeitbereich maximal £3mOD betragen und mit fortschreitender Zeit abnehmen, da



90 7. Die friihen Photozyklusintermediate

AA(A8,t) [mOD] " — _
100 150 -- 170 Residuen [mOD]
a. 130 -- 150 7= 15 - 2.0
80+ 110 - 130 7 1.0 - 15
90 -- 110 8> / 05 - 1.0
601 70 - 90 BN Y [ 0.0 - 05
50 - 70 H -0.5 -- 0.0
40 30 -- 50 I 10 - -05
ko) I 10 - 30 B 15 - 10
S 201 I 10 - 10 Il 20 - 15
O I 30 - -10 25 - 20
= 07 I 50 - 30
2 -0 - 50
£ . Il o0 - -0
5, Residuen [mOD]
c » ~
2 l BA(L8,) [MOD] 20 - 25
= C. 15 - 2.0
© 15 -- 20
1] 1.0 - 15
= 10 -- 15 b
< A .
S f; = éo 0.0 - 05
* 5 -0 05 -- 0.0
B -10 - 5 [ -10 - -05
B 15 - -1.0
-5 - 10 —
20 - -15 -_2-5 o
30 - 25
-1 0 1 2 3 4 5 6
log (t/us) log (t/us)

Abbildung 7.1: Hohenliniendarstellung der polarisationsabhédngigen Absorptionsanderung
AA(), 0, t) einer magnetisch orientierten Probe, Sy & 0.47, pH7.0, T = 10°C. (a) A = 635nm,
(b) Abweichungen der Daten aus (a) vom Fit mit GI.(4.10), (c) A = 460nm, (d) Abweichungen
der Daten aus (c) vom Fit mit Gl.(4.10).

die logarithmische Datenreduktion bereits eine derartige Glattung der Daten bewirkt hat.
Die Abweichungen der Mefdaten beziiglich der Anpassung sind fiir die beiden Wellenldngen
635nm (Abb. 7.1b) und 460nm (Abb. 7.1d) ebenfalls als Hohenliniendarstellung gezeigt.
Zur Verdeutlichung der beteiligten Effekte — transienter Lineardichroismus und transiente
Doppelbrechungsinderung — sind aus den Datenfeldern von Abb. 7.1a bzw. Abb. 7.1c je-
weils drei Zeitpunkte herausgegriffen, bei denen die Absorptionsinderung in Abhingigkeit
des Polarisationswinkels betrachtet wird (Abb. 7.2). Die Streuung der Datenpunkte um die
Fitkurve ist fiir A = 635nm (linke Spalte von Abb. 7.2) viel kleiner als fiir A\ = 460nm (rechte
Spalte von Abb. 7.2), da die absoluten Abweichungen in der gleichen Gréfenordnung liegen
(vgl. Abb. 7.1b und Abb. 7.1d), die Signale bei A = 635nm aber erheblich gréfer sind als
bei A = 460nm. Fiir den Zeitpunkt ¢ = 140ns (Abb. 7.2a und Abb. 7.2b) ist die Absorp-
tionsdnderung AA(),0,t) eine monotone Funktion des Polarisationswinkels # im Bereich
von 0° < 6 < 90°, entsprechend gering ist der Beitrag der Doppelbrechungsénderung. Die
Fitkurve (durchgezogene Linien in Abb. 7.2) weicht nur wenig von der Kurve ab, die eine
fiktive Abhingigkeit in Abwesenheit von transienter Doppelbrechungséinderung beschreibt
(gestrichelte Linien in Abb. 7.2).

Fiir die spiteren Zeitpunkte ¢t = 14us (Abb. 7.2c und Abb. 7.2d) und t = 1.4ms (Abb. 7.2¢
und Abb. 7.2f) weist die Absorptionsinderung beim Polarisationswinkel # ~ 50° Minima
bzw. Maxima auf, die durch grofe Beitridge der Doppelbrechungséinderung zum Mefsignal
bedingt sind. Diesen Doppelbrechungséinderungen entsprechen Anderungen in der Phasen-
differenz AA@(t) von bis zu +6°. Bei geringen Absorptionsinderungen AA(\,t), wie z.B.
bei der Wellenldnge 460nm, die nahe des isosbestischen Punktes von Grundzustand und
M-Intermediat liegt, liefert die Doppelbrechungsénderung fiir # = 50° sogar den dominan-
ten Beitrag im MeRsignal AA(),6,t). Die gute Ubereinstimmung der Anpassung mit den
Mefdaten zeigt, daf auch die zeitaufgelsten Experimente durch eine Uberlagerung von Li-
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Abbildung 7.2: Ausschnitte der Datenfelder aus Abb.7.1a und 7.1c. Linke Spake (a,c,e):
A = 63bnm, Rechte Spalte (b,d,f): A = 460nm. (a,b) t = 140ns, (c,d) t = 14us, (e,f)
t = 1.4ms. —— Fitkurven, - - - - - fiktive Abhangigkeit in Abwesenheit von transienter Dop-
pelbrechungsidnderung.

neardichroismus und linearer Doppelbrechung beschrieben werden kénnen. Die Anpassung
des dreidimensionalen Datenfeldes AA(\, 6, ¢) mit G1.(4.10) liefert als Ergebnis die (isotro-
pe) Absorptionséinderung AA(\,t), den transienten Lineardichroismus AA(\,t) R(A,t) und
die transiente Doppelbrechungséinderung AAn(A,t). Mit den aus den Kontrollmessungen
bei 570nm ermittelten Korrekturfaktoren k| und k, wurden die Zeitspuren bei den unter-
schiedlichen Wellenlédngen unter Verwendung der Gln.(6.1,6.2,6.4) aufeinander abgeglichen.
Das Ergebnis ist in Abb. 7.3 dargestellt, wobei zur besseren Ubersicht fiinf Wellenlingen
ausgewahlt wurden.

Da die Zeitspuren AA(\, t) und AA(A, t)R(), t) auf den ersten Blick proportional erscheinen,
wurde auch die transiente Anisotropie R(\, t) dargestellt (Abb. 7.3¢c), die jedoch ein charak-
teristisches Verhalten zeigt. Eine exakte quantitative Interpretation kann aus den einzelnen
Anisotropiezeitspuren nicht abgeleitet werden, da weder die Spektren der Intermediate, noch
deren kinetische Parameter als bekannte Grofen vorauszusetzen sind. Einige qualitative Aus-
sagen iiber die Intermediatsanisotropien ergeben sich dennoch aus den Zeitspuren R(A,t), in
Verbindung mit den zugehdrigen Absorptionsinderungen AA(),t). Zur besseren Ubersicht
sind in Abb. 7.3c die interessanten Bereiche durch Késtchen markiert. Die Singularitidten
der Anisotropiezeitspuren sind mit den Nulldurchgingen von AA(\,t) korreliert und des-
wegen nicht relevant. Die folgenden qualitativen Ergebnisse lassen sich aus der transienten
Anisotropie ableiten: (1) Im Zeitbereich von etwa lms erreichen die Zeitspuren II bis V
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Abbildung 7.3: Ergebnis der Anpassung des Datenfeldes AA(\, 0,t) mit Gl.(4.10) fir fiinf aus-
gewsdhlte Wellenlangen. I: 410nm, II: 490nm, IlI: 520nm, IV: 570nm, V: 635nm. (a) (isotrope)
Absorptionsdnderung AA(A, t), (b) transienter Lineardichroismus AA(X,t)R(A, t), (c) transiente
Anisotropie R(\,t), (d) transiente Doppelbrechungsanderung AAn(A,t).

(A > 490nm) ungefihr denselben Wert von —0.15, der vermutlich dicht an der Grundzu-
standsanisotropie 7,z liegt. Der vom Betrag kleinere Wert der Zeitspur I (A = 410nm) weist
in Verbindung mit der positiven Absorptionsinderung (AA(410nm,1ms) > 0) darauf hin,
daf auch die Anisotropie des M—Intermediates betragsméifig kleiner ist als die des Grundzu-
standes. (2) Das gleiche Argument greift auch fiir das K-Intermediat, betrachtet man Zeit-
spur V (A = 635nm) im Zeitbereich von 200ns bis 2us. (3) Fiir das L-Intermediat sind die
Zeitspuren II bis IV (490nm, 520nm und 570nm) in einem Zeitfenster bei etwa 10us relevant.
Unter der Annahme, daf in diesem Zeitbereich nur das L-Intermediat mafgeblich ist, verein-
facht sich der Ausdruck fiir die transiente Anisotropie zu R = (Aprr — Avrmor) /(AL — Abr)-
Aus den Relationen

AA(490nm, 10us) > 0 > AA(520nm, 10us) >> AA(570nm, 10us)
R(490nm, 10ps) >> 1pr > R(570nm, 10us) >> R(520nm, 10us)

lakt sich dann der Schlufs ziehen, da 0 > r; > ryg, also dalk die Anisotropie des L—
Intermediates ebenfalls betragsmifig kleiner ist als 7.

Die Zeitspuren der transienten Doppelbrechungsinderung (Abb. 7.3d) sind in den ersten
zwei Zeitdekaden ziemlich verrauscht, doch im weiteren Verlauf (¢ > 10us) ergeben sich
glatte Kurven mit dhnlicher kinetischer Charakteristik wie bei der Absorptionsinderung
und beim transienten Lineardichroismus. Mit der Kramers—Kronig—Relation (Gl.(4.14)) 1kt
sich die spektrale Abhingigkeit der Doppelbrechungsinderung aus dem Lineardichroismus
AA(N t)R(A, t) fiir diskrete Zeitpunkte berechnen und mit den Daten, die direkt aus der
Anpassung der Polarisationswinkelabhéingigkeit gewonnen wurden, vergleichen. Dieser Ver-
gleich wurde fiir zwei Zeitpunkte, ¢ = 14us und ¢ = 1.4ms, durchgefiihrt (Abb. 7.4).
Da die Berechnung des Hauptwertintegrals dquidistante Stiitzstellen erfordert, wurden
AA(N t)R(A, t) durch einen Splinefit an die Datenpunkte in Abstédnden von 5nm inter-
poliert. Im kurzwelligen Spektralbereich fehlt natiirlich wichtige Information, so daf die
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Abbildung 7.4: Spektrale Abhangigkeit (a) des Lineardichroismus AA(A,¢)R(A,t) und (b) der
Doppelbrechungsanderung AAn(\, t) fiir t = 14pus (m) und t = 1.4ms (o). Symbole: Daten-
punkte, in (a): Splinefits an die Datenpunkte, in (b): Berechnung mit der Kramers—
Kronig—Relation Gl.(4.14) aus den Splinefits von (a).

berechnete Vergleichskurve mit systematischen Fehlern behaftet ist. Diese Fehler wirken
sich aber offenbar nicht auf den ganzen Spektralbereich aus, sondern fiihren lediglich zu
Abweichungen fiir A < 570nm (Abb. 7.4b). In diesem Spektralbereich kommt hinzu, daf
die Phasendifferenzen im Grundzustand A¢g()), die als feste Parameter in die Anpassung
mit GI.(4.10) eingehen, wegen ihres geringen Betrages (15° bis 20°) nur entsprechend unge-
nau aus der Gleichlichtmessung bestimmt werden konnten. Im langwelligen Spektralbereich
ergibt sich aber eine recht gute Ubereinstimmung, die zeigt, dak die Daten intrinsisch kon-
sistent sind.

Fiir die weitere Auswertung wurden nur die Absorptionsinderungen AA(A,¢) und der tran-
siente Lineardichroismus AA(\, t)R(A,t) verwendet, da die transienten Doppelbrechungs-
anderungen AAn(\,t) im vorderen Zeitbereich zu verrauscht sind und auferdem keine zu-
sitzliche Information liefern. Mit geeigneten Modellfunktionen (Gln.(4.18,4.19)), wurde nun
durch Variation von Zeitkonstanten, Exponenten (in den Potenzgesetzen) und Amplituden
eine globale Anpassung an die Zeitspuren AA(\, t) und AA(N, t)R(A,t) durchgefiihrt. Da
die ersten Datenpunkte der Zeitspuren im langwelligen Spektralbereich noch vom Abklingen
des Blitzdurchschlags iiberlagert sind, wurden diese frithen Zeitpunkte (¢ < 180ns) fiir die
Anpassung nicht beriicksichtigt. Verschiedene Kombinationen von Potenzgesetzen und Ex-
ponentialfunktionen wurden fiir die Modellfunktion angesetzt, wobei die beste Anpassung
mit einer minimalen Anzahl von freien Parametern mit zwei Potenzgesetzen (77 = 2.1us,
ny = 3.1 und 75 = 208us, ny = 2.1) und drei Exponentialfunktionen (73 = 3.6ms, 74 = 26ms
und 75 = 88ms) erreicht wurde. Eine grofere Anzahl von kinetischen Komponenten, bei-
spielsweise durch Ersetzen eines Potenzgesetzes durch zwei Exponentialfunktionen, fiihrte
zu keiner wesentlichen Verbesserung.

Die aus der Anpassung resultierenden Amplitudenspektren (B# und B¥) sind in Abb. 7.5
dargestellt. Abb. 7.6 zeigt die Abweichungen der Anpassung von den Datenfeldern AA(), t)
und AA(A,t)R(A,t) als Hohenliniendarstellung. Im langwelligen Spektralbereich gibt es
fiir kurze Zeiten relativ groke Abweichungen (6 — 7mOD) bei der Absorptionsinderung
(Abb. 7.6a). Diese Abweichungen sind aber moglicherweise ein Artefakt des Blitzdurchschla-
ges, der in diesem Spektralbereich einen besonders grofen Effekt verursacht. Daher schien
die Hinzunahme von einer weiteren kinetischen Komponente in diesem Zeitbereich nicht ge-
rechtfertigt. In den restlichen Bereichen betrugen die Abweichungen beziiglich AA (A, ¢) nur
+2mOD. Die Abweichungen beim transienten Lineardichroismus (Abb. 7.6b) sind absolut
betrachtet wesentlich kleiner als bei der Absorptionsinderung, was auf die Grofenordnung
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Abbildung 7.5: Ergebnis der globalen Anpassung: Amplitudenspektren (a) B4, (b) BZ. Kineti-
sche Komponenten, m: 71 = 2.1us, n; = 3.1, @ : 75 = 208us, ny = 2.1, & : 73 = 3.6ms, v :
T4 = 20ms, ¢ : 75 = 88ms.
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Abbildung 7.6: Hohenliniendarstellung der Residuen der globalen Anpassung von (a) AA(A,t)
und (b) AA(X, t)R(\, t). Die Wellenldngenskala ist nichtlinear.

der Anisotropie zuriickzufiihren ist. Die relativen Abweichungen sind jedoch im vorderen
Zeitbereich (bis etwa 100us) erheblich grofer.

Im néchsten Schritt wurden die asymptotischen Differenzspektren durch bestimmte Sum-
mationen iiber die Amplitudenspektren gebildet (siehe Gl.(4.24)), was algebraisch formuliert
Linearkombinationen der Spalten von B4 bzw. B® entspricht. Das erste Differenzspektrum
(k = 1) ist die Summation iiber alle Amplituden (j = 1, ..., 5), im zweiten fehlt die erste Am-
plitude (j = 2, ...,5), und im dritten tragen nur die letzten drei Amplituden bei (j = 3, ..., 5).
Diese asymptotischen Differenzspektren, die den Spalten der Matrizen B4 bzw. B® ent-
sprechen sind in Abb. 7.7, zusammen mit den zugehdrigen Anisotropien R := BE/B4,
dargestellt. Die bei den Zeitspuren von R(A,t) diskutierten charakteristischen Merkmale
finden sich auch in den Spalten von R (Abb. 7.7c) wieder. Die Anisotropie des dritten Diffe-
renzspektrums ist iiber einen grofen Wellenldngenbereich anndhernd konstant. Im Vergleich
zu diesem Wert sind die Anisotropiewerte des ersten Differenzspektrums im langwelligen
Spektralbereich vom Betrag etwas kleiner. Die Anisotropie des zweiten Differenzspektrums
verlduft im Bereich negativer Absorptionsdifferenz unterhalb und im Bereich positiver Ab-
sorptionsdifferenz oberhalb (in Abb. 7.7¢ nicht mehr im dargestellten Bereich) des dritten
Anisotropiespektrums.

Die Vertraglichkeit der Spalten von B4 mit den drei relevanten SVD-Basisspektren, die
sich aus dem zeitlich begrenzten Datenfeld AA(), %) (200ns < ¢ < 1.2ms) ergaben, wurde
{iberpriift. Dazu wurde die linke Seite der Gleichung S — B4 C' = 0 durch Variation der
Eintrige der Transformationsmatrix C' minimiert. Im Minimum betrugen die Abweichun-
gen weniger als 2 mOD.
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Abbildung 7.7: Asymptotische Differenzspektren: (a) B4, (b) B%. (c) Anisotropie R :=
Bf/B“. u: vor Relaxation 1, e : vor Relaxation 2, A : vor Relaxation 3.

Zur Berechnung der C Matrix sind in den Matrizen B4 und B zunichst die Zeilen zu
streichen, die den niedrigeren Wellenléingen (A < 500nm) zugeordnet sind. Mit GI.(4.43)
ergibt sich dann die dritte Spalte der C~'-Matrix:

(CE N =013 ; (€ Yyu=—067 ; (€ Y3 =292

Diese Spalte liefert mit G1.(4.44) und Gl.(4.45) die wellenléingenabhéngige bzw. die gewichte-
te mittlere Anisotropie des Grundzustandes (7pg = —0.145 4 0.001). Da die Zeitkonstanten
der Relaxationen jeweils um mindestens eine Zehnerpotenz verschieden waren, ist es ge-
rechtfertigt, mit G1.(4.41) aus (C~!); den Anteil der angeregten Molekiile zu bestimmen. Es
ergibt sich ein relativ hoher Wert von 1 = 0.420, der auf die isotrope Anregung bei diesen
Experimenten zuriickzufiihren ist. Ahnliche Werte wurden auch durch Doppelblitzexperi-
mente [Dic98| ohne die Verwendung von asymptotischen Differenzspektren gefunden.
Durch 7 ist auch die erste Spalte von C~! bestimmt und somit sind das Absorptionsspektrum
(Gl.(4.32)), die wellenléngenabhéngige Anisotropie (Gl.(4.34)) und die mittlere Anisotropie
(G1.(4.35)) des K-Intermediates zu berechnen. Wie die Betrachtung der Anisotropiezeitspu-
ren andeutete, ist die mittlere K-Anisotropie 7x = —0.14040.001 vom Betrag etwas kleiner
als die Grundzustandsanisotropie 7,z Da (C™1)y3 > 0 und (C 1)g3 < 0, liefert G1.(4.49)
eine untere Grenze fiir den Beitrag des K-Intermediats in den zweiten Spalten von BA
bzw. B®: z, > 0.082. Mit dieser Relation und G1.(4.41) als Nebenbedingungen und unter
Verwendung der Parametrisierung G1.(4.48) wurden die zweite Spalte von C~! und die zu-
gehorige Anisotropie durch Minimierung der linken Seite des Gleichungssystems Gl.(4.31)
ermittelt: zo = 0.082, x3 = 0.0, yo = 0.338, y3 = 0.077, 25 = 0.0, 23 = 0.343, r, = —0.132.
Die Anisotropie des L-Intermediates ry, ist identisch mit gewichteten mittleren Anisotropie
7 = —0.132 + 0.002.

Mit den Zeilen von B4 und B, die den niedrigeren Wellenléingen (A < 500nm) zugeordnet
sind, ergeben sich aus (C ') auch die Absorptionswerte (G1.(4.32)), die wellenléingenabhén-
gige Anisotropie (Gl.(4.34)) und die mittlere Anisotropie (Gl.(4.35)) des M—Intermediates.
Wegen der wenigen Wellenldngenpunkte im Absorptionsbereich von M ist jedoch nur der
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Anisotropiewert im Absorptionsmaximum 7,,(410nm) = —0.139 relevant, der Fehler wird
auf +0.003 abgeschétzt. Die Daten des kurzwelligen Spektralbereichs wurden nicht in das
Minimierungsverfahren einbezogen, da nicht unbedingt gesichert ist, daf die Anisotropien
des bR-Grundzustand und des L-Intermediates in den hoheren Absorptionsbanden iden-
tisch mit denen der Hauptabsorptionsbanden sind. Die Gleichlichtmessung (siehe Kap. 5.5,
Abb. 5.13d) schien dies zwar fiir den Grundzustand zu bestétigen, doch der Anisotropiewert
im Spektralbereich der hoheren Bande war mit einem relativ grofsen Fehler behaftet. Fiir
das L-Intermediat liegt dazu keine Information vor.

Die Absorptionsspektren und die Anisotropien der Intermediate und des Grundzustandes
sind in Abb. 7.8 dargestellt. Die Streuung der wellenléngenabhéngigen Anisotropien (Sym-
bole in Abb. 7.8b) um die gewichteten Mittelwerte (horizontale Linien in Abb. 7.8b) ist
verhdltnismafig gering und bestétigt damit den Auswertungsansatz und die einschrinken-
den Annahmen. Aus den mittleren Anisotropien der Intermediate und des Grundzustandes
1i8t sich der Polarwinkel des Ubergangsdipolmomentes beziiglich der Membrannormalen
in den Intermediaten berechnen. Unter der Annahme dafs dieser Winkel im Grundzustand
Opr = 70° [Hey77,Lin89| betriigt, ergeben sich mit G1.(2.29) in den Intermediaten die Winkel
O = 69.3+0.3°, 0, =68.3 +0.3° und 6y, = 69.2 + 0.5°.

Einen weiteren Beleg fiir die Giiltigkeit des Ansatzes liefert der Vergleich der Zeitspu-
ren (Abb. 7.8¢), die mit der C~Matrix aus B4 und AA (G1.(4.39)) bzw. B® und AAR
(G1.(4.40)) berechnet wurden. Fiir alle Intermediate ergibt sich gute Ubereinstimmung, und
in beiden Féllen ist die Summe der Konzentrationen von K,L und M in einem Zeitbereich
von t = 200ns bis ¢ = 800us nahe bei n = 0.42.
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Abbildung 7.8: Ergebnis der Auswertung: (a) Intermediatsspektren A, (b) Anisotropie der Inter-
mediate, Symbole: (r;)x, —— : 7;, (c) zeitlicher Verlauf der Intermediate, Symbole: Berechnung
aus AA(\,t) nach Gl.(4.39), — : Berechnung aus AA(\,t)R(\, t) nach GI.(4.40).m: K, e :
L, a: M. v : bR, ¢ in (c): Konzentrationssumme von K, L und M.
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7.2 Experimente am nativen System: PM in anisotrop
gequollenen Gelen

In Ergénzung der Experimente an magnetisch orientierten Proben wurden auch zeitauf-
geloste Messungen an PM in anisotrop gequollenen Gelen durchgefiihrt. Da die anisotrop
gequollenen Gele optisch weniger homogen sind und daher einen hoheren Streuuntergrund
aufweisen, sind diese Messungen sicherlich mit einem groferen Fehler behaftet. Der Einflufs
der Spannungsdoppelbrechung bewirkt auflerdem bei Polarisationswinkeln 6 ungleich 0°
oder 90° eine erhebliche Schwéachung des Meflichtes, was eine Verschlechterung des Signal—-
Rausch—Verhiltnisses nach sich zieht. Wegen dieser Nachteile wurden die Messungen bei
lediglich fiinf reprasentativen Wellenldngen (410nm, 490nm, 543nm, 570nm und 635nm)
durchgefiihrt. Ansonsten wurde ganz analog wie bei den Experimenten an magnetisch ori-
entierten Proben (siehe Kap. 7.1) vorgegangen: Die polarisationsabhéingige Absorptionsin-
derung AA(A, 0,t) wurde bei 14 Polarisationswinkeln aufgenommen, fiir jede Messung wurde
iiber 30 Einzelblitze gemittelt, und schlieklich wurde jede Zeitspur auf 10 Datenpunkte pro
logarithmischer Dekade reduziert. Kontrollmessungen bei 570nm dienten zur Ermittlung
der Korrekturfaktoren (siehe Kap. 6.2). Die Messungen erfolgten an einem Gel, das in einer
Halbmikrokiivette gequollen war und einen Ordnungsparameter S, von etwa —0.35 erreicht
hatte.

Bei der Auswertung der Mefdaten ergab sich zunichst das Problem, daf die polarisations-
abhingige Absorptionsinderung mit drei freien Parametern (AA(A,t), AA(A, t)R(A, t) und
A¢g(\ t)) in der Modellfunktion G1.(4.10) nicht angepaft werden konnte. Fiir die Phasen-
differenz A¢p(\) als festen Parameter war dabei der aus der zugehorigen Gleichlichtmessung
ermittelte Wert eingesetzt worden. Die Anpassung der polarisationsabhéingigen Extinktion
E(), 6) nach G1.(4.6) zeigte aber sehr gute Ubereinstimmung mit den Mefdaten (linke Spalte
von Abb. 7.9). Dennoch stellte sich heraus, daf eine Anpassung der polarisationsabhéingi-
ge Absorptionsinderung AA(A,#,t) nur moglich war, wenn eine Abweichung fiir A¢g())
beziiglich des aus der Gleichlichtmessung ermittelten Wertes zugelassen wurde. Dazu er-
folgte eine Anpassung von AA(\, 6,t) mit Adgr()) als zusétzlichem variablen Parameter,
wobei ein Zeitpunkt gewéhlt wurde (¢ = 1.8ms), bei dem die Mefsignale ihren groften Wert
annehmen. Die Anpassung mit A¢gr(A) und A¢g(A,t) als freie unabhéngige Parameter ge-
lingt offenbar nur, wenn die Phasendifferenzen ausreichend grof sind (A¢g > 90°). Bei den
magnetisch orientierten Proben (A¢r < 45°) war A¢g()) als fester Parameter fiir die An-
passung erforderlich, obwohl streng mathematisch in G1.(4.10) keine Abhéngigkeit zwischen
A¢p (M) und A¢g(A,t) vorliegt.

In der rechten Spalte von Abb. 7.9 ist klar zu erkennen, daf die Anpassung mit A¢g () als
freiem Parameter (durchgezogene Linie) gute Ubereinstimmung mit den MeRdaten liefert,
wihrend die Anpassung mit festem A¢g(A), das aus der Gleichlichtmessung bestimmt wor-
den war, betrichtliche Abweichungen zeigt (gestrichelte Linie). Die folgende Tabelle stellt
die Ergebnisse fiir A@¢g(A) aus den beiden Anpassungen gegeniiber, die angebenen Fehler
sind aus den Diagonalelementen der Varianz—Kovarianz—Matrix berechnet:

| X [ Age(N) aus E(),0) | Agg(N) aus AA(X, 6,1.8ms) |

410nm 180° £ 20° 160.3° £ 0.3°
490nm 138.2° £0.1° 152.0° £ 0.5°
543nm 119.5° £0.2° 130.8° £ 0.4°
d70nm 108.9° £ 0.2° 117.4° £ 0.6°
635nm 87.4° £ 0.1° 97.6° £ 0.9°
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Abbildung 7.9: Polarisationsabhangige Extinktion E(),#) (linke Spalte) und Absorptionsande-
rung AA(A, 0,1.8ms) (rechte Spalte) einer anisotrop gequollenen PM-Probe, Sy ~ —0.35, pH7,
T = 12°C. (a,b) 410nm, (c,d) 490nm, (e,f) 543nm, (g,h) 570nm, (i,j) 635nm. Symbole: Da-
tenpunkte, Linke Spalte : Anpassung mit Gl.(4.6), Rechte Spalte : Anpassung mit
Gl.(4.10) mit A¢g als freiem Parameter, Rechte Spalte - - - - - . Anpassung mit GI.(4.10) mit
festem A¢p aus der Anpassung der Gleichlichtmessung.

Die Ursache dieser Abweichungen ist jedoch unklar. Moglicherweise wurde durch den Quell-
prozel keine perfekte uniaxiale Symmetrie erreicht, die fiir die formale mathematische Be-
schreibung vorausgesetzt worden war. Die Behandlung der Lichtausbreitung in mehrachsigen
Systemen ist wesentlich aufwendiger und soll hier nicht weiter betrachtet werden.
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Der aus der Anpassung von AA(A,#,1.8ms) bestimmte Wert fiir A¢r(A) wurde fiir Zeit-
punkte von ¢t = 18us bis t = 180ms bestétigt, so dall die Anpassung des gesamten Da-
tenfeldes AA(), 6,1.8ms) mit diesem Wert als festem Parameter erfolgen konnte. Das Er-
gebnis der Anpassung, AA(\ 1), (AA(N t)R(A,t)) und AAn(A,t), nach Korrektur geméf
GIn.(6.1,6.2,6.4), ist fiir alle fiinf Wellenldngen in Abb. 7.10 gezeigt. Aus AA(A,t) und
AA(N t)R(A,t) wurde die transiente Anisotropie R(\,t) gebildet (Abb. 7.10c), die nun mit
den entsprechenden Zeitspuren aus dem Experiment mit der magnetisch orientierten Probe
verglichen werden kann.

Wegen des unterschiedlichen Vorzeichens des Ordnungsparameters Sy verlaufen die Aniso-
tropiezeitspuren konsequenterweise bei den beiden Experimenten mit entgegengesetztem
Vorzeichen. Da die Orientierung der gequollenen Probe weniger gut war, sind die Betrige
der Anisotropie entsprechend kleiner. Die charakteristischen Merkmale, die bei der magne-
tisch orientierten Probe festzustellen waren, finden sich auch bei der gequollenen Probe: (1)
Im ms—Bereich erreicht die Anisotropie bei allen Wellenldngen, auler A = 410nm, nahezu
den gleichen Wert (r,p ~ 0.12). Die 410nm—Anisotropiezeitspur nimmt im selben Zeit-
fenster etwas kleinere Werte an (& 0.11). (2) Ebenfalls kleinere Werte (= 0.10) sind bei
A = 635nm im Zeitbereich von 200ns bis 2us zu verzeichnen. (3) Bei t ~ 10us ergeben sich
die Relationen

R(490nm, 10us) << myr < R(570nm, 10us) < R(543nm, 10us)

Qualitativ zeigen die Anisotropiezeitspuren also eine gute Ubereinstimmung mit dem Ex-
periment an magnetisch orientierten PM.

Die Zeitspuren der transienten Doppelbrechungsinderung AAn(\, t) sind erstaunlicherweise
relativ glatt, wenn beriicksichtigt wird, daft die Amplituden im transienten Lineardichrois-
mus AA(X, t)R(A,t) nur etwa 40% beziiglich des Vergleichsexperiments an magnetisch ori-
entierten PM betrugen (vgl. Abb. 7.3b und Abb. 7.10b). Selbst im Zeitbereich ¢ < 1us sind
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Abbildung 7.10: Ergebnis der Anpassung des Datenfeldes AA(A, 6,t) mit GI.(4.10) fir die ge-
messenen Wellenldngen. |: 410nm, II: 490nm, Il1: 543nm, IV: 570nm, V: 635nm. (a) (isotrope)
Absorptionsdnderung AA(\, t), (b) transienter Lineardichroismus AA(\, t) R(A, t), (c) transiente
Anisotropie R(\,t), (d) transiente Doppelbrechungsidnderung AAn(\,t).
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die Werte bei den gemessenen Wellenldngen mit dem Zerfall eines Intermediates (K) konsis-
tent, das in der Absorption rotverschoben ist. Wegen der geringen Anzahl von Wellenldngen
kann aber keine genaue Kontrolle durch die Kramers-Kronig—Relationen erfolgen. Es sei nur
erwihnt, daR fiir ¢t &~ 10us bzw. ¢ ~ 1ms im Rahmen von £10% gute Ubereinstimmung mit
dem Vergleichsexperiment erzielt wurde.

7.3 Experimente am modifizierten System: Die Mutante
D96A

7.3.1 Standardbedingungen: Neutraler pH—Wert und Zimmertem-
peratur

Unter Standardbedingungen (pH7, T ~ 20°C) liegt der Zerfall des M-Intermediates bei
der Mutante D96A im Sekundenbereich, so dalk Mekzeiten von mindestens 10s erforder-
lich sind. Wegen der begrenzten Speichertiefe der Hardwarekomponenten zur Datenauf-
nahme sind deswegen die Abtastraten in beiden Aufnahmekanélen entsprechend (um et-
wa einen Faktor 10) zu reduzieren. Die schnellen Relaxationsprozesse, insbesondere der
Zerfall des K-Intermediates, konnen gegeniiber der Messung des nativen Systems folg-
lich nur mit einer schlechteren Zeitauflosung erfolgen. Um die Gesamtdauer einer sol-
chen Mefreihe auf ein verniinftiges Maf zu reduzieren, wurde die Absorptionsinderung
AA(M, 0,t) bei 12 Wellenldngen (390nm bis 650nm) und nur drei Polarisationswinkeln
(0 = 0°,45°,90°) gemessen, wobei iiber jeweils 30 Einzelblitze gemittelt wurde. Zur ge-
naueren Charakterisierung des L-Intermediates wurden zusétzliche Messungen fiir die drei
Wellenléingen A = 460nm, A = 490nm und A = 543nm bei acht Polarisationswinkeln
(0 = —20°,0°,20°,40°,50°,70°,90°,110°) durchgefiihrt.

Nach der iiblichen Reduktion auf 10 Datenpunkte pro logarithmische Dekade wurden aus
dem Datenfeld AA(A, 0, t) mit Hilfe von G1.(4.10) die Zeitspuren AA(A,t), AA(N t)R(A, t)
und AAn(A,t) ermittelt. Bei nur drei Polarisationswinkeln ergeben sich diese drei Zeitspuren
analytisch aus den gemessenen polarisationsabhéngigen Absorptionsianderungen. Eine gerin-
ge Drift der Anregungsintensitidten wurde durch die Korrektur mit Gln.(6.1,6.2,6.4) ausgegli-
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Abbildung 7.11: Hohenliniendarstellung der isotropen Absorptionsianderung AA(\,t) einer ma-
gnetisch orientierten Probe, D96A, Sy ~ 0.47, pH7.0, T = 20°C. Die Wellenldngenskala ist
nichtlinear.
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chen. Die Hohenliniendarstellung der isotropen Absorptionsianderung AA(A,¢) in Abb. 7.11
verdeutlicht die typischen Merkmale des Photozyklus der Mutante D96A: Im mittleren Zeit-
bereich (Ims < t < 100ms) treten nur geringe Variationen in der Absorptionséinderung auf,
die einen extrem langlebigen M-Zustand mit einem Absorptionsmaximum bei A = 410nm
anzeigen. Im langwelligen Spektralbereich weisen die relativ kleinen Anderungen fiir die
frithen Zeitpunkte (¢ < 1us) auf einen schnellen Zerfall des K-Intermediates hin. Positive
Absorptionsdnderungen im ps—Zeitbereich bis zu einer Wellenlédnge von A < 520nm spre-
chen fiir eine hohe Akkumulation des L-Intermediates. Folgeintermediate des M—Zustandes,
etwa ein im langwelligen absorbierendes O-Intermediat, sind nicht festzustellen.

Durch die Betrachtung der Zeitspuren AA(A,t) fiir fiinf ausgewidhlte Wellenlingen
(Abb. 7.12a) lassen sich diese qualitativen Aussagen iiberpriifen und quantifizieren. Die
aus AA(A,t) und AA(A t)R(A,t) (Abb. 7.12b) berechneten Anisotropiezeitspuren R(A\,t)
(Abb. 7.12c) geben dabei wichtige Zusatzinformationen. Alle dargestellten Anisotropiezeit-
spuren verlaufen fiir ¢ > 1ms bis in den Sekundenbereich, d.h. sogar iiber die Lebensdauer
des M-Intermediates hinaus, auf konstanten Werten. Folgeintermediate mit beziiglich des
Grundzustandes abweichenden Anisotropien sind folglich ausgeschlossen. Aus dem Vergleich
der Anisotropiewerte bei 410nm bzw. 570nm ergibt sich eine betragsmafig kleinere Aniso-
tropie fiir das M-Intermediat, in guter Ubereinstimmung mit den Messungen am nativen
System (vgl. Abb. 7.3). Die hohe Akkumulation des L-Intermediates zeigt sich insbesondere
in den Anisotropiezeitspuren bei 490nm und 543nm im Zeitfenster von 1lus < t < 10us,
wobei wiederum mit den Messungen am nativen System zu vergleichen ist. Da sich die
Extremalwerte gemaf folgender Relationen verhalten,

R,:(490nm) > Rpesa(490nm) > 7pp und  7pr > Ry (543nm) > Rpesa(543nm)

kann eine hohere L-Akkumulation bei DI6A gefolgert werden. Die Zeitspuren der transi-
enten Doppelbrechungsinderung AAn(\,t) (Abb. 7.12d) weisen fiir ¢ > 10us die gleiche
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Abbildung 7.12: Ergebnis der Anpassung des Datenfeldes AA(A,8,t) mit GI.(4.10) fir fiinf
ausgewahlte Wellenlangen. I: 410nm, II: 490nm, IlI: 543nm, IV: 570nm, V: 635nm. (a) (iso-
trope) Absorptionsdnderung AA(\,t), (b) transienter Lineardichroismus AA(A, t)R(A,t), (c)
transiente Anisotropie R()\,t), (d) transiente Doppelbrechungsdnderung AAn(\,t).
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zeitliche Charakteristik auf wie AA(\, t) bzw. AA(X, t)R(A, t). Obwohl die transiente Dop-
pelbrechungsénderung fiir alle Wellenléngen, aufter fiir 460nm, 490nm und 543nm, aus nur
drei Zeitspuren AA(), 6,t) hervorgegangen war, ergab sich ein relativ glatter zeitlicher Ver-
lauf. Um die Aussagekraft der Absolutwerte zu testen, wurde wieder der Vergleich mit der
Berechnung iiber die Kramers—Kronig—Relationen nach Gl.(4.14) fiir zwei diskrete Zeitpunk-
te herangezogen (Abb. 7.13). Fiir den frithen Zeitpunkt ¢ ~ 15us wurde eine Mittelung iiber
fiinf logarithmische Datenpunkte durchgefiihrt. Die numerische Berechnung erfolgte, wie in
Kap. 7.1 beschrieben, aus einem Splinefit an die Datenpunkte von AA(A, t)R(A, t), wobei die
Kurven fiir A = 690nm kiinstlich auf null gesetzt wurden. Die Ubereinstimmung zwischen
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Abbildung 7.13: Spektrale Abhingigkeit (a) des Lineardichroismus AA(A,t)R(A,t) und (b)
der Doppelbrechungsianderung AAn(\,t) fiir zwei diskrete Zeitpunkte, m : ¢ ~ 15us und o :
t = ldms. in (a): Splinefits an die Datenpunkte, in (b): Berechnung mit der
Kramers—Kronig—Relation Gl.(4.14) aus den Splinefits von (a).

den Datenpunkten und den berechneten Kurven ist fiir beide Zeitpunkte iiberraschend gut.
Durch die zusidtzlichen Wellenldngenpunkte bei 390nm und 430nm steht die Berechnung
hier auch fiir den kurzwelligen Spektralbereich auf einer besseren Grundlage im Vergleich
zur Mefreihe am nativen System, wo auf diese Wellenléngen verzichtet worden war (siehe
Abb. 7.4).

Fiir die weitere Datenanalyse wurde nun zunichst eine Singuldrwertezerlegung des kombi-
nierten Datenfeldes (AA, AAR)T durchgefiihrt. Dabei ergaben sich die folgenden Singu-
larwerte: s = {3.5973,0.6403,0.1523,0.0144,0.0106...}. Da der vierte Singuldrwert s, =
0.0144 weniger als 0.5% des ersten und weniger als 10% des dritten betrigt, werden nur die
ersten drei als relevant betrachtet. Das Ergebnis der SVD ist in Abb. 7.14 dargestellt: Die
drei relevanten Basisspektren S = UTD(s) (Abb. 7.14a) bzw. SE = (U®)TD(s) (Abb. 7.14b)
und die zugehorigen Zeitspuren V (Abb. 7.14¢). Aus den Basisspektren und ihrem zeitlichen
Verlauf 14t sich eine grobe Verkniipfung mit den Intermediaten ableiten. Im ersten Basis-
spektrum ist offenbar hauptsédchlich der Grundzustand und das M-Intermediat enthalten,
im zweiten Basisspektrum kommt das L-Intermediat hinzu, und im dritten {iberwiegt das
K-Intermediat. Eine vollstédndige und physikalisch plausible Losung auf der Grundlage der
Basisspektren und der zugehorigen Zeitspuren (siehe Gl.(4.52)) konnte jedoch nicht ermittelt
werden. Vermutlich ist das K-Intermediat wegen des schnellen Zerfalls unterreprisentiert,
so daf der Beitrag eines dritten linear unabhingigen Spektrums, dem eine nichtentartete
Anisotropie zugeordnet ist, nicht zum Tragen kommt.

Daher wurde hier ebenfalls der Weg iiber die asymptotischen Differenzspektren eingeschla-
gen. Diese wurden nun aber aus einer Anpassung der Zeitspuren der Basisspektren konstru-
iert. Die globale Anpassung von nur drei Zeitspuren gelingt wesentlich leichter, da die Abwei-
chungen iiberschaubar sind, und eine Abschitzung der Zeitkonstanten meist kein Problem
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Abbildung 7.14: Ergebnis der SVD des Datenfeldes (AA, AAR)T. (a) Basisspektren der isotro-
pen Absorptionsinderung: S = UTD(s), (b) Basisspektren des transienten Lineardichroismus:
St = (UR)TD(s), (c) zugehdrige Zeitspuren V, Symbole: Datenpunkte, Linien: Fitkurven. (d)
Residuen aus der globalen Anpassung der Zeitspuren. Zuordnung der Komponenten in (a,b,c):
m: 5 =3.5973, e : s = 0.6403, A : s3 = 0.1523.

darstellt. Als Gewichte der Zeitspuren sind die jeweiligen Singuldrwerte in der Anpassungs-
prozedur zu beriicksichtigen. Verschiedene Versuche mit Kombinationen von Potenzgesetzen
und Exponentialfunktionen zeigten, daf der vordere Teil des Photozyklus einschliefflich des
M-Aufbaus nicht mit zwei Potenzgesetzen anzupassen war, sondern eine zusitzliche Ex-
ponentialfunktion (7, = 38us)!, die zeitlich zwischen den Potenzgesetzen (1, = 0.45us,
ny = 3.8 und 73 = 280us, n3=2.9) zu lokalisieren ist, erforderlich war. Der M—Zerfall ist mit
drei Exponentialfunktionen (74 = 27ms, 75 = 800ms und 74 = 1.7s) anzupassen. Die aus
der Anpassung resultierenden Kurven sind in Abb. 7.14c iiber die Datenpunkte gelegt, die
zugehorigen Abweichungen sind in Abb. 7.14d dargestellt. Entsprechend der Gewichtung
mit den Singuldrwerten sind die Abweichungen fiir die dritte Zeitspur am grofiten.

Die Amplitudenmatrix G aus der Anpassung der Zeitspuren V liefert iiber Gl1.(4.59) nun die
Matrizen der Amplitudenspektren B4 und BZ, die wiederum durch entsprechendes Spal-
tenaufsummieren die Matrizen der asymptotischen Differenzspektren erzeugen. Als linear
unabhéngige Differenzspektren wurden die erste Spalte (vor Relaxation 1), die zweite Spal-
te (vor Relaxation 2) und die vierte Spalte (vor Relaxation 4) ausgewihlt und die restlichen
Spalten gestrichen. Durch diese Wahl sind die Zeitkonstanten fiir das Entstehen und den
Zerfall der Differenzspektren ausreichend getrennt?, und die Nebenbedingung Gl.(4.41) kann
als giiltig betrachtet werden.

Die asymptotischen Differenzspektren, d.h. die Spalten der Matrizen B4 bzw. BE, und die
daraus resultierende Anisotropie R := BR/ B sind in Abb. 7.15 dargestellt. Die spektrale
Abhéngigkeit ist wieder sehr dhnlich wie beim nativen System (vgl. Abb. 7.7). Die nahezu
konstante Anisotropie des dritten Differenzspektrums (d.h. das Differenzspektrum vor Re-
laxation 4) fiir A > 490nm spricht fiir eine hohe Akkumulation des M-Intermediates, das

!Die Indizierung der kinetischen Komponenten erfolgt nach der Grofe der Zeitkonstanten
2Die Relaxationen 2 und 3 sind quasi zu einer zusammengefafit.
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Abbildung 7.15: Asymptotische Differenzspektren: (a) B4, (b) BE. (c) Anisotropie R :=
Bf/B4. u : vor Relaxation 1, e : vor Relaxation 2, A : vor Relaxation 4.

in diesem Spektralbereich, also offenbar auch fiir A = 490nm, keinen Beitrag liefert. Die-
ser Anisotropiewert kann in guter Naherung als Grundzustandsanisotropie 7,z betrachtet
werden. Die drei Datenpunkte im kurzwelligen Spektralbereich haben ebenfalls fast iden-
tische Werte, jedoch einen kleineren Betrag, der in etwa die M—Anisotropie widerspiegelt.
Das Anisotropieverhalten des zweiten Differenzspektrums entspricht der Uberlagerung eines
Intermediates (L), dessen Anisotropie vom Betrag kleiner als die des Grundzustandes ist.
Deswegen liegen die Werte fiir 460nm < A < 520nm oberhalb von 7,z und fiir A > 543nm
unterhalb von 7z, entsprechend dem Vorzeichen des Differenzspekrums (BA)Q. Die Anisotro-
piewerte des ersten Differenzspektrums im langwelligen Spektralbereich streuen sehr stark,
was auf die Mingel des Extrapolationsverfahrens hinweist, wenn der K-Zerfall im Rahmen
der zeitlichen Auflésung zu schnell erfolgt. Fiir 490nm < A < 570nm ist das Verhalten aber
qualitativ im Einklang mit einer K—Anisotropie, die ebenfalls etwas kleiner als 7y ist.

Aus den asymptotischen Differenzspektren B4 und BE des Wellenléingenbereichs® \ >
490nm wurden durch Minimierung der linken Seite von Gl.(4.30) alle Koeffizienten der
C-Matrix und die Anisotropien rg, r;, und rpg simultan bestimmt. Dazu wurde die pa-
rametrisierte Form von der C~'~Matrix (G1.(4.47)) verwendet und als Nebenbedingungen
G1.(4.41) und G1.(4.42) angesetzt. Das Ergebnis der Minimierungsprozedur fiir C lautet:

_ 0.383 0.045 0.026
C = 0 0.336 0.042
0 0.002 0.315

Die Anregungseffizienz n = 0.383, die aber immer von den jeweiligen experimentellen Anre-
gungsbedingungen abhéngt, also nicht als systemspezifische Grofie zu verstehen ist, war dem-
nach um knapp 10% kleiner als beim Experiment am nativen System. Fiir die Anisotropien

3Bei der Mutante D96A ist es aufgrund des photostationiren M-Spektrums (siehe Abb. 5.13b) gerecht-
fertigt, auch fiir die Wellenlange A = 490nm keinen Absorptionsbeitrag des M—-Intermediates zuzulassen,
d.h. Ay (490nm) = 0. Die Anisotropie des dritten asymptotischen Differenzspektrums (siche Abb. 7.15)
deutet ebenfalls darauf hin, daft das M—Intermediat bei A = 490nm keine Beitrag zur Absorption liefert.
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ergab sich rx = —0.142, r;, = —0.133 und 7,z = —0.149. Aus den Spalten der Matrix C!
berechnen sich nach Gl.(4.32) die Intermediatspektren (A); und nach Gl.(4.34) die Anisotro-
pien der Intermediate als wellenldngenabhéngige Grofen, wobei die Streuung um die Aniso-
tropiemittelwerte eine Fehlerabschéitzung liefert: rx = —0.142 + 0.005, r, = —0.133 + 0.001
und 7pr = —0.149 + 0.001. Fiir das M—-Intermediat ergibt sich nach G1.(4.35) als mittlere
Anisotropie 7y = —0.139 + 0.001.

Die zeitlichen Verldufe der Intermediate sind nach Gl.(4.39) bzw. G1.(4.40) zu erhalten, wo-
bei wegen der fehlenden Folgeintermediate von M der ganze gemessene Zeitbereich betrach-
tet werden kann. Die Ergebnisse sind in Abb. 7.16 dargestellt. Die Intermediatsspektren
(Abb. 7.16a) sind den Spektren, die aus dem Experiment am nativen System bestimmt
wurden (vgl. Abb. 7.8a), sehr dhnlich. Die zugehorigen Anisotropien (Abb. 7.16b) fiir K, L
und M sind vom Betrag zwar nahezu gleich wie beim Wildtyp (vgl. Abb. 7.8b), die Werte
miissen aber auf einen im Betrag etwas groferen Grundzustandswert (r,g = —0.149 bei
D96A, gegeniiber 7,g = —0.145 bei Wildtyp) bezogen werden. Die aus den Anisotropien
mit G1.(2.29) berechneten Polarwinkel des Ubergangsdipolmoments sind demnach gering-
fiigig kleiner, wenn fiir den Grundzustand der gleiche Winkel (6, = 70°) angenommen
wird: O = 69.1 + 0.7°, 6;, = 68.0 == 0.2° und 0y, = 68.7 £ 0.2°. Der Wert fiir das M—
Intermediat stimmt gut mit dem Ergebnis aus der photostationdren Messung (vgl. Kap. 5.5,
O = 68.6 = 0.3°) iiberein. Das Spektrum des photostationdren M—Zustandes ist jedoch um
etwa 10% in der Absorption kleiner als das aus der transienten Messung resultierende.

Die zeitlichen Verldufe (Abb. 7.16¢) sind deutlich von denen beim Wildtyp verschieden (vgl.
Abb. 7.8c). Der wesentlich schnellere K-Zerfall — nach 2us betriagt die relative Konzentra-
tion nur noch 0.05 — ist nicht allein durch die um 10K hoéhere Temperatur zu erkliren.
Das L-Intermediat wird dadurch stirker akkumuliert. Die Modifikation (D96A) ist im zy-
toplasmatischen Kanal lokalisiert, der eigentlich nur bei der Reprotonierung der SB, also im
M-Zerfall, involviert ist. Insofern ist ein Einflufl auf die Kinetik der friithen Photozyklusin-
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Abbildung 7.16: Ergebnis der Auswertung: (a) Intermediatsspektren A, (b) Anisotropie der
Intermediate, Symbole: (r;)x, —— :7;, (c) zeitlicher Verlauf der Intermediate, Symbole: Be-
rechnung aus AA(\, t) nach Gl.(4.39), —— : Berechnung aus AA(\, t)R()\, t) nach Gl.(4.40).
m: K, e:L, A:M. v:bR, ¢in (c): Konzentrationssumme von K, L und M.



106 7. Die friihen Photozyklusintermediate

termediate nicht unbedingt plausibel. Die iiber fast 4 Dekaden konstante Restkonzentration
des K-Intermediates von 2-3% ist vermutlich ein Artefakt durch die fehlende Informati-
on im frithen Zeitbereich, wodurch das erste asymptotische Differenzspektrum nur relativ
ungenau zu bestimmen ist.

7.3.2 Effekte im schwach sauren Milieu bei Zimmertemperatur

Gegeniiber neutralem pH-Wert ist der M—Zerfall der Mutante D96A im sauren Milieu er-
heblich schneller. Bei pH4.7 und bei Zimmertemperatur (7' = 20°C) liegt die grofte Zeit-
konstante im Photozyklus von D96A bei etwa 100ms, so dak Mefzeiten von 1s ausreichend
sind, und die optimale Zeitauflosung der Apparatur ausgeniitzt werden kann. Da eine Ein-
zelmessung entsprechend kurz war, konnte ein Datenfeld AA(), 6,t) fir 13 Wellenldngen
(390nm bis 670nm) und acht Polarisationswinkel (# = —20°,0°,20°,40°, 50°,70°,90°,110°)
aufgenommen werden, gemittelt iiber jeweils 30 Einzelblitze. Die Anpassung des auf 10
Datenpunkte pro logarithmischer Dekade reduzierten Datenfeldes AA(A, 6,¢) mit G1.(4.10)
lieferte die Zeitspuren AA(A,t), AA(N, t)R(A,t) und AAn(\,t), die zusammen mit R(\,t)
fiir die fiinf ausgewihlten Wellenldngen in Abb. 7.17 dargestellt sind. Wie bei allen anderen
Mefreihen war eine Korrektur nach Gln. (6.1,6.2,6.4) erfolgt, um die Kurven bei verschie-
denen Wellenldngen auf gleiche Anregungsintensitit zu normieren.

Einige qualitative Aussagen lassen sich aus dem Vergleich mit der Messung bei pH7 (vgl.
Abb. 7.12) ableiten. Es muf jedoch beriicksichtigt werden, daf die Anregungseffizienz
der Mefireihe bei pH4.7 um etwa 12% groer war als in der Mefreihe bei pH7. Diese
Abschétzung ergab sich aus einem direkten Vergleich der Absorptionsinderungen beider
Proben (Daten nicht gezeigt). Wihrend die Absorptionsinderung AA(A,¢) im vorderen
Teil des Photozyklus (¢ < 500us) kinetisch kaum Unterschiede zeigt, ist der M—Zerfall
bei pH4.7 um etwa einen Faktor 10 schneller als bei pH7. Trotz hoherer Anregungseffi-
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Abbildung 7.17: Ergebnis der Anpassung des Datenfeldes AA(A,0,t) mit GI.(4.10) fur finf
ausgewahlte Wellenlangen. I: 410nm, Il: 490nm, IlI: 543nm, IV: 570nm, V: 635nm. (a) (iso-
trope) Absorptionsanderung AA(\,t), (b) transienter Lineardichroismus AA(X, t)R(A,t), (c)
transiente Anisotropie R(\,t), (d) transiente Doppelbrechungsidnderung AAn(\,t).
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zienz ist die maximale Absorptionsinderung bei A\ = 570nm in der Mekreihe bei pH4.7
sogar noch etwas kleiner (AA(570nm,2ms) = —0.2930D) als in der Mefkreihe bei pH7
(AA(570nm, 10ms) = —0.3000D). Das Verhiltnis der maximalen Absorptionsinderung
AA(410nm)/AA(570nm) betrégt bei pH7 ca. 0.61, gegeniiber 0.51 bei pH4.7. Diese Befun-
de deuten darauf hin, dafl der M—Zustand im sauren Milieu deutlich schwécher akkumuliert
wird und kinetisch von einem anderen Intermediat iiberlagert ist, das spektral nur we-
nig gegeniiber dem Grundzustand verschoben ist. Der zeitliche Verlauf der Anisotropien
(Abb. 7.17c) stiitzt eine solche Erklirung, da fiir ¢ > 1ms kein konstantes Verhalten wie
bei pHT7 (vgl. Abb. 7.12¢) festzustellen ist. Die Anisotropiekurve bei 490nm — hier ist der
relative Beitrag des iiberlagerten Intermediates offenbar am gréfiten — ist aufserdem deutlich
von den anderen Kurven (543nm, 570nm und 635nm) abgesetzt.

Die transienten Doppelbrechungsénderungen (Abb. 7.17d) zeigen ebenfalls, gegeniiber den
Messungen bei pH7, signifikante Unterschiede. Die Zeitspuren bei 490nm und 543nm ver-
laufen fiir ¢ > 1ms fast deckungsgleich. Der Vergleich der Mefdaten mit der Berechnung
aus dem transienten Lineardichroismus iiber die Kramers—Kronig—Relationen nach Gl.(4.14)
liefert sehr gute Ubereinstimmung. Abb. 7.18 zeigt die Spektren des Lineardichroismus
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Abbildung 7.18: Spektrale Abhingigkeit (a) des Lineardichroismus AA(A,¢)R(A,t) und (b)
der Doppelbrechungsianderung AAn(\,t) fiir zwei diskrete Zeitpunkte, m : ¢ &~ 14us und o :
t = 2.3ms. —— in (a): Splinefits an die Datenpunkte, —— in (b): Berechnung mit der
Kramers—Kronig—Relation Gl.(4.14) aus den Splinefits von (a).

AA(ANt)R(N,t) und der Doppelbrechungsinderung AAn(A,t) fiir die beiden Zeitpunkte
t = 14us und t = 2.3ms. Die relativ geringen Abweichungen besonders im langwelligen
Spektralbereich (Abb. 7.18b) sprechen fiir die hohe Genauigkeit der Mefmethode, wenn
Daten bei den oben angegebenen Polarisationwinkeln zur Verfiigung stehen.

Eine Singuldrwertezerlegung des kombinierten Datenfeldes (AA, AAR)T ergab die folgen-
den Singuldrwerte: s = {3.5073,0.5935, 0.2886,0.0307,0.0089...}. Der vierte Singuldrwert
sy = 0.0307 betragt nun bei dieser SVD fast 1% des ersten und ist noch deutlich groker
als der fiinfte. Daher wurde der vierte Singuldrwert fiir die weitere Auswertung mitbe-
riicksichtigt. Die SVD liefert neben den Singuldrwerten die vier relevanten Basisspektren
S = U'D(s) (Abb. 7.19a) bzw. S® = (U%)"D(s) (Abb. 7.19b) und die zugehérigen Zeit-
spuren V (Abb. 7.19¢). Aus den Zeitspuren ist zu erkennen, daf der vierte Singuldrwert
im vorderen Zeitbereich ¢ < 100us nur einen verschwindenden Beitag liefert, aber beim
Entstehen und beim Zerfall des M—Intermediates involviert ist. Der nichtmonotone Verlauf
der Zeitspuren des dritten und vierten Singulidrwertes im Zeitbereich des M—Zerfalls deu-
tet moglicherweise auf ein Nachfolgeintermediat hin, das vor Erreichen des Grundzustandes
transient besetzt wird.

Die globale Anpassung der vier Zeitspuren erfolgte mit derselben Modellfunktion wie bei den
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Abbildung 7.19: Ergebnis der SVD des Datenfeldes (AA, AAR)T. (a) Basisspektren der isotro-
pen Absorptionsinderung: S = UTD(s), (b) Basisspektren des transienten Lineardichroismus:
St = (UR)TD(s), (c) zugehdrige Zeitspuren V, Symbole: Datenpunkte, Linien: Fitkurven. (d)
Residuen der Komponenten sq, s; und s3 aus der globalen Anpassung der Zeitspuren. Zuordnung
der Komponenten in (a,b,c): m: 51 = 3.5073, @ : 55 = 0.5935, A : s3 = 0.2886, v : s4 = 0.0307.

Daten neutralen pH-Wertes, fiir den M—Aufbau zwei Potenzgesetze (11 = 0.42us, ny = 3.9
und 73 = 180us, n3=2.7) und eine Exponentialfunktion (7, = 22us), fiir den M—Zerfall war
jedoch eine Exponentialfunktion weniger erforderlich (74 = 33ms und 75 = 100ms). Die
Fitkurven sind in Abb. 7.19¢ zusammen mit den Datenpunkten gezeigt, die zugehorigen
Abweichungen der Komponenten s;, sy und s3 in Abb. 7.19d. Wegen des geringen Gewichts
sind die Abweichungen fiir die vierte Zeitspur um ein Vielfaches grofer, so dak der gewihlte
Bereich in Abb. 7.19d zur Darstellung nicht ausreichend wére.

Ganz analog wie bei der Auswertung der Daten neutralen pH-Wertes (vgl. Kap. 7.3.1) wur-
den die asymptotischen Differenzspektren, d.h. die Spalten von B4 (Abb. 7.20a) bzw. BER
(Abb. 7.20b), konstruiert und daraus die Anisotropie R berechnet (Abb. 7.20c). Das erste
und das zweite Differenzspektrum, sowie deren Anisotropieverldufe, weisen die gleiche Cha-
rakteristik auf wie die entsprechenden Spektren bei neutralem pH-Wert (vgl. Abb. 7.15).
Das dritte Differenzspektrum und dessen Anisotropie zeigen aber auffillige Unterschiede,
die schon bei den Zeitspuren AA(A,t) und R(A,t) (sieche Abb. 7.17) hervortraten und in
diesem Zusammenhang diskutiert wurden. Die ,Kriimmung“ der Anisotropiekurve im Wel-
lenldngenbereich 490nm < A < 670nm — der Datenpunkt bei 460nm liegt schon aufierhalb
des dargestellten Bereiches — zeigt die Uberlagerung mit einem Intermediat (L), dessen An-
isotropie im Betrag kleiner ist, als die des Grundzustandes.

Durch Minimierung der linken Seite von GI.(4.30) fiir den Wellenlangenbereich A > 490nm
wurden aus den asymptotischen Differenzspektren B4 und BZ die Eintrige der Matrix C
und die Anisotropien rg, r7, und r,g bestimmt, wobei die Nebenbedingungen Gl.(4.41) und
Gl.(4.42) verwendet wurden. Die Minimierungsprozedur fiihrte fiir C zu folgendem Ergebnis:

_ 0.447 0.029 0.013
C = 0 0407 0.184
0 0.011 0.250



7.3 Experimente am modifizierten System: Die Mutante D96A

109

0,2

0,1t

0,0

BA[OD]

0,1t
0,2t
0,3t

0,00

Anisotropie

-0,05¢
-0,10¢
-0,15¢
-0,20+
-0,25¢

L/

L4
A_p—t [ N—

L]
—A—,
\o\. A

-0,30

Abbildung 7.20: Asymptotische Differenzspektren: (a) B4, (b) B®. (c) Anisotropie R :

/kf;e Ajié
460 5 6

00 00
Wellenlange [nm]

700

BR [OD]

500 600
Wellenlange [nm]

ER/BA. m : vor Relaxation 1, e : vor Relaxation 2, A : vor Relaxation 4.

700

Die daraus resultierende Anregungseffizienz n = 0.447 war also um fast 17% grofer als beim

Experiment bei neutralem pH-Wert. Das Matrixelement (C)y3 = 0.184 gibt wie erwartet
den relativ hohen Beitrag des L-Intermediates zum dritten asymptotischen Differenzspek-
trum an. Fiir die Anisotropien ergab sich rx = —0.143, r;, = —0.136 und r,g = —0.150
aus dem Minimierungsverfahren, in Ubereinstimmung mit den gewichteten Mittelwerten
Tk = —0.143 £ 0.003, 7, = —0.136 £ 0.002 und 7, = —0.150 £ 0.001. Die mittlere An-
isotropie des M-Intermediates 7y, = —0.141 £ 0.001 wurde nach Gl.(4.35) bestimmt. Von
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Abbildung 7.21: Ergebnis der Auswertung: (a) Intermediatsspektren A, (b) Anisotropie der
Intermediate, Symbole: (r;)x, —— :7;, (c) zeitlicher Verlauf der Intermediate, Symbole: Be-
: Berechnung aus AA(\, t)R(\, t) nach Gl.(4.40).
m: K, e:L, A:M. v:bR, ¢in (c): Konzentrationssumme von K, L und M.

rechnung aus AA(\, t) nach Gl.(4.39),
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den geringen Abweichungen fiir . und M abgesehen sind diese Werte konsistent mit dem
Ergebnis bei neutralem pH-Wert und ergeben mit G1.(2.29) die Polarwinkel des Ubergangs-
dipolmomentes 0 = 69.1 +0.5°, 0, = 68.3 + 0.3° und 6 = 68.9 £ 0.2°.

Die aus C resultierenden Ergebnisse, die Intermediatsspektren, die wellenléingenabhéingigen
Anisotropien und die zeitlichen Verldufe der Intermediate, sind in Abb. 7.21 dargestellt. Die
Intermediatsspektren stimmen im wesentlichen mit denen bei neutralem pH-Wert {iberein.
Die wellenldngenabhéngigen Anisotropien (Abb. 7.21b) streuen nur wenig um die gewich-
teten Mittelwerte. Die Abweichungen beim K-Intermediat fiir 650nm und 670nm sind ver-
mutlich auf Fehler der Extrapolation zuriickzufiihren, fallen aber kaum ins Gewicht.

Die zeitlichen Verldufe der Intermediate (Abb. 7.21c), die sich aus der isotropen Absorp-
tionsénderung nach Gl.(4.39) bzw. aus dem transienten Lineardichroismus nach Gl.(4.40)
ergeben, sind zumindest im vorderen Zeitbereich nahezu identisch. Die Konzentrationszu-
nahme des K-Intermediates im spéten Zeitbereich ist ein Artefakt, der durch die Reduktion
auf nur drei asymptotische Differenzspektren zu erkliaren ist. Vermutlich handelt es sich hier
um ein rotverschobenes Nachfolgeintermediat des M—Zustandes. Fiir die friithen Intermedia-
te hat dies jedoch keine Bedeutung. Die Gesamtkonzentration von K, L. und M bleibt bis
fast 10ms auf einem nahezu konstanten Wert, der der Anregungseffizienz entspricht.

7.3.3 Temperatureffekt im schwach sauren Milieu

Die Erniedrigung der Temperatur fiihrt bei den meisten chemischen Reaktionen, wie auch
bei den thermischen Relaxationsprozessen im bR-Photozyklus, zu einer Abnahme der mikro-
skopischen Raten. Bei Gleichgewichtsreaktionen ist damit i.allg. auch eine Verschiebung des
Gleichgewichts verbunden. Um den Einfluf eines solchen Verhaltens auf die polarisationsab-
héngige Absorptionsinderung zu studieren, wurde die saure D96A-Probe (vgl. Kap. 7.3.2)
auch bei einer Temperatur von 7' = 10°C untersucht. Der verlangsamte Photozyklus erfor-
derte Mefzeiten von 2s. Messungen bei hoheren Temperaturen wurden wegen des Artefaktes
durch 13-cis Uberlagerung (vgl. Kap. 6.5.3) nicht durchgefiihrt. Die Absorptionsinderung
AA(N, 0,t) wurde fiir 13 Wellenléingen (390nm bis 670nm) bei nur drei Polarisationswinkeln
(0 = 0°,40°,90°) gemessen, gemittelt wurde hierbei iiber 50 Einzelblitze. Die Behandlung
der Mefdaten war ganz analog wie in den beiden vorangegangenen Kapiteln, daher werden
die Ergebnisse in etwas gestraffter Form dargestellt.

Bei der isotropen Absorptionsinderung (Abb. 7.22a) ist zu erkennen, daf die Tendenz
der pH-Abhéngigkeit (von pH7 nach pH4.7 bei T = 20°C) bei Temperaturerniedri-

e — e S —
O'L:xx a. -0,05} b. ]
0,0 pmie—r e e 3 0,10} | X] ]

— o
8 R 8 ] I
g 0,1, 8 -0715’1,,‘_* um,;;;gmmxf*‘.m_ e -"‘**iiu;;;u;;:. -
SEERL RS i . ™ £ 0200 T
'O,Zj ,,,,,,, 1l M ‘ﬂ,""’ 7“4* 1 _0125 [ Sy , N !
,,,,,,, IV ceennnn V :
_0’3 L L L L L L L _0’30 L L L Load L L L
10° 10! 10% 10° 10* 10° 10° 10° 10! 10% 10° 10* 10° 10°
Zeit [us] Zeit [us]

Abbildung 7.22: Berechnete Zeitspuren aus AA(A, 0°,¢) und AA(),90°,¢) fir finf ausgewahlte
Wellenlangen. I: 410nm, 1l: 490nm, III: 543nm, IV: 570nm, V: 635nm. (a) (isotrope) Absorp-
tionsanderung AA(\,t), (b) transiente Anisotropie R(\,1).



7.3 Experimente am modifizierten System: Die Mutante D96A 111

gung gewissermafen fortgesetzt wird. Das Verhéltnis der maximalen Absorptionsinderung
AA(410nm)/AA(570nm) betrdgt nur noch ungefihr 0.47. Die Absorptionséinderung bei
490nm ist im ms—Bereich deutlich kleiner als bei 635nm, wiahrend bei 7' = 20°C nur eine
geringe Differenz auftrat (vgl. Abb. 7.17a). Die Anisotropiezeitspuren (Abb. 7.22b) zeigen
im ps—Bereich die typische Charakteristik der Mutante D96A, die offenbar nur wenig von
den dufieren Bedingungen abhéngt. Im Zeitbereich fiir ¢ > 1ms sind die Anisotropiezeitspu-
ren dagegen empfindlicher von den Bedingungen abhingig und zeigen mehr oder weniger
starke Abweichungen vom konstanten Verlauf. Die Anisotropiezeitspur bei 490nm ist noch
deutlicher von der 570nm—Kurve abgesetzt und laft auf einen entsprechend gréfieren Bei-
trag des L-Intermediats schliefen.

Die Singuliirwertezerlegung des kombinierten Datenfeldes (AA, AAR)T lieferte die Singu-
larwerte s = {2.6912,0.5162,0.3829, 0.0417,0.0101 .. .}. Der vierte Singulérwert s, = 0.0417
betriagt in diesem Falle fast 1.5% des ersten und ist daher auch als relevant zu betrachten.
Die vier Basisspektren S = UTD(s) (Abb. 7.23a) bzw. S® = (U®)"D(s) (Abb. 7.23b) und
die zugehorigen Zeitspuren V (Abb. 7.23¢) weisen eine vergleichbare Charakteristik auf wie
bei T = 20°C (vgl. Abb. 7.19). Die globale Anpassung der vier Zeitspuren aus (Abb. 7.23c)
erfolgte wieder mit zwei Potenzgesetzen (71 = 0.80us, ny = 3.5 und 73 = 340us, ng=2.2) und
drei Exponentialfunktionen (7o = 48us, 74 = 68ms und 75 = 170ms). Die Abweichungen
der Anpassung beziiglich der Daten sind fiir die Komponenten s;, s, und s3 in Abb. 7.23d
dargestellt. _ _

Die aus den asymptotischen Differenzspektren B4 (Abb. 7.24a) und B® (nicht gezeigt)
gebildete Anisotropie R (Abb. 7.24b) zeigt in den beiden ersten Komponenten kaum Ab-
weichungen gegeniiber der Messung bei 7' = 20°C. Die dritte Komponente 14afst jedoch die
Tendenz des zunehmenden Beitrages des L-Intermediates erkennen (vgl. Abb. 7.20c). Die
,2Krimmung®“ der Anisotropiekurve im Wellenldngenbereich 490nm < A < 670nm ist noch
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Abbildung 7.23: Ergebnis der SVD des Datenfeldes (AA, AAR)T. (a) Basisspektren der isotro-
pen Absorptionsinderung: S = UTD(s), (b) Basisspektren des transienten Lineardichroismus:
S® = (UR)"D(s), (c) zugehdrige Zeitspuren V, Symbole: Datenpunkte, Linien: Fitkurven. (d)
Residuen der Komponenten s;, s, und s3 aus der globalen Anpassung der Zeitspuren. Zuordnung
der Komponenten in (a,b,c): m: 51 = 2.6912, @ : 55 = 0.5162, A : s3 = 0.3829, v : s4 = 0.0417.
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Abbildung 7.24: Asymptotische Differenzspektren: (a) B4, (b) Anisotropie R := B%/B*. u
vor Relaxation 1, e : vor Relaxation 2, A : vor Relaxation 4.

verstarkt und der Datenpunkt bei 460nm liegt nun auf der anderen Seite der Singularitét.
Das Minimierungsverfahren liefert die Eintrige der C-Matrix:

_ 0.436 0.050 0.024
C = 0 0.381 0.208
0 0.005 0.204

Es ergibt sich also eine Anregungseffizienz von n = 0.436. Die Matrixelemente (6)23 =0.208
und (6)33 = 0.204 ergeben nahezu gleiche Beitrdge von L und M zum dritten asymptoti-
schen Differenzspektrum. Fiir die Anisotropien ergab sich rx = —0.143, rp, = —0.137 und
rpg = —0.150 aus dem Minimierungsverfahren, die mittleren Anisotropien wurden nach
G1.(4.35) bestimmt: 7 = —0.143 4 0.003, 77, = —0.137 £ 0.001, 7,z = —0.150 £ 0.001 und
Far = —0.141 4 0.003. Diese Werte sind in guter Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der
Messung bei 7 = 20°C und fiihren auf folgende Polarwinkel des Ubergangsdipolmomentes:
Ok = 69.1 +0.5°, 0 = 68.4 +0.2° und ), = 68.9 + 0.5°.
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Abbildung 7.25: Ergebnis der Auswertung: (a) Intermediatsspektren A, (b) Anisotropie der
Intermediate, Symbole: (r;),, —— :7;, (c) zeitlicher Verlauf der Intermediate, Symbole: Be-
rechnung aus AA(\, t) nach GI.(4.39), —— : Berechnung aus AA(\, t)R(\, t) nach GI.(4.40).
n: K, e:L, a:M v:bR, ¢in (c): Konzentrationssumme von K, L und M.
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Die Intermediatsspektren (Abb. 7.25a) sind ebenfalls praktisch unverindert. Dagegen ist
der Einfluf der Temperatur in den zeitlichen Verldufe der Intermediate (Abb. 7.25¢) klar zu
erkennen. Da alle Relaxationen langsamer ablaufen, 145t sich vor allem der K—Zerfall besser
verfolgen. Der erneute Anstieg in der Zeitspur des K-Intermediates, der einem Nachfolgein-
termediat von M zuzuordnen ist (vgl. Abb. 7.21c¢), ist offenbar durch den niedrigen pH-Wert
bedingt. Die relative Konzentration des L-Intermediates ist zu jedem Zeitpunkt grofer als
die des M—Intermediates. Im vorderen Zeitbereich gibt es keine signifikanten Abweichungen
zwischen der Berechnung aus der isotropen Absorptiondnderung (Gl.(4.39)) und aus dem
transienten Lineardichroismus (Gl.(4.40)). Das Kriterium der Konzentrationserhaltung ist
ebenfalls ndherungsweise erfiillt.

7.4 Ergebnisiibersicht zu den friihen Intermediaten

Die frithen Photozyklusintermediate wurden an orientierten PM von Wildtyp bR bzw. der
Mutante D96A unter verschiedenen Bedingungen (siehe Kap. 7.1 bis 7.3.3) untersucht. Uber
den M-Zustand wurde auch Information aus einer photostationiren Messung gewonnen (sie-
he Kap. 5.5). Die wichtigsten Ergebnisse sollen hier vergleichend dargestellt werden.

Die Intermediatsspektren, die aus den verschiedenen Experimenten resultierten, wurden auf
die gleiche Grundzustandsabsorption bei A = 570nm normiert und sind separat fiir jedes
Intermediat in Abb. 7.26 gezeigt. Das Spektrum des bR-Grundzustandes, welches aus der
Gleichlichtmessung bestimmt wurde, ist fiir alle Proben nahezu identisch (Abb. 7.26d). Beim
K-Spektrum (Abb. 7.26a) stimmen die Absorptionswerte im Maximum bei etwa 590nm sehr
gut iiberein, nur in den Flanken gibt es Abweichungen von maximal 10%. Das K-Spektrum
von Wildtyp ist um ca. 5nm gegeniiber den K-Spektren von D96A rotverschoben. Die
K-Spektren von D96A sind in der kurzwelligen Flanke vollig identisch, wiahrend das K-
Spektrum aus der Messung bei pH7 und 7" = 20°C in der langwelligen Flanke um etwa
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Abbildung 7.26: Intermediatsspektren aus den verschiedenen Experimenten (a) K, (b) L, (c) M,
(d) Gleichlichtspektrum des bR-Grundzustandes bei 7" = 20°C'. w : Wildtyp, pH7, T = 10°C’ e :
D96A, pH7, T = 20°C; A : D96A, pH4.7, T' = 20°C; v : D96A, pH4.7, T = 10°C’; o: D96A,
pH8, T~ 20°C', M—Zustand photostationar.
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30 — 40mOD grokere Werte aufweist als die K—Spektren aus den beiden Messungen bei
pH4.7. Es ist nicht auszuschliefen, daf der niedrigere pH-Wert zu einer Anderung des
inneren Feldes fithrt und so eine elektrochrome Verschiebung nachsichzieht. Das Absorp-
tionsmaximum des L-Spektrums (Abb. 7.26b) liegt fiir alle Proben bei (542 + 1)nm, die
Maximalwerte sind aber um bis zu 10% verschieden. Das L-Spektrum von Wildtyp hebt
sich durch systematisch kleinere Absorptionswerte von den L—Spektren der Mutante D96A
ab. Im Absorptionsmaximum des M-Spektrums (Abb. 7.26c) bei 410nm stimmen die Er-
gebnisse aus allen zeitaufgelosten Messungen bis auf +2% iiberein. Dagegen ist der Absorp-
tionswert des photostationdren M—Zustandes um etwa 15% kleiner. Da eine unvollsténdige
M-Akkumulation bei der photostationdren Messung ausgeschlossen werden konnte (siehe
Kap. 3.2.3), deutet diese Abweichung darauf hin, dak transienter und photostationirer M-
Zustand in der Chromophorumgebung nicht véllig identisch sind.

Bei den zeitaufgelosten Messungen konnte fiir jede Mefsreihe unter Verwendung des Grund-
zustandsspektrums die Anregungseffizienz 1 aus einer Erhaltungsbedingung (Gl.(4.41)) er-
mittelt werden. Die Giiltigkeit der Erhaltungsbedinung war jedoch dadurch eingeschrankt,
daf die Zeitkonstanten fiir die Ubergiinge zwischen den betrachteten Mischzustéinden ausrei-
chend getrennt sein mufiten. Da es aus praktischen experimentellen Griinden nicht moglich
war, alle Mefreihen bei exakt den gleichen Anregungsbedingungen durchzufiihren, ergaben
sich unterschiedliche Werte fiir die Anregungseffizienz. Es stellt sich natiirlich die Frage, ob
diese Werte aus Experimenten unter unterschiedlichen Bedingungen konsistent sind. Um
die Mefreihen beziiglich der Anregungsbedingungen abzugleichen, wurden Vergleichsmes-
sungen der isotropen Absorptionsinderung bei 570nm herangezogen. Die Maximalwerte
dieser Messungen sind in Tab. 7.1 den entsprechenden Werten aus den analysierten Mefrei-
hen gegeniibergestellt.

Unter der Annahme, dafs die Anregungseffizienzen fiir Wildtyp und D96A identisch sind
und nicht von den dufieren Bedingungen (pH-Wert und Temperatur) abhidngen, ergibt das
Verhéltnis der maximalen Absorptionswerte ein Maf fiir den Anteil der angeregten Mo-
lekiile. Damit lassen sich nun die Mefkreihen bei unterschiedlichen Anregungsbedingungen
vergleichen. Als absolute Bezugsgrofe wurde der Wert der Anregungseffizienz aus der Er-

Wildtyp, pH7 | D96A, pH7 | D96A, pH4.7 | D96A, pH4.7
T =10°C T =20°C T =20°C T =10°C
AApmaz (570nm) [OD]
gleiche Anreg.bed. -0.332* -0.347 -0.300 -0.290
AApmaz (570nm) [OD]
spezif. Anreg.bed. -0.332 -0.300 -0.293 -0.261
1 durch
Vgl. von AA,q,(570nm) 0.420* 0.363 0.410 0.378
n
nach Gl1.(4.41) 0.420 0.383 0.447 0.436

Tabelle 7.1: Maximale Absorptionsanderungen bei A = 570nm unter gleichen Anregungsbedin-
gungen (erste Zeile) und unter den spezifischen Anregungsbedingungen der jeweiligen MeRreihe
(zweite Zeile). Gegeniiberstellung der Anregungseffizienzen 1 berechnet aus dem Verhiltnis der
maximalen Absorptionsdnderung (dritte Zeile) bzw. bestimmt aus der Erhaltungsbedingung (vier-
te Zeile). Die mit * gekennzeichneten Werte wurden als BezugsgroRe festgelegt.
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haltungsbedingung fiir die erste Mefreihe (Wildtyp, pH7, T = 10°C) gewihlt. Die aus
dem Absorptionsverhiltnis bestimmten Anregungseffizienzen fiir die Mefreihen der Mutan-
te D96A sind um 2%—Punkte (pH7, T = 20°C), bzw. 3.7%Punkte (pH4.7, T = 20°C)
und 5.8%Punkte (pH4.7, T' = 10°C) kleiner als sich aus der Erhaltungsbedingung ergeben
hatte (Tab. 7.1). Da die Intermediatsspektren, die auch unter Verwendung der Erhaltungs-
bedingung gewonnen wurden, vergleichsweise geringe Abweichungen zeigten — insbesondere
stimmen die Absorptionswerte des M-Intermediates aus allen Mefreihen gut iiberein —,
sind systematische Fehler bei der Bestimmung der Anregungseffizienz nach Gl.(4.41) in die-
ser Grofenordnung? nicht plausibel. Daraus kann nur der Schluf gezogen werden, daf die
Annahme einer universalen Anregungseffizienz fiir das System bR nicht zutreffend ist. Fiir
weitergehende Aussagen iiber systematische Abhéangigkeiten sind die hier vorgestellten Er-
gebnisse aber nicht ausreichend.

In Tab. 7.2 sind die Winkelinderungen des Ubergangsdipolmoments beziiglich der Mem-
brannormalen in den frithen Intermediaten von allen Mefreihen zusammengefaft. Die Ori-
entierung des Ubergangsdipolmoments wird offenbar nicht, bzw. nur sehr wenig, durch die
Mutation an der Position 96 beeinflufit. Ebenso wenig hiingt die Orientierung des Ubergangs-
dipolmoments, zumindest bei der Mutante D96A, von den duferen Bedingungen (pH-Wert
und Temperatur) ab. Die geringen Anderungen beziiglich des Grundzustandes bzw. zwi-
schen den friihen Intermediaten zeigen, daf die Orientierung des Ubergangsdipolmoments
kein empfindlicher Indikator fiir den Protonentransport sein kann.

Wildtyp, pH7 | D96A, pH7 | D96A, pH4.7 | D96A, pH4.7 | D9I6A, pHS
T=10°C | T=20°C | T =20°C T =10°C | T =~20°C
Ak —0.74+0.3° | —0.9+0.7° | —0.9+0.5° | —0.9+0.5°
A0 ~1.740.3° | -2.0+02° | —1.7+£03° | —1.6+£0.2°
—0.8+0.5°
AOy | —1.32£0.3°F | —1.34£0.2° | —1.14£0.2° | —1.14£0.5° | —1.4+0.3°¢
—~1.1+0.3°§

Tabelle 7.2: Winkeldnderungen des Ubergangsdipolmoments beziiglich der Membrannormalen,
Ab; := 0; — Oyg, unter der Annahme, dal 6,z = 70°. 1 Photostationdre Messung, § Ergebnis
einer unabhangigen Messung liber mehrere Wellenldngen (Daten nicht gezeigt), § Mittelwert.

4Fiir die Mefreihe der Mutante D96A bei pH4.7 und T' = 10° wiirde die Abweichung von 5.8% Punkten
bedeuten, dafl die Anregungseffizienz um 15% {iberschitzt worden wiare.
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7.5 Diskussion der Ergebnisse und des methodischen An-
satzes

7.5.1 Die transienten Anderungen der linearen Doppelbrechung

Transiente Doppelbrechungsinderungen im Photozyklus von bR wurden mittels zeitaufgels-
ster Absorptionsspektroskopie mit linear polarisiertem Licht bestimmt. In Analogie zu den
phasensensitiven Gleichlichtmessungen (vgl. Kap. 5) wurde die Transmission einer orientier-
ten PM—Probe, die im Meflicht zwischen zwei ,,parallelen Polarisatoren positioniert war,
nach quasi-isotroper, nahezu sittigender Anregung gemessen. Bei perfekter isotroper An-
regung entspricht die Verteilung der angeregten bR—Molekiile der permanenten Verteilung
der Molekiile aufgrund der Orientierung der Membranen. Unter dieser Voraussetzung konn-
te die funktionale Abhingigkeit des Mefsignals vom Polarisationswinkel hergeleitet werden,
die die transiente Doppelbrechungsinderung als Parameter enthélt.

Im Hinblick auf die Empfindlichkeit der Mefmethode ist die Verwendung von orientier-
ten Proben in Verbindung mit isotroper Anregung vergleichbar mit Photoselektionsexpe-
rimenten an diinnen Filmen [Tka89]. Bei der hier verwendeten Methode héngt das Si-
gnal AA(), 6,t) vom Kosinus der gesamten transienten Phasendifferenz A¢g(t) ab (siehe
G1.(4.10)), die i.allg. wesentlich groRer ist, als die Anderung der Phasendifferenz AAg(t)
aufgrund der Doppelbrechungséinderung AAn(t) der Probe. Daher ist der Bereich niedrig-
ster Empfindlichkeit bei A¢r = 0°, wihrend hohe Empfindlichkeit bei A¢pr = £90°, +270°
vorliegt. Fiir Phasendifferenzen zwischen 90° und 270° ist die Kosinusabhingigkeit aber of-
fenbar nicht allein ausschlaggebend fiir die Empfindlichkeit. Die zeitaufgelosten Messungen
am anisotrop gequollenen Gel (siehe Kap. 7.2) hatten gezeigt, daf bei einer Phasendiffe-
renz im Bereich von ~ 4-180° Anderungen AAg(¢) mit einer hohen relativen Genauigkeit
bestimmt werden kénnen. Auf einen formalen Beweis sei hier aber verzichtet. Die perma-
nenten Phasendifferenzen im Bereich von etwa 15° bis 45° der magnetisch orientierten Pro-
ben erlaubten immerhin eine recht genaue Bestimmmung der Doppelbrechungsinderung fiir
Zeitpunkte t > 10us. Wegen der logarithmischen Datenreduktion (Mittelung) werden die
Kurven mit fortschreitender Zeit immer glatter.

Ein wichtiger Vorteil der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methode liegt in der prak-
tischen Anwendbarkeit: Es sind lediglich zwei Polarisatoren im Mefstrahl notwendig, so daf
iiber einen Spektralbereich von 390nm bis 670nm gemessen werden kann. Im Gegensatz
dazu verwendet die Photoselektionsmethode ein Verzogerungsplittchen, das fiir eine ganz
bestimmte Wellenlénge spezifiziert ist. Der Abgleich der beiden Polarisatoren ist relativ
unkritisch — eine Verstimmung um +0.5° hat nahezu keinen Einfluf auf das Mefsignal —,
wiahrend die exakte Justierung des Verzogerungspliattchens essentiell bei der Photoselekti-
onsmethode ist. Bei Experimenten mit dieser Methode [Tka89] wurde die Information iiber
die Doppelbrechungsinderung aus Messungen bei vier Winkeln einer ausgezeichneten Achse
des Verzogerungsplittchens gewonnen, wobei die Winkel nur um jeweils £0.5° verschieden
waren.

Ein weiterer Vorteil der Methode ,,paralleler Polarisatoren ist durch die formal exakte und
dabei noch iibersichtliche Beschreibung gegeben, die experimentell verifiziert wurde. Dage-
gen gelten die mathematischen Ausdriicke, die Tkachenko et al. [Tka89] angeben, nur im
Grenzfall schwacher Anregung und hinreichend kleinen Anderungen der Phasendifferenz.
Die richtige quantitative Interpretation, ndmlich der Zusammenhang mit dem Spektrum
der Absorptionsinderung iiber die Kramers-Kronig-Relationen, wurde von diesen Autoren
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mangels Datenmaterials® nur spekulativ in Erwigung gezogen. Die spektrale Abhingigkeit
der transienten Doppelbrechungsénderungen zeigte in der vorliegenden Arbeit (im Rahmen
der Mekgenauigkeit) sehr gute Ubereinstimmung mit den Berechnungen aus dem transienten
Lineardichroismus tiber die Kramers—Kronig—Relation nach G1.(4.14). Die Giiltigkeit dieser
spektralen Beziehung bei iiberlagerten Chromophorzustinden war durch ein interferome-
trisches Verfahren [Zei92| gezeigt worden, doch diese Methode lieferte keine hohe relative
Genauigkeit, sie war mit einer Normierungsunsicherheit behaftet und konnte nur auf pho-
tostationdre Zustinde angewandt werden. Mit der zeitaufgelosten Methode konnen dagegen
transiente Zustidnde untersucht werden.

7.5.2 Die Intermediatsspektren und deren zeitlicher Verlauf

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Formalismus entwickelt, der Information iiber die frii-
hen Intermediate und ihre zeitlichen Verldufe im bR-Photozyklus liefert. Eine globale An-
passung der experimentell gewonnenen Zeitspuren (AA(A,¢) und AA(A,t)R(A,t)) und die
anschliefende Konstruktion der asymptotischen Differenzspektren sind niitzliche Auswer-
tungsschritte, die eine Glattung und Reduktion der Daten bewirken. Der Umweg iiber die
Singuldrwertezerlegung stellt einen weiteren Filter dar und vermindert den numerischen
Aufwand bei der globalen Anpassung. Die asymptotischen Differenzspektren sind iiber die
Transformationsmatrix C mit den Absorptionsspektren der Intermediate verkniipft, d.h.
die Elemente von C geben die relativen Beitrige der Intermediate K, und M in den ex-
trapolierten iiberlagerten Zustidnden an. Durch die aus dem transienten Lineardichroismus
resultierende zusétzliche Information kann ein Gleichungssystem (siehe G1.(4.30)) aufgestellt
werden, das als Unbekannte nur noch die Elemente von C und die Anisotropien der Interme-
diate enthélt. Die Intermediatsspektren, die nicht als bekannt vorausgesetzt werden konnen,
bzw. nur qualitativ bekannt sind und méglicherweise von den duferen Bedingungen (pH-
Wert und Temperatur) abhéngen, sind dadurch eliminiert. Das Gleichungssystem hat nur
dann eine nichttriviale Losung, wenn die Intermediatsanisotropien verschieden sind. Um eine
eindeutige und physikalisch relevante Losung zu finden, wurden folgende Nebenbedingungen
verwendet:

1. Die Summe der Beitrage von K, L. und M ist fiir alle drei asymptotischen Differenz-
spektren gleich.

2. Das M—Intermediat tragt im Wellenldngenbereich A > 500nm nicht zur Absorption
bei.

3. Im ersten asymptotischen Differenzspektrum, d.h. in der jeweils ersten Spalte von B4
und B%, liefert nur das K-Intermediat einen Beitrag.

Mit Hilfe dieser Nebenbedingungen ldft sich ein Teil der unbekannten Parameter sogar
quasi-analytisch aus den asymptotischen Differenzspektren B4 und dem Absorptionsspek-
trum des Grundzustandes A,z bestimmen. So ergibt sich die Anregungseffizienz (n = x1),
die der Konzentrationssumme von K,L und M entspricht, explizit, und die restlichen Eintra-
ge von C lassen sich durch zwei unabhéngige Parameter ausdriicken. Da die Matrixelemente
von C positiv sein miissen und nur positive Absorptionswerte zugelassen sind, ist der Be-
reich dieser Parameter eingeschriankt. Eine mathematisch eindeutige Losung ergibt sich aber

5Es wurde nur bei einer einzigen Wellenliinge A\ = 633nm gemessen.
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nur unter Verwendung der Differenzspektren BR, die aus dem transienten Lineardichrois-
mus AA(A, t)R()\,t) resultierten. Dadurch tritt allerdings ein weiterer unbekannter Para-
meter hinzu (die Anisotropie von L), der auch in Produkten mit den anderen Parametern
erscheint, so dafs zur Losung des Problems ein nichtlineares Minimierungsverfahren erfor-
derlich ist. Anstelle dieser sukzessiven Vorgehensweise gelingt es in den meisten Féllen auch,
alle unbekannten Parameter simultan durch eine geeignete Minimierungsprozedur unter Be-
riicksichtigung der Nebenbedingungen zu bestimmen. Da die Anisotropien der Intermediate
aber relativ dicht zusammenliegen, ist das gesuchte Minimum im mulitidimensionalen Raum
nicht besonders scharf ausgeprégt und teilweise schwer von lokalen Nebenminima zu unter-
scheiden. Um zu beurteilen, ob eine gefundene Losung physikalisch tatsdchlich relevant ist,
sind die resultierenden Intermediatsspektren und ihre zeitlichen Verldufe zu betrachten.
Losungen, die auf Spektren mit mehreren Maxima fiihren, oder ,,unverniinftige“ Konzentra-
tionsverliufe® erzeugen, sind zu verwerfen. Ein strenges bzw. absolutes Kriterium kann aber
nicht angegeben werden.

Rein formal sollte sich eine eindeutige Losung auch aus den SVD-Basisspektren S und
S# nach Gl.(4.52) gewinnen lassen, also ohne eine Anpassung der zeitlichen Verldufe und
der Konstruktion der asymptotischen Differenzspektren. Um die Konzentrationserhaltung
(32, niy = n) in der kompakten Form von GI.(4.53) verwenden zu kénnen, ist dazu eine
SVD der reduzierten Datenfelder erforderlich. Beziiglich der Eingrenzung des Zeitbereichs
besteht natiirlich eine gewisse Willkiir. Zudem ergibt sich die Schwierigkeit, daf die Eintrige
der Transformationsmatrix X sowohl positive als auch negative Werte annehmen kénnen.
Wegen des relativ schnellen K-Zerfalls fehlt einerseits die definierte Anfangsbedingung (vgl.
Nebenbedingung 3) und andererseits hat das K-Intermediat zuwenig Gewicht in den Ba-
sisspektren. Erschwerend kommt hinzu, dak die Anisotropien der Intermediate nur wenig
verschieden sind. Mit dem zur Verfiigung stehenden Datenmaterial ist es jedenfalls nicht
gelungen, aus den SVD-Basisspektren eine physikalisch sinnvolle Losung zu ermitteln.
Grundsétzlich stellt sich auch die Frage, ob es giinstiger ist, die zeitlichen Verldufe der Ab-
sorptionsdnderung bei diskreten Wellenldngen aufzunehmen, oder aber, wie bei sogenannten
OMA-Messungen in Verbindung mit der Pump-and-Probe-Technik, fiir diskrete Zeitpunk-
te ganze Differenzspektren zu erfassen. Die OMA-Daten liefern zwar einen héheren Gehalt
an spektraler Information, doch die Genauigkeit in der zeitlichen Dimension ist niedriger
als bei den zeitaufgelosten Messungen bei diskreten Wellenlingen. Ublicherweise werden die
OMA-Messungen unpolarisiert oder nur bei einem Polarisationswinkel, dem sogenannten
magischen Winkel § = 54.7°, durchgefiihrt. Dadurch ist nicht garantiert, daf das Signal
frei von Polarisationsartefakten ist. Im Gegensatz dazu, erlaubt die Messung der polarisati-
onsabhéngigen Absorptionsianderung AA(\, 6, t) die isotrope Absorptionséinderung AA(), t)
aus dem Signal zu extrahieren.

Obwohl die unpolarisierte Absorptionsmessung zuwenig Information liefert, um eine mathe-
matisch eindeutige Losung zu finden, gibt es in der Literatur einige Ansétze [Zim93, Ger97],
dieses Problem durch die Implementierung einer hohen Anzahl von Nebenbedingungen zu
16sen. Diese Nebenbedingungen entsprechen in etwa den Kriterien, die oben zur Beur-
teilung der physikalischen Relevanz der ermittelten Lésung formuliert sind. Der numeri-
sche Aufwand solcher Verfahren (Gittersuchverfahren [Zim93] oder Monte Carlo Verfah-
ren [Ger97|) ist aber i.allg. viel héher, und das Ergebnis hingt moglicherweise stark vom

6Es diirfen keine negativen Konzentrationen auftreten, die Konzentrationssumme von K,L und M muf§
solange konstant bleiben, bis der M—Aufbau zum grofsten Teil erfolgt ist, auferdem darf die Konzentration
eines Intermediates nach einer Abnahme nicht wieder zunehmen.
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Abbildung 7.27: Vergleich mit den Intermediatsspektren anderer Autoren. (a) Wildtyp, Linken:
Gergely et al. [Ger97], Symbole: diese Arbeit (siehe Kap. 7); (b) D96A/N, durchgezogene Linien:
Zimanyi et al. [Zim93], gestrichelte Linie: Nagle et al. [Nag95], Symbole: diese Arbeit (pH7,
T = 20°C, sieche Kap. 7.3.1). w: K, @ : L, A: M. v : bR.

Minimierungskriterium, d.h. der Gewichtung der Nebenbedingungen, ab. Die Intermediats-
spektren, die aus der Anwendung dieser Verfahren auf OMA-Daten von Wildtyp [Ger97]
bzw. D96N’ |Zim93]| resultierten, sind zusammen mit den in dieser Arbeit gefundenen Ab-
sorptionswerten in Abb. 7.27 dargestellt. Die Abweichungen im kurzwelligen Spektralbe-
reich sind dadurch bedingt, daf die in dieser Arbeit durchgefiihrte Streukorrektur des bR—
Grundzustandsspektrums (siehe Abb. 5.3) von anderen Autoren nicht beriicksichtigt wird.
Konsequenterweise sollten diese Abweichungen dann auch beim M-Spektrum auftreten, was
jedoch nicht der Fall ist. Dem M-Spektrum von D96N nach [Zim93] in Abb. 7.27b liegt
vermutlich ein Fehler der Wellenlingeneichung zugrunde, denn iiber die Lage des Absorp-
tionsmaximums des M—Zustandes bei 410 4 2nm besteht allgemeiner Konsens. Bei den
Wildtypspektren (Abb. 7.27a) gibt es fiir den K—Zustand bis auf geringfiigige Abweichun-
gen in der langwelligen Flanke gute Ubereinstimmung. Fiir den L-Zustand stimmen zwar
die Absorptionsmaxima recht gut iiberein, doch die Absorptionswerte nach [Ger97| sind um
ca. 10% grofker. Beim modifizierten System (Abb. 7.27b) weicht dagegen das K-Spektrum
nach [Zim93] nicht unerheblich ab, withrend fiir das L-Spektrum sehr gute Ubereinstimmung
besteht. Ausgehend von den bei [Z1m93] verwendeten Mefidaten wurde in einer spiteren Ar-
beit [Nag95| durch Extrapolation der Absorptionsinderung zum Zeitnullpunkt ein Spektrum
fiir den K-Zustand ermittelt (gestrichelte Linie in Abb. 7.27b), das mit dem K-Spektrum
fiir D96A (pH7, T = 20°) dieser Arbeit nahezu identisch ist.

Ein weiterer Ansatz zur Bestimmung der Intermediatsspektren und den zeitlichen Verldaufen
setzt die Temperaturinvarianz der Spektren voraus [Nag91, Thi94|. Im Formalismus, der die
asymptotischen Differenzspektren verwendet, wiirde dies bedeuten, dafs B4 und C tempe-
raturabhiingig sind, wihrend A — A,g nicht von der Temperatur abhingt. Betrachtet man
nun die Datensétze aus Messungen bei drei verschiedenen Temperaturen, dann ergibt sich
aus G1.4.26 die folgende Matrizenbeziehung:

BYT,)C (1Y) = BYL)C (D) = BYT)C ()

Diese Beziehung ergibt aber nur zwei unabhingige Matrizengleichungen, in denen drei unbe-
kannte Matrizen (C~1(T}), C~1(T%) und C~1(T})) erscheinen, d.h. ohne Nebenbedingungen
ist dieses Gleichungspaar unterbestimmt. Unter Verwendung der Nebenbedingungen 1 und
3 laft sich aber eine eindeutige Losung finden, vorausgesetzt, es tritt keine Entartung ein.

"Der Photozyklus dieser Mutante hat nahezu die gleiche Charakteristik wie der Zyklus von D96A
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Falls sich ndmlich alle Zeitkonstanten im gleichen Mafe mit der Temperatur &ndern, wiren
die C—Matrizen bei allen Temperaturen gleich, und die Matrizenbeziehungen liefern iiber-
haupt keine Information mehr. Probleme ergeben sich auch dadurch, daf der K-Zerfall bei
héherer Temperatur 7' ~ 40° stark beschleunigt ist, und die zeitliche Auflésung keine genaue
Extrapolation zum Zeitnullpunkt erlaubt. Auferdem ist bei diesen Temperaturen unter den
normalen Mefbedingungen der 13—cis Zyklus mit einem Anteil von mindestens 5% iiberla-
gert (siehe Kap. 6.5.3), was im formalen Ansatz nicht beriicksichtigt ist.

Auch ohne solche Komplikationen ist das Auffinden einer numerischen Lésung offenbar ex-
trem rauschempfindlich, wie in Simulationsrechnungen nachgewiesen wurde [Nag91|. Die
Anpassung von Mefkdaten, die bei drei oder mehr Temperaturen aufgenommen wurden, lie-
ferte bisher keine iiberzeugenden und allgemein akzeptierten Ergebnisse [Thi94]. Da selbst
die Voraussetzung der Temperaturinvarianz der Spektren nicht gesichert, wahrscheinlich
sogar nicht erfiillt ist, verspricht dieser Ansatz wenig Erfolg. Dagegen liefert die in dieser
Arbeit entwickelte Methode, trotz der relativ dicht beieinanderliegenden Anisotropien, ein
in sich konsistentes Ergebnis.

7.5.3 Die Reorientierung des Ubergangsdipolmoments

Durch zeitaufgeloste Absorptionsspektroskopie mit linear polarisiertem Licht wurden die
Winkel des Ubergangsdipolmoments beziiglich der Membrannormalen in den Intermediaten
K, L und M im Photozyklus von bR und der Mutante D96A bestimmt. Die Winkel&n-
derungen beziiglich des bR-Grundzustandes sind relativ klein (Af; < 2°). Die Methode
der isotropen Anregung von orientierten PM—Proben erlaubt nahezu séittigende Anregungs-
intensitdt, wodurch das Signal-Rausch—Verhéltnis aufterordentlich gut ist. Dagegen erfor-
dern Photoselektionsexperimente infinitesimale Anregungsintensitit, was ein entsprechend
schlechtes Signal-Rausch—Verhiltnis nachsichzieht. Solche Experimente wurden sowohl an
isotropen [Kar82,Son94,Esq96| als auch an orientierten [Hey92,Son96] Proben durchgefiihrt.
Wihrend die Messungen an isotropen Systemen nur Information iiber die (totale) Winkelén-
derung des Ubergangsdipolmoments beziiglich des bR-Grundzustandes (A£);) liefern, sind
bei den Experimenten mit orientierten Proben der Polarwinkel (6;) und die Anderung im
Azimutalwinkel (A¢;) des Ubergangsdipolmoments im Membransystem zuginglich.

In beiden Féllen wurden widerspriichliche Ergebnisse gefunden. Wiahrend die Autoren Song
et al. [Son94| fiir PM—Suspensionen sehr grofe Anderungen (AQx = 11°, AQ; = 17° und
AQpr = 20°) angaben, zeigten die Daten von Esquerra et al. [Esq96| ,,Invarianz* der Aniso-
tropie im Zeitbereich von 50ns bis 50us, woraus zu schliefsen ist, daf sich die Richtung des
Ubergangsdipolmoments in diesem Zeitbereich (K und L) im Rahmen der Mefgenauigkeit
(£8°!) nicht dndert. Letzteres Ergebnis bestétigt auch ein fritheres Experiment [Kar82|, das
eine Anderung des Ubergangsdipolmoments von hochstens 10° ergeben hatte.

Nach [Son94|, reduziert die Immobilisierung der Membranen in einem PAA-Gel die Reorien-
tierung des Chromophors, verhindert diese aber nicht vollstindig. Ein Einflufl der Immobili-
sierung auf die innere Struktur des Proteins ist aber wenig plausibel und auch experimentell
nicht weitergehend bestétigt, denn die spektralen und funktionellen Eigenschaften der Pur-
purmembran (Photozyklus, Protonentransport und Licht—-Dunkel-Adaptation) sind durch
die Immobilisierung nicht gestort. Dieselben Autoren haben zur Erklarung ihrer Mefsdaten
ein sogenanntes ,,Spectator—-Model“ eingefiihrt [Wan93|, das von einer Reorientierung des
Chromophors der nichtangeregten bR—Molekiile im Trimer wihrend des Photozyklus (der
angeregten Molekiile) ausgeht. Diese Reorientierung wird einem Kooperativitatseffekt im
Trimer zugeschrieben, wobei aber offen gelassen wird, wodurch die Wechselwirkung zwischen
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den Monomeren vermittelt werden konnte. Dieses gewagte Modell, das friihere Uberlegun-
gen von Ahl und Cone [Ahl84] wiederaufgreift, ist aber nicht allgemein akzeptiert.

Friihere Messungen an orientierten (und immobilisieten) PM—Proben [Ott91, Hey92| zeig-
ten, daf das Ubergangsdipolmoment im Ubergang zum M-Intermediat um ca. 3° aus der
Membranebene kippt, d.h. der Polarwinkel in diesem Intermediat ist also etwas kleiner als
im bR-Grundzustand (Afy; = —3°). Im Gegensatz dazu, wollten Song et al. [Son96| mit
fast exakt der gleichen Methode® eine Winkelinderung von 14° gefunden haben. Fiir die
Intermediate K und L beobachteten sie jedoch nur eine Reorientierung von 3°. In der Mem-
branebene wurde im Rahmen der Mefigenauigkeit (£7°!) keine Reorientierung festgestellt.
Interessanterweise kommen beide Autorengruppen ( [Ott91] und [Son96]) trotz unterschied-
licher Ergebnisse fiir die Intermediate auf den gleichen Wert des Ubergangsdipolmoments
im bR-Grundzustand (f,z = 67°), der jedoch, nach den Erkenntnissen aus Gleichlichtmes-
sungen (siehe Kap. 5.3 und [Kap96|), um mindestens 3° zu klein ist.

Bei den Experimenten an orientierten Proben mit isotroper Anregung geht zwar aus Sym-
metriegriinden die Information iiber den Azimutalwinkel verloren, doch dafiir ist die In-
formation iiber den Polarwinkel sehr viel genauer. Durch die isotrope, beinahe sittigende
Anregung sind die Signale nur wenig verrauscht, und auferdem ist die formale Beschreibung
sehr viel einfacher als bei Photoselektionsexperimenten. Beziiglich des bR—Grundzustandes
wurden in den Intermediaten K, L und M kleinere Polarwinkel des Ubergangsdipolmoments
gefunden: Afx = —0.7+0.3°, Af;, = —1.7+0.3° und Ay, = —1.1 £0.3° (siehe Tab. 7.2).
Nahezu die gleichen Werte ergaben sich auch bei der Mutante D96A, bei der auferdem, im
Rahmen der Mefigenauigkeit, keine signifikante Abhangigkeit von pH-Wert und Temperatur
festgestellt wurde. Der Wert fiir das M-Intermediat ist zwar etwas kleiner, doch qualitativ
in Ubereinstimmung mit friiheren Experimenten [Ott91, Hey92|. Im Vergleich mit [Son96]
sind die Werte fiir K und L zwar noch halbwegs kompatibel, doch fiir M besteht eine grofe
Diskrepanz. Bei den Experimenten dieser Arbeit wurde die lineare Doppelbrechung als un-
abhingiger Parameter bestimmt, so daft iiber die Kramers—Kronig—Relationen eine Kontrol-
le des transienten Lineardichroismus méglich war. Aus den gemessenen Daten ergibt sich
keine Notwendigkeit, eine ,,Spectator“-Reorientierung zuzulasen. Daher werden die nichtan-
geregten bR—-Molekiile als unbeteiligte Nachbarn wihrend des Photozyklus der angeregten
Molekiile betrachtet. Der Ansatz fiir den transienten Lineardichroismus (Gl.(4.12)) hatte
dies implizit vorausgesetzt.

Die kleinen Orientierungséinderungen des Ubergangsdipolmoments in den Intermediaten K,
L und M legt ein Modell fiir die Reorientierung des Chromophors nahe, das bereits aus-
fithrlich von Heyn und Otto [Hey92| diskutiert wurde und in Kap. 5.6 zur Betrachtung
der 13—cis, 15—anti Konformation des photostationdren M—Zustandes wieder aufgegriffen
wurde. Demnach ist die 13—cis Isomerisierung mit einer Bewegung der Cio9— und der Cop—
Methylgruppe in Richtung der zytoplasmatischen Seite der Membran verbunden, wihrend
der Verbindungsvektor vom Cs—Atom zum N—Atom der SB nur eine geringe Reorientierung
(< 2°) erfahrt (siehe Abb. 5.14). Dieses Modell ist in Einklang mit Neutronenbeugungsex-
perimenten [Hau94|, die zeigten, daf die Lage des f—Tononrings im M—Zustand unverandert
gegeniiber dem bR-Grundzustand ist. Da die Polyenkette vermutlich nicht gestreckt werden
kann, miifite das N-Atom der SB also infolge der Isomerisierung nach 13-cis, 15-antiin Rich-
tung des S-Iononrings ausgelenkt werden, wodurch iiber die Seitenkette des Lys-216 eine
Wechselwirkung mit dem Proteinriickgrat vermittelt wird. Eine Wechselwirkung zwischen
den Cig— und Cyp—Methylgruppen und benachbarten Aminoséureseitenketten (Trp—182 und

8Der einzige Unterschied bestand in der koaxialen Mefkgeometrie von Song et al. [Son96].



122 7. Die friihen Photozyklusintermediate

Leu-93 [Lue98]|) konnte ebenfalls funktionell relevant sein. Zeitaufgeloste optische Experi-
mente im sichtbaren Spektralbereich und FTIR Differenzspektroskopie an 9-Desmethyl-bR
bzw. der Mutante W182F [Wei96] hatten gezeigt, dak die Reisomerisierung, d.h. von 13—
cis nach all-trans, durch die sterische Wechselwirkung zwischen der C;9—Methylgruppe und
Trp-182 kontrolliert wird. Uber die Funktion dieser Wechselwirkung im Bezug auf die Iso-
merisierung, also der Schritt von all-trans nach 13-cis, gibt es aber keine Angaben. Da sich
die Chromophororientierungen in der 13—cis, 15-syn Konformation und der 13-cis, 15-ant:
Konformation praktisch nicht unterscheiden (sieche Abb. 5.14), funktionell jedoch kein Zu-
sammenhang zwischen Licht-Dunkel-Adaptation und lichtinduziertem Protonentransport
besteht, erscheint die funktionelle Relevanz der sterischen Wechselwirkung wenig plausibel.
Die hier dargestellten Uberlegungen sind natiirlich nur relevant, wenn die Richtung des Uber-
gangsdipolmoments auch nach der Isomerisierung und der Deprotonierung der SB mit dem
Verbindungsvektor vom Cs—Atom zum N—Atom der SB identifiziert werden kann. Aktuelle
Ergebnisse theoretischer Berechnungen liegen dazu aber leider nicht vor.



