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Einleitung

Lebende Organismen wandeln kontinuierlich Energie um u.a. fiir Prozesse wie Bewegung,
aktiven Transport und Temperaturkontrolle. Im Laufe der Evolution hat sich nicht nur eine
riesige Anzahl unterschiedlicher Organismen entwickelt, sondern auch die Nutzung
unterschiedlicher Energiequellen weit verbreitet. Wiarme scheidet als Energiequelle aus, da
man zur Leistung von Arbeit einen Temperaturgradienten benétigt. Die direkte Nutzung von
Lichtenergie ist ebenfalls nicht moglich, da die Lebenszeit z.B. eines angeregten Chlorophylls
mit 10™'%s erheblich kiirzer ist als die Reaktionen biologischer Prozesse. Pflanzen, Algen und
Cyanobakterien sind in der Lage, durch Photosynthese die Energie der absorbierten Photonen
in chemische Energie umzuwandeln. Wihrend dieser Reaktion werden Elektronen von einem
Wassermolekiil durch die Absorption von Licht tiber das Photosystem (PS) II und PS I auf
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH) iibertragen. Das Ergebnis ist ein Molekiil
mit einem stark negativen Reduktionspotential. Die Energie dieser Reduktionsidquivalente
kann tiber weitere Reaktionsschritte zum Aufbau von reduzierten, organischen Verbindungen,
wie z.B. Fetten oder Kohlenhydraten, genutzt werden. Diese Produkte haben den Vorteil, dass
durch Oxidation die gespeicherte Energie jederzeit wieder nutzbar gemacht werden kann und
dass im Vergleich zu einem angeregten Chlorophyll die Lebenszeit mit bis zu 10® s 18

GroBenordnungen linger ist .

Durch die Oxidation von einem Mol Glukose werden ungefihr 2800 kJ freigesetzt. Da
biologische Reaktionen, wie z.B. die Bildung einer Peptidbindung (25 kJ/mol), erheblich
kleinere Energieportionen benétigen, wire die direkte Kopplung einer solchen Reaktion an
die Oxidation von Glukose unwirtschaftlich. Aus diesem Grund gibt es Molekiile mit
geringerer freier Energie wie NADH (200 kJ/mol), FADH, (140 kJ/mol) und
Adenosintriphoshphat (ATP) (55 kJ/mol), die bei der Oxidation von Glukose gebildet werden.
Bei der Glykolyse werden zwei ATP und beim Durchlaufen des Citratzyklus weitere zwei
ATP gebildet. ATP gilt als so genannte ,,universelle Energiewédhrung* in der Zelle. Durch die
oxidative Phosphorylierung kann man bis zu 32 weitere ATP Molekiile gewinnen. Hierbei
werden die Elektronen der Reduktionsdquivalente in die Atmungskette eingeschleust und
durch eine Reihe von Elektronen-Ubertriigern auf Sauerstoff iibertragen (siehe Kapitel 3). Die
im menschlichen Korper vorhandene Menge an ATP betrigt 50 mg, welche einem so
enormen Umsatz unterliegen, dass dieser im Ruhezustand etwa 65 kg pro Tag entspricht %

Das ATP wird bei der Muskelkontraktion und anderen Zellbewegungen, beim aktiven

Transport, der Signaltransduktion und bei der Biosynthese verbraucht.
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Die primire Energiequelle allen Lebens ist somit die Sonne. Diese Energiequelle direkt
nutzen konnen allerdings nur autotrophe (,,sich selbst erndhrende‘) Organismen. Diese sind in
der Lage, Sonnenenergie durch Photosynthese in chemische Energie umzuwandeln. Im
Gegensatz dazu sind heterotrophe (,,sich fremd ernidhrende*) Organismen auf die Zufuhr von
fett- oder kohlenhydratreicher Nahrung angewiesen, die sie dann ebenfalls durch ,, Atmung*
verbrauchen.

Vergleicht man die Photosynthese und die Atmungskette, so erkennt man auf molekularer
Ebene viele Gemeinsamkeiten. Beispielsweise dient in beiden Reaktionen membransténdiges
Quinon als Elektronen-Ubertriiger. Bei der Photosynthese leitet Plastoquinon die Elektronen
vom Photosystem II auf Photosystem I weiter. Im Gegensatz dazu ist in der Atmungskette
Ubiquinon fiir den Weitertransport der Elektronen vom Komplex I und II auf Komplex III
verantwortlich. Ein Beispiel fiir die Ahnlichkeit beider Reaktionsketten liegt in der jeweiligen
Schliisselreaktion. Vergleicht man zum Einen die Bildung von Wasser im binuklearen
Zentrum der Cytochrom c Oxidase und zum Anderen die Bildung von Sauerstoff im
Mangancluster des Photosystems II, so sieht man bis hin zur Beteiligung einzelner
Aminosiuren im Funktionszyklus groBe Ubereinstimmungen °.

1931 erhielt Otto Warburg fiir seine grundlegenden Arbeiten iiber das ,,Atmungsferment* den
Nobelpreis. Doch erst gegen Ende der fiinfziger Jahre gelang die Isolierung der Cytochrom c
Oxidase. Seitdem wurden intensive Untersuchungen durchgefiihrt, um den Mechanismus der
Sauerstoffreduktion zu Wasser und die daran gekoppelte Protonentranslokation iiber die
Membran zu verstehen. Die Erkenntnisse sind bisher allerdings unbefriedigend, nicht zuletzt
deshalb, weil die vier Metall-Redoxzentren fest in die Struktur des Proteins eingebettet sind,
deren Aufklirung erst in jlingster Zeit begonnen wurde. Dabei entdeckte man, dass
Cytochrom c Oxidase aus Bakterien nur aus zwei bis vier, der Enzymkomplex in Sdugetieren

aus dreizehn Protein-Untereinheiten besteht *°.

Die Moglichkeiten, Membranproteine zu erforschen, reichen von der reinen
Strukturaufkldrung bis hin zur Untersuchung dynamischer Prozesse. Dabei gilt es, besondere
Anforderungen zu erfiillen. Im Gegensatz zu Proteinen, die nicht in Membranen integriert
sind, ist die Handhabung von Membranproteinen aufgrund ihres amphiphilen Charakters
diffizil. In Losung miissen sie mit einem Detergens stabilisiert werden, da sie ansonsten
denaturieren. Die erste rontgenstrukturanalytische Aufklidrung der dreidimensionalen Struktur
eines Membranproteins gelang Deisenhofer, Huber, Michel et al. 1985 am photosynthetischen

Reaktionszentrum von Purpurbakterien (Rhodopseudomonas viridis) °. Bis heute ist erst ein
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sehr kleiner Anteil der Membranproteine kristallografisch aufgekldart und macht nur etwa
0,2 % der insgesamt aufgeklirten Protein-Strukturen aus.

Diese Strukturuntersuchungen ermoglichen jedoch keine Aufkldrung der Funktionalitit des
Proteins in einer membranartigen Umgebung. Diese Umgebung ist notwendig, um die
Funktionalitit eines Membranproteins unter natiirlichen, physiologischen Bedingungen
untersuchen zu konnen. Die Entwicklung von Modellmembranen ist daher ein wichtiger
Zweig biophysikalischer Forschungen. Geloste Proteine werden dann in die kiinstliche
Membran integriert.

Ein héufig verwendetes System stellen Proteoliposomen dar. Membranproteine werden in die
sphérische Lipiddoppelschicht von Liposomen eingebaut. Die Lipiddoppelschicht umschlief3t
einen Hohlraum, so dass die Transportaktivitit durch Membranproteine untersucht werden
kann. Mit dieser Methode wurden zahlreiche Untersuchungen angestellt (u.a. in 7-9).
Schwierigkeiten treten z.B. auf, wenn die Konzentration einer Spezies im Innern der
Liposomen oder das Transmembranpotenzial kontrolliert werden miissen.

Schwarze Filme (Black Lipid Membranes, BLMs) sind freischwebende Membranen, die eine
Pore zwischen zwei Kompartimenten einer Messzelle iiberspannen. Parameter wie die
Konzentration bestimmter Spezies wie auch das Transmembranpotenzial koénnen leicht
kontrolliert werden, Membranproteine werden nicht in ihrer Funktionalitidt behindert 10 Ein
Problem dieser Technik stellt die geringe mechanische Stabilitit dar.

Ein anderes Modellsystem sind festkorpergestiitzte Modellmembranen (solid supported
Bilayer Lipid Membranes, sBLMs). Die Membranen sind auf einem —meist planaren- Substrat
aufgebracht, wodurch oberflichenanalytische und elektrochemische Messmethoden zum
Einsatz kommen konnen. Zudem bieten sBLMs gegeniiber den bisher genannten Systemen

ein hohes MaB an Stabilitit !

. Ein klarer Nachteil dieses Systems ist der begrenzte
Submembranraum, wodurch nur ein kleines Ionenreservoir zur Verfiigung steht.
Membranproteine mit grofen Einheiten auflerhalb der Membran konnen nicht inkorporiert
werden bzw. verlieren ihre Funktionalitit.

Eine Weiterentwicklung der sBLMs stellen die verankerten Lipid-Membranen (tethered
Bilayer Lipid Membranes, tBLMs) dar, die dieses Problem durch eine Spacergruppe unter der

) o 12-15
Membran zumindest teilweise beheben

. tBLMs wurden dabei mit Oligoethylenglycol-
Spacergruppen '* oder mit Peptidgruppen ' auf einer Oberfliche immobilisiert. tBLMs
erfiillen die wichtige Voraussetzung eines hinreichend grofen Submembranraums. Dieser
dient zum einen als Ionenreservoir, zum anderen ermoglicht er vielen Membranproteinen eine

Inkorporation in die Membran unter Erhaltung ihrer Funktionalitit. Groe und komplexe

5
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Membranproteine konnen dennoch in ihrer Funktionalitit eingeschrinkt werden, da die
Membran unflexibel an die Oberflidche angebunden ist und die Ankergruppen die Proteine in

ihrer Bewegungsfreiheit behindern konnen.

Protein-verankerte Lipid-Membranen (protein-tethered Bilayer Lipid Membranes, ptBLMs)
sind eine spezielle Form der tBLMs. In diesem System, welches vor wenigen Jahren in
unserer Gruppe entwickelt wurde ' definiert das Protein selbst die GroBe des
Submembranraums, da der Anker am Protein gebunden ist. Es handelt sich um einen Histidin-
Anker, der an rekombinante Proteine angefiigt wird. Zwei Histidin-Reste des Ankers bilden
mit einem Ni**-Ion einen Komplex, dessen andere Bindungsstellen durch die Endgruppe eines
Nitrilotriessigsdure-(NTA-)Rests besetzt werden (Chelat-Komplex). Der NTA-Rest ist durch
eine weitere Gruppe auf einer Goldoberfliche immobilisiert. Die Proteinschicht wird in eine
Membran rekonstituiert. Das System wurde in verschiedenen Arbeiten fiir Untersuchungen an

der Cytochrom ¢ Oxidase benutzt '

und kommt in vorliegender Arbeit zum Einsatz.
Gegeniiber allen vorher beschriebenen kiinstlichen Membransystemen bietet das ptBLM-
System den herausragenden Vorteil, dass Proteine in einer definierten Orientierung auf einer
Oberfliche immobilisiert werden konnen. Die Orientierung wird durch die Lage des Histidin-
Ankers definiert, welcher an unterschiedlichen Stellen des Proteins angebracht werden kann.
Wenn das Enzym so orientiert ist, dass der erste Elektronenakzeptor (Cua) zur Elektrode hin
orientiert ist, kann es durch direkten Elektronentransfer angeregt werden. Da alle Proteine
definiert in dieser Orientierung immobilisiert sind, kann in allen angebundenen Protein-
Molekiilen der direkte Elektronentransfer gleichzeitig iniziiert werden. Dies erdffnet
einmalige Moglichkeiten hinsichtlich der Untersuchung von Ladungstransferprozessen durch
elektrochemische und spektroskopische Methoden. Durch die Immobilisierung auf einer
Goldoberflidche bietet das System die Moglichkeit, elektrochemische und spektroskopische
Methoden simultan einzusetzen. Zudem sind Prozesse in kurzer Zeit reversibel durchfiihrbar

(< Millisekunden ). Dies ist insbesondere fiir spektroskopische Anwendungen wichtig, da so

hinreichend Signal aufakkumuliert werden kann.
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Motivation

Obwohl die Struktur der Cytochrom c¢ Oxidase mit Hilfe von Rontgenbeugung aufgeklirt
werden konnte4, liefert die Methode nur ein statisches Bild des Enzyms. Um Struktur-
Funktionszusammenhénge aufzukliren, benotigt man andere Methoden, zum Beispiel die IR-
Spektroskopie.

Mit Hilfe kombinierter UV/Vis- und IR-spektroskopischer Untersuchungen des Enzyms
gelang es einigen Arbeitsgruppen das Protein mittels potentiometrischer Titration zu
untersuchen. Anhand dieser Messungen konnten Konformations-Anderungen im Protein in
Abhiingigkeit vom Redoxzustand beobachtet werden®*2°,

Diese Messungen wurden jedoch stets an Proteinen in Losung oder in unspezifischer
Orientierung”™ ** ?* ?7 durchgefiihrt. Um den Elektronentransport zu ermdglichen mussten
Mediatoren verwendet werden®® **. Dadurch werden Elektronen auf die Redoxzentren des
Proteins unabhingig voneinander iibertragen. Bei der verwendeten Mediatorenlsung handelt
es sich um eine Mischung aus Ferrocenen, Cyaniden und Naphtoquinonen, welche bei
verschiedenen Potentialen Elektronen zu den Redox-Zentren der CcO transportieren.

Der direkte Elektronentransfer von der verwendeten Metalloberfliche zum Protein, ohne die
Verwendung von Mediatoren, wurde erstmals in unserer Gruppe mittels ptBLM-System
(Protein-tethered Bilayer Lipid Membrane; Protein-verankerte Lipiddoppelschichtmembran)
beobachtet'” %, Das ptBLM-System wurde in unserer Gruppe entwickelt und ist in [16]
ausfiihrlich beschrieben. Dabei wird die CcO mit dem his-tag an der Untereinheit II an der
Oberfliche immobilisiert und eine Membran rekonstituiert. In dieser Orientierung, ist das
CuA der Oberfliche (Arbeitselektrode) zugewandt und kann somit Elektronen direkt

entgegennehmen und an das folgende Redoxzentrum Hiam a weiterleiten.

Wie in [16] erldutert bietet das ptBLM-System neue Moglichkeiten zur systematischen
Untersuchung der Cytochrom c¢ Oxidase, da diese in einer definierten Orientierung

immobilisiert wird.

In [18, 19, 29] wurde die CcO mittels Elektrochemie und Raman-Spektroskopie untersucht.
Anhand der elektrochemischen Messungen konnte gezeigt werden, dass vier Elektronen durch
direkten Elektronentransfer an der kompletten Reduktion des in der ptBLM-Konfiguration
immobilisierten Enzyms beteiligt sind. Durch potentiometrische Titration mittels Raman-

Spektroskopie konnten Redoxprozesse der Him-Zentren nachgewiesen werden. Die Raman-
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Spektroskopie spricht empfindlich auf die Redoxzustinde der Metalloporphyrine in den
Himen (low-spin/high-spin) an, nicht aber auf die der Redoxzusténde der Kupfer-Zentren.

An dieser Stelle setzt die Infrarotspektroskopie an. Anderungen im Redoxzustand der
jeweiligen Redoxzentren stehen in Verbindung mit einer Konformationsidnderung der
umgebenden Polypeptidgruppen. Die CONH-Gruppe des Polypeptidgeriists von Proteinen

besitzt charakteristische Schwingungen, die sich mittels Infrarotstrahlung anregen lassen.

In [16, 30] wurden erstmals oberflachenverstirkte infrarotspektroskopische Untersuchungen
an der CcO in der ptBLM-Konfiguration durchgefiihrt. Diese Messungen wurden auf einer
Oberfliche durchgefiihrt, welche durch ,.electroless deposition hergestellt wurde. Allerdings
war diese Oberfliche nicht reproduzierbar und variierte in ihrer Schichtdicke unkontrolliert.
Hinzu kam, dass diese Oberfldache duBerst instabil war und eine so groB3e Rauhigkeit besal,
dass die Membranbildung nur unzureichend stattfinden konnte. Anhand dieser Messungen
konnte die Anbindung der Oxidase gezeigt werden. Allerdings waren die in [30]
immobilisierten Proteine instabil, was auf die unzureichende Membranbildung
zuriichzufithren ist, und wurden daher meist wihrend den spektroelektrochemischen
Messungen zerstort. Ebenso war Verstirkungsfaktor der verwendeten Goldoberfliche fiir die
Monolagen zu klein. Aufgrund dieser Instabilititen des Systems konnten IR-Spektren nicht
reproduzierbar und mit einem unbefriedigenden Signal zu Rausch Verhiltnis vermessen
werden. Anhand von potentiometrischen Titrationen konnten keine Aussagen iiber die
Redoxzustinde der vier Redoxzentren getétigt werden. Zeitaufgeloste Messungen zur
Ermittlung der kinetischen Konstanten der Elektroneniibertragung zwischen den einzelnen
Redoxzentren waren nur schwer moglich, da das gesamte System iiber die Dauer der

Messungen nicht stabil genug war 30,

Daher ist es wichtig, im Rahmen dieser Promotion zunéchst eine Oberfliche zu entwickeln,

welche mehrere Kriterien erfiillt:

Die Oberfliche muss kompatibel zu den zu untersuchenden Proteinen sein, elektrische
Leitfdhigkeit fiir elektrochemische Experimente aufweisen, sowie einen groflen
Oberflichenverstiarkungseffekt aufweisen, um ein besseres Signal zu Rausch Verhiltnis in den
spektroskopischen Messungen zu erhalten. Fir  die Bestimmung des
Oberflichenverstiarkungseffekt wird Cytochrom ¢ (CC) als ,, Testprotein® verwendet. Dieses

Protein ist bereits sehr gut untersucht, seine Infrarot-Spektren sind bekannt und die
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Motivation

Elektrochemie dieses Proteins verstanden auflerdem zeichnet sich Cytochrom c durch seine
kommerzielle Verfiigbarkeit aus. Cytochrom c kann durch elektrostatische Wechselwirkung
auf der Oberfliche immobilisiert und in situ elektrochemisch reduziert werden. Daher kann es
sehr gut als Vergleichssystem zur Optimierung des Verstirkungsfaktors dienen.

Durch Kontrolle der Oberfldchenrauhigkeit soll die Bildung der Membranen vereinfacht
werden. Eine niedrigere Rauhigkeit wird zu stabileren Membranen fiihren.

Ein weiterer Punkt, der zu Beginn der hier vorliegenden Promotion aufgegriffen werden muss,
ist die Optimierung des Linkers zur Anbindung der CcO. Dabei soll das DTNTA-Molekiil
(Dithiobis (nitriloacetic acid butylamidyl propionat) nicht mehr in-situ sondern ex-situ
synthetisiert werden. Durch die ex-situ Synthese des DTNTA besteht die Moglichkeit die
Oberflichenbelegung und damit die Proteinkonzentration im verwendeten ptBLM-System
besser zu kontrollieren. Mit dem aufgereinigten DTNTA muss dann eine Verdiinnungsstudie
auf der neu entwickelten nanostrukturierten Goldoberfliche durchgefiihrt werden, um das
optimale Verdiinnugsverhiltnis fiir die Bildung einer stabilen Membran im ptBLM-System zu
finden. An dieser Stelle muss nocheinmal darauf hingewiesen werden, dass die

Packungsdichte ein sehr zentraler Parameter fiir die Funktionsweise von Proteinen ist.

Auf Grundlage diese neu entwickelten Systems soll dann die Oxidase unter ,turnover*
Bedingungen untersucht werden. Hierzu muss der direkte Elektronentransfer zu den vier
Redoxzentren verwirklicht werden. Es mufl dann festgestellt werden, ob der
Elektronentransfer sequentiell ist und ob die beobachteten Konformationsédnderungen der CcO
mit und ohne die sonst verwendeten Mediatoren gleich sind bzw. worin sie sich
unterscheiden.

Dies soll zunéchst in Form einer potentiometrischen Titration geschehen. In [19] konnte
anhand der elektrochemischen Messungen gezeigt werden, dass die Redoxpotentiale der CcO
sich wihrend elekrochemischer Messungen zu negativeren Potentialen hin verschieben. Die
Verschiebung des Redoxpotentials der CcO deutet auf zwei Formen der Oxidase hin, welche
als ,,pulsed- und ,,resting-state* aus der Literatur bekannt sind'* 2!, Interessant ist es nun zu
sehen, ob man diese beiden Formen der Oxidase auch in den potentiometrischen Titrationen
im IR beobachten kann. Dies wire das erste Mal, dass man die beiden Formen der Oxidase
spektroskopisch auflosen kann. Eine weitere Frage in diesem Zusammenhang wire dann auch,

welche Strukturidnderungen mit dem beschriebenen Potentialshift einhergehen.
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Im néchsten Schritt sollen dann zeitaufgeloste Spektren der CcO aufgenommen werden. Mit
Hilfe dieser zeitaufgelosten Messungen sollen dann kinetische Konstanten der einzelnen
Redoxzentren ermittelt werden, wobei auch untersucht werden soll, ob es einen Unterschied
zwischen den kinetischen Konstanten der ,aktivierten (,pulsed-state) und ,nicht
aktivierten* (,,resting-state*) Oxidase gibt. Bisher sind nur Arbeiten bekannt, in welchen die
CcO mittels CO-Photodissociation zeitaufgeldst vermessen worden ist. Diese Messungen an

32 Dazu wurde mit

der CcO lieferten Zeitauflosungen im Millisiskundenbereich®"
photoinduziertem Ladungstransfer gearbeitet, wodurch immer nur eine einzige Anregung
moglich war. Der vollstindige Enzymzyklus konnte bei solchen Messungen nicht durchlaufen
werden

In der ptBLM-Konfiguration, mit direktem Elektronentransfer, hingegen kann das Enzym
viele Male hintereinander wiederholt elektrochemisch angeregt werden. Durch die definierte
Orientierung lassen sich Ladungstransferprozesse in allen Protein-Molekiilen auf der

Oberfliche simultan anregen. Das Protein kann under anaeroben wie auch aroben

Bedingungen (,,turnover) in-situ untersucht werden.
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3.1 Die Zellmembran und Membranproteine

3.1 Die Zellmembran und Membranproteine

Die Zellmembran, auch Plasmamembran genannt, besteht im Wesentlichen aus einer
semipermeablen Lipid-Doppelschicht, die alle lebenden Zellen umhiillt. Sie enthilt eine
Vielzahl an biologischen Molekiilen, hauptsédchlich Proteine und Lipide, welche an sehr vielen
zelluldren Prozessen beteiligt sind.

Die Zellmembran umschlie3t das Innere, das Zytoplasma, und umbhiillt die Zelle, schiitzt diese
vor AuBeneinfliissen und erfiillt damit eine dhnliche Funktion wie die Haut, die den gesamten
Organismus umbhiillt. Bei einigen Organismen (Bakterien, Pflanzen und Pilze) iibernimmt
diese Funktion die Zellwand. Die Zellwand jedoch dient der mechanischen Stabilitit, sie ist
keine selektive Grenzschicht, wie dies die Zellmembran ist. Die Zellmembran reguliert den
Stoffwechsel der Zelle. Dariiber hinaus dient die Zellmembran der Anheftung der Zelle an das
intrazelluldre Zytoskelett bzw. an die Zellwand.

Phospholipide stellen den groBten Anteil der Zellmembran-Komponenten. Sie lagern sich zu
einer Lipid-Doppelschicht mit einer hydrophilen Auflenseite und einem hydrophoben Inneren
an, was in Abbildung 3.1.1(b) gezeigt wird. Ein Phospholipid besteht aus zwei hydrophoben
Fettsdureketten, einer Glycerol-Gruppe, einem Phosphat und einem Alkohol
(siehe Abbildung 3.1.1(a)). Die hydrophile Eigenschaft ist wichtig fiir die Wechselwirkung
der Zellmembran mit der meist hydrophilen Umgebung der Zellen.

Membranproteine sind in die Zellwand eingebettet, Cholesterol-Molekiile stabilisieren die
Membran (sieche Abbildung 3.1.1(c)). Diese Darstellung einer Zellmembran mit
Membranproteinen zeigt, dass es verschiedene Typen von Membranproteinen gibt. Integrale
Membranproteine sind solche, die in die Membran integriert sind. Uberspannen sie dabei die
gesamte Membran, werden sie als Transmembranproteine bezeichnet. Integrale
Membranproteine stehen in intensiver Wechselwirkung mit den Kohlenstoffketten der
Membranlipide und konnen deshalb nur mit Reagenzien solubilisiert werden, die ebenfalls
unpolare Wechselwirkungen eingehen konnen. Oberflichen proteine oder auch periphere
Membranproteine sind durch hydrophile, elektrostatische oder andere nicht kovalente

Wechselwirkung an die Lipidmembran oder ein integrales Membranprotein angebunden.
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Abb.3.1.1: (a) Die Phospholipidmembran. Phospholipide lagern sich durch hydrophobe
Wechselwirkungen der Fettsduren zu einer Doppelschicht mit hydrophiler Auflenseite
zusammen; (b) schematische Darstellung einer Zelle mit Zellmembran; (c¢) detaillierte

Darstellung einer Zellmembran mit Membranproteinen und weiteren Bestandteilen.
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3.2 Die Atmungskette

Die bei der Glykolyse, der Fettsdureoxidation und im Citratzyklus entstechenden NADH und
FADH, sind energiereiche Molekiile, da sie jeweils ein Elektronenpaar mit hohem
Ubertragungspotential besitzen. Wenn diese Elektronen zur Reduktion von Molekularem
Sauerstoff zu Wasser benutzt werden, wird sehr viel Energie frei, die zur ATP-Erzeugung
verwendet werden kann. Dieser Prozess wird als oxidative Phosphorylierung bezeichnet; er
liefert ATP, wenn Elektronen von NADH oder FADH, iiber eine Reihe von Elektronen-
Carriern auf O, {iibertragen werden. Die oxidative Phosphorylierung findet in den
Mitochondrien statt und stellt in aeroben Organismen die Hauptquelle fiir ATP dar (siehe
Abb. 3.2.1).

Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Georges Palade und Fritjof Sjostrand
enthiillten, dass Mitochondrien zwei Membransysteme besitzen: eine dullere Membran und
eine ausgedehnte, stark gefaltete innere Membran. Die innere Membran ist durch eine Anzahl
von Einstiilpungen gefaltet, die als Cristae bezeichnet werden. Es gibt also zwei
Kompartimente in Mitochondrien: erstens einen Intermebranraum zwischen der duf3eren und
der inneren Membran und zweitens die Matrix, die von der inneren Membran begrenzt wird.
Die oxidative Phosporylierung findet in der inneren Mitochondrienmembran statt, im
Gegensatz zu den meisten Reaktionen des Citratzyklus und der Fettsdureoxidation, die in der

Matrix ablaufen.

Cristae
Intermembranraum

Abb.3.2.1: Schematische Darstellung eines Mitochondriums *.
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Der Gesamtprozess des aeroben Abbaus der Néhrstoffe liefert mehr Energie, als der Abbau
mit irgendeinem anderen Oxidationsmittel. Sauerstoff als Oxidationsmittel bildet jedoch
wihrend seiner Reduktion Radikale, welche giftig und gefihrlich fiir den Organismus sind.
Aus diesem Grund haben sich wihrend der Evolution spezielle Enzyme herausgebildet, die
die Sauerstoff-Reduktion kontrolliert katalysieren. Auf diese Weise werden keine
gefédhrlichen Zwischenprodukte des Sauerstoffs freigesetzt.

Zum Beispiel liefert die oxidative Phosphorylierung 26 der 30 Molekiile ATP, die bei der
vollstindigen Oxidation von Glucose zu CO; und H,O entstehen.

Die oxidative Phosphorylierung ist im Konzept einfach, im Mechanismus jedoch komplex.
Der Fluss von Elektronen von NADH oder FADH, auf O, durch eine Reihe von
Proteinkomplexen, die in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind, fiithrt dazu, dass

Protonen aus der mitochondrialen Matrix herausgepumpt werden:

1 +

502+NADH+H++10H — H,0+ NAD" +10H (3.2.1)

innen auflen

Gleichung 3.2.1 beschreibt die Reaktion, welche in mehreren aufeinander folgenden Schritten
in den Komplexen der Atmungskette ablduft. Die freie Enthalpie, die bei dieser Reaktion frei

wird, ist gegeben durch 3,

[NaD* [H,0]H:, |

aufien

AG =AG  +RTIn
poaoirf*] o, [z..]

+nFAD (3.2.2)

m

. ' H
=AG +RTIn [NAD IH210] +RTIn [ afﬂe"] +nFAD (3.2.3)
[NaDHH* [ 02} Hien
2
=AG” +RTIn [vap: J 2(1)] +RTn10(pH,,,,, — pH,, )+ nFAD,,
[NADH |H {2 02} A

Chem. Umsetzung

(3.2.4)

Die ersten beiden Terme beschreiben die Enthalpie, die durch die chemische Umsetzung frei
wird, die beiden letzten Terme beschreiben die Differenz des elektrochemischen Potenzials

des Protons zwischen Cytosol und Matrix.

18



3.2 Die Atmungskette

Die resultierende ungleiche Verteilung der Protonen fiihrt zu einer pH-Differenz und einem
Transmembranpotenzial, in anderen Worten eine protonenmotorische Kraft.

Die freie Enthalpie, die bei der chemischen Umsetzung von NADH und O, zu NAD* und H,O
frei wird, betréigt -220 kJ/mol 3 Unter typischen Bedingungen liegt der pH-Wert der inneren
Mitochondrienmembran auf der AuB3enseite um 1,4 Einheiten niedriger als auf der Innenseite.
Das Membranpotential betrdgt 0,14 V, wobei die AuBlenseite positiv ist. Damit betrigt die
Anderung der freien Enthalpie fiir ein Proton (n ist gleich Eins), das von der Matrix heraus auf
die cytosolische Seite der Membran transportiert wird:

)+ nFA®

A, = RTIn10(pH . — pH,

aufien innen

=8315%107 kK *310K *2,303%1,4+| 1%96,49 kI 0,14V (3.2.5)
mol * K mol ¥V
= 21,82k—J
mol

Bei zehn gepumpten Protonen pro Zyklus é&ndert sich die freie Enthalpie damit um
10 * 21,82 kJ/mol = 218,2 kJ/mol. Dies ist nur geringfiigig weniger als die 220 kJ/mol, die bei
der Umsetzung von NADH und O, zu NAD" und H,O frei werden.

Von NADH werden die Elektronen auf O, durch eine Kette aus drei grolen Proteinkomplexen
iibertragen, die NADH-Q-Oxidoreduktase (Komplex I), die Q-Cytochrom-c-Oxidoreduktase
(Komplex III) und die Cytochrom c¢ Oxidase (Komplex IV). Diese groflen
Transmembrankomplexe besitzen eine Vielzahl von Oxidations-Reduktions-Zentren, die
Chinonen, Flavine, Eisen-Schwefel-Cluster, Himgruppen und Kupferionen enthalten.

Der Elektronenfluss innerhalb  dieser = Transmembrankomplexe bewirkt einen
Protonentransport durch die innere Mitochondrienmembran. Die Elektronen werden vom
Komplex I auf den nédchsten Komplex der Kette (Komplex III) durch die reduzierte Form des
Coenzyms Q iibertragen. Q wurd auch als Ubichinon bezeichnet, da es in biologischeen
Systemen ein ubiquitdres Chinon ist. Ubichinon iibertrigt auch die von von der Succinat-
Dehydrogenase des Citratzyklus erzeugten Elektronen des FADH, auf die Q-Cytochrom-c-
Oxidoreduktase, und zwar durch die Succinat-Q-Reduktase (Komplex II). Das Cytochrom c,
ein kleines wasserlosliches Protein, tibertrigt dann die Elektronen vom Komplex III zur
Cytochrom c Oxidase (Komplex IV), der letzten Komponente der Kette, die dieReduktion des

O, katalysiert.
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Der Elektronentransport iiber die Komplexe I, III und IV ist an eine Translokation von
Protonen durch die Membran gekoppelt und hat somit einen Protonengradienten und ein
Membranpotenzial zur Folge.

Die abschliefende Phase der oxidativen Phosphorylierung wird von der ATP-Synthase
ausgefiihrt, einer ATP-synthetisierenden Anordnung, die durch den Protonenriickfluss in die
Mitochondrienmatrix angetrieben wird.” In Abbildung 3.2.2 wird die mitochondriale

Atmungskette in der inneren Mitochondrien-Membran gezeigt.
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Die mitochondriale Atmungskette in der inneren Mitochondrien-Membran. Sie

Abb. 3.2.2

besteht aus einer Elektronentransportkette (Komplexe I-IV) und der ATP-Synthase

(Komplex V). Elektronen werden von NADH oder von FADH, auf den Sauerstoff iibertragen,

um Energie fiir die Bildung von ATP zu gewinnen.
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3.3 Das Cytochrom ¢

Cytochrom sind ubiquitir verbreitete redoxaktive Proteine, die als prosthetische Gruppe ein
Him  enthalten. Sie  spielen eine  aufBlerordentlich  wichtige  Rolle in
Elektronentransportvorgingen und sind seit Jahrzehnten Gegenstand intensiver Forschung.
Die Cytochrom c Strukturen von Rinderherz und Thunfisch wurden bereits in den frithen 70er
Jahren mittels Rontgenstrukturanalyse erforscht > **. Im Jahre 1990 gelang Bushnell die
Aufklirung der 3D-Struktur von Rinderherz Cytochrom c in einer sehr hohen Auflésung .

Cytochrom vom c-Typ enthalten eine kovalent gebundene Ham-Gruppe, die iiber zwei
Thioetherbriicken zwischen zwischen den Thiolgruppen der Cysteine und den Vinylgruppen
des Porphyrinrings an das konservierte Sequenzmotiv CXXCH (mit X einer beliebigen
Aminosiure) *° gebunden ist. Die Imidazolgruppe des Histidins in diesem Motiv ist ein
Ligand des Ham-Eisens *°. Als sechster Ligand dient normalerweise ein weiteres Histidin
oder ein Methionin. Als Beispiel fiir ein Cytochrom ¢ wird das Cytochrom c¢ aus Rinderherz in

Abbildung 3.3.1 gezeigt, welches im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde.

Abb. 3.3.1a: Cytochrom c aus Rinderherz, Struktur des Proteins mit Sekundérstruktur-

Elementen.
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Abb. 3.3.1b: Cytochrom c aus Rinderherz, mit den Aminosduren des CXXCH-Motivs, den

Histidin- und Methionin-Lianden.

Cytochrome sind 16sliche oder membrangebundene Proteine und auf der p-Seite (positiv) von
Membranen lokalisiert, d.h. im Periplasma von Bakterien, im Intermembranraum von
Mitochondrien und im Lumen von Chloroplasten und Cyanobakterien. Die n-Seite (negativ)
der Membran ist dementsprechend der Matrixraum. Eine besondere Rolle spielen Cytochrome
in membranassoziierten Elektronentransportketten wie bei der Atmungskette. Wihrend
Ubichinon als mobiler Elektronencarrier in der Membran fungiert, dient das 16sliche
Cytochrom c als mobiler Ein-Elektronencarrier auf der p-Seite der Membran.

Die Funktion des Cytochrom c blieb fiir mehr als eine Milliarde Jahre lang erhalten, wie sich
aus Beobachtungen ergibt, dass das Cytochrom c jeder Eukaryotenart in vitro mit der
Cytochrom ¢ Oxidase jeder anderen bisher untersuchten Art reagiert. Ferner sind einige
prokaryotische Cytochrome, etwa das Cytochrom c¢, eines photosynthetisch aktiven
Bakteriums und das Cytochrom csso eines dentrifizierenden Bakteriums, dem Cytochrom c
aus den Mitochondrien des Thunfischherzens sehr dhnlich. Diese Zeugnisse beweisen, dass
die strukturellen und funktionellen Eigenschaften des Cytochroms c eine effiziente Losung

des Elektronentransports darstellen 3
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3.4 Die Cytochrom ¢ Oxidase

Der letzte Schritt in der Elektronentransportkette ist die Oxidation des reduzierten Cytochrom
¢, das vom Komplex III erzeugt wurde. Er ist mit der Reduktion von O, zu zwei H,O
Molekiilen gekoppelt. Diese Reaktion wird von der Cytochrom c Oxidase (Komplex IV)
katalysiert. Die Struktur der in dieser Arbeit untersuchten bakteriellen Cytochrom ¢ Oxidase
ist in Abbildung 3.4.1a und b sowie 3.4.2 dargestellt.

Die in dieser Arbeit untersuchte Cytochrom ¢ Oxidase stammt aus Rhodobacter spheroides,
einem  prokaryotischen Organismus. Die Untereinheitenstruktur ~ bakterieller
Atmungskettenenzyme ist weitaus einfacher aufgebaut, als die mitochondrialer Proteine. Ein
weiterer Vorteil in der Verwendung prokaryotischer Atmungskettenenzyme liegt darin
begriindet, dass diese Systeme einfacher auf genetischer Ebene veridndert werden konnen.
Trotz des einfacheren strukturellen Aufbaus weisen die bakteriellen Proteinkomplexe sehr
starke Homolgien zu denen der mitochondrialen Atmungkette auf, ebenso ist die
Funktionsweise der prokaryotischen Atmungskette die gleiche wie die der eukaryotischen
Atmungskette. Aus diesem Grund konnen Ergebnisse der Untersuchungen von Cytochrom c
Oxidase von Rhodobacter sphaeroides auf eukaryotische Organismen iibertragen werden.

Die in dieser Arbeit untersuchte bakterielle Cytochrom ¢ Oxidase mit einem Histidin-Anker
an der Cytochrom c Bindungseinheit wurde uns von Prof. Robert B. Gennis, University of
Ilinois und Prof. Shelagh Ferguson-Miller, Michigan State University, zur Verfiigung
gestellt.

Cytochrom c Oxidase, an die ein Histidin-Anker an die gegeniiberliegende Seite des Proteins
angefiigt wurde, wurde aus Paraccocus dentrificans gewonnen und wurde uns von Prof. B.
Ludwig, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Frankfurt, zur Verfiigung gestellt.

Die ortsspezifische Mutagenese der Cytochrom ¢ Oxidase mit Anfiigen eines Histidin-Ankers

ist in [40] beschrieben.
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Untereinheit IV
Untereinheit | (5,4 kDa)
(63 kDA)

Untereinheit || —> g8
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N
Histidin-Anker

Abb. 3.4.1a: Die bakterielle Cytochrom ¢ Oxidase in der ,,down‘-Konfiguration

N\
N

istidin-Anker

Abb. 3.4.1b: Die bakterielle Cytochrom ¢ Oxidase in der ,,up‘“-Konfiguration
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CUA

Abb.3.4.2: Vergrosserung der vier Redoxzentren. Die Cytochrom ¢ Oxidase beinhalted zwei

Ham- und zwei Cu-Zentren.

In [*'] ist die Strukturauflosung der Cytochrom c¢ Oxidase in der Auflosung von 2,3 A
beschrieben. Die entsprechenden Daten zur Struktur der Cytochrom c¢ Oxidase sind in der
Proteindatenbank PDB unter dem Code 1M56 zugénglich und wurden fiir die Darstellung des
Proteins in dieser Arbeit verwendet **.

Der Histidin-Anker, mit dem das Enzym immobilisiert wird, wird mittels Genmanipulation
entweder an das C-terminale Ende von Untereinheit II (,,down‘-Konfiguration) oder an das C-
terminale Ende von Untereinheit I (,,up*“-Konfiguration) angefiigt.

Die Cytochrom c Oxidase enthdlt zwei Hdm a Gruppen und drei Kupferionen in zwei
Kupferzentren, die als Cus und Cup bezeichnet werden. Das Cup besteht aus zwei

Kupferionen welche tiber zwei briickenbildende Cysteinreste miteinander verbunden sind.
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Dieses Zentrum nimmt zuerst vom reduzierten Cytochrom c¢ die Elektronen auf. Das
verbleibende Kupferion Cug ist mit drei Histidinresten koordiniert, wovon einer durch eine
kovalente Bindung an einen Tyrosinrest modifiziert ist. Das Him a unterscheidet sich von den
Hémgruppen im Cytochrom c in drei entscheidenden Dingen:

Zuerst ersetzt eine Formylgruppe eine Methylgruppe, zweitens ist eine der Vinylgruppen
durch eine C;s5-Kohlenwasserstoffkette ersetzt worden und zu letzt ist das Him nicht kovalent
an das Protein gebunden.

Obwohl die beiden Himmolekiile Him a und Him a3 chemisch vollig identisch sind, besitzen
sie dennoch unterschiedliche Eigenschaften, da sie an verschiedenen Stellen in der Cytochrom
¢ Oxidase angeordnet sind. Wéihrend das Him a das zweite Redox-Zentrum in der
Elektronentransferkaskade der Cytochrom c Oxidase ist, also die Elektronen vom CuA
iibernimmt, transportiert das Him a; als drittes Redox-Zentrum, Elektronen zum CuB, mit
dem es direkt benachbart ist.

Zusammen bilden Him as; und das Cug das aktive Zentrum, in dem O, zu H,O reduziert

wird *.

3.5 Elektronentranslokationswege und Intermediate der Cytochrom c

Oxidase

Die Bildung der Intermediate des katalytischen Zyklus der Cytochrom ¢ Oxidase ist von der
Einspeisung von Elektronen ins binukleare Zentrum, von der Protonenaufnahme aus dem
Medium, der Bildung von Wasser und vier Protonenpumpschritten abhéngig. Im katalytischen
Zyklus miissen Elektronen- und Protonentransfer funktionell miteinander gekoppelt sein.
Uber die Frage, wie genau die Cytochrom ¢ Oxidase diese Kopplung bewerkstelligt, konnte
bis heute keine Einigung erzielt werden, daher ist der katalytische Zyklus der Cytochrom c
Oxidase seit vielen Jahren Gegenstand intensiver Forschung. Dabei wurde eine Fiille von
Daten iiber die Struktur der aus dem Zyklus vorkommenden Intermediate gewonnen 3. 4445

Der Reaktionszyklus ldsst sich grob in zwei Abschnitte unterteilen: den reduktiven und den
oxidativen Teil. Der reduktive Teil beinhaltet den Ubergang vom Zustand O, bei dem alle
Redoxzentren oxidiert sind, zum Zustand R. Dieser ist dadurch charakterisiert, dass durch die

Aufnahme von zwei Elektronen das binukleare Zentrum (Ham a3 und Cug) reduziert vorliegt.

Dariiber hinaus werden bei diesem Ubergang zwei Protonen aufgenommen 4622 Dieses wird
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dadurch belegt, dass die Geschwindigkeitskonstante der Reduktion mit steigendem pH
sinkt ¥ ** % Die Aufnahme der Protonen ist notwendig, um die iiberschiissigen Ladungen,
welche durch den Elektronentransfer in das binukleare Zentrum eingefiihrt, zu kompensieren.
In der Literatur wurde anfangs diskutiert, dass der K-Kanal, welcher im folgenden Abschnitt
erklédrt wird, fiir den oxidativen und der D-Kanal, welcher ebenfalls im folgenden Abschnitt
beschrieben wird, fiir den reduktiven Abschnitt des Reaktionszyklus zustindig sei 2! Neuere
Ergebnisse zeigen allerdings, dass der D-Kanal ebenfalls in den reduktiven Teil des
Reaktionszyklus involviert ist %0 ebenso ist die Protonenaufnahme vom O zu dem R Zustand
noch immer nicht sicher geklért %0

Der oxidative Teil beginnt mit der Anlagerung von Sauerstoff an das reduzierte Him a3
(R—A). Der nidchste Schritt ist nun abhidngig davon, ob man die Reaktion mit der

> a3™, Cug''; A>PRr) oder halbreduzierten Oxidase (Cua’*, a3,

vollreduzierten (Cuy'*, a
a32+, CuBH; A—Pyy) durchfiihrt. Ist die Cytochrom ¢ Oxidase im vollreduzierten Zustand, so
werden vier Elektronen auf den Sauerstoff iibertragen, wobei je ein Elektron vom Ham a und
Cug kommt und zwei Elektronen vom Hiam az stammen.

Im halbreduzierten Zustand werden ebenfalls vier Elektronen auf den Sauerstoff iibertragen.
Es stellt sich allerdings die Frage, woher das vierte Elektron kommt, da Him a oxidiert ist.
Eine Mogliche Quelle, nicht nur fiir ein Elektron, sondern auch fiir ein Proton, ist ein Tyrosin
(Y288), welches durch Radikalbildung beides freisetzen konnte. Bei der Rinderherzoxidase
bildet dieses Tyrosin eine kovalente Bindung mit einem Cug-Liganden (H284), was nicht bei
der Cytochrom c¢ Oxidase Struktur von Rhodobacter sphaeroides beobachtet wurde. Aktuelle
Untersuchungen zeigen, dass sich beim Ubergang in den Zustand P ein Radikal bildet o2
Die Radikalbildung findet nicht nur im halbreduzierten Zustand statt, sondern auch im
vollreduzierten. Hier wird die Radikalbildung allerdings direkt durch das bei Hdm a
vorhandene Elektron riickgingig gemacht. Sowohl im halbreduzierten als auch im
vollreduzierten Zustand wird die Sauerstoffbindung beim Ubergang von A nach Py bzw. Py
gebrochen, wodurch ein Oxoferryl-Zustand gebildet wird. Altere Untersuchungen hatten
vorgeschlagen, dass die Bindung bei diesem Ubergang intakt bleibt und der Sauerstoff in
Form eines Peroxids am Hidm a3 gebunden vorliegt, was diesem Zustand auch seinen Namen
P gab. Der Ubergang von A nach P ist in beiden Fillen pH-unabhiingig, und weist damit
darauf hin, dass wéhrend dieser Reaktion keine Protonen aufgenommen werden 3,

Interessanterweise haben beide P Intermediate identische UV/Vis-Spektren. Die Struktur bzw.

die Umgebung der Chromophore beider Intermediate ist folglich vergleichbar **.
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Im Falle der halbreduzierten Oxidase stoppt die Reaktion hier. Bei der vollreduzierten
Oxidase zerfillt das Intermediat allerdings unter der Aufnahme eines Protons von E286 > aus
dem D-Kanal zum Intermediat F. Neben der Protonenaufnahme ist die (Re-) Reduktion des
Him a durch Cuu noch charakteristisch fiir diesen Ubergang. Der Unterschied zwischen P
und F wird deutlich bei der Betrachtung der UV/Vis-Spektren. Das F minus O Spektrum zeigt
eine breite Absorption bei 580 nm, wihrend das P minus O Spektrum eine scharfe Bande bei
607 nm hat.

Der letzte Schritt im Funktionszyklus ist der F—O Ubergang. Hierbei wird wiederum ein
Proton durch den D-Kanal aufgenommen und das letzte Elektron zum binuklearen Zentrum
transportiert. Sowohl Elektron als auch Proton werden zur Reduktion bzw. Protonierung des
Oxoferryl-Komplexes eingesetzt (Fe**=0,- + ¢+ H* — Fe’*-OH; wobei die Hydroxylgruppe
auch an das Cup gebunden sein konnte).

In Abbildung 3.5.1 wird ein moglicher katalytischer Zyklus der Cytochrom c Oxidase gezeigt.

0
L; A
R | Fell Cutt Fe-0, Cu*! Por Fe'lV =02 HO-Cu'T

res* FetV =0 HO--Cu*!!
Fe'V =0 HO-Cy*l Py
/ Fe'V =02 HO-Cu'l

)

E IEHI CuHl
A

F

T (res)Fe'lV =02 HO-Cu'™ll | Py
e -
H ‘ Feti .OH CytH !- \\ ! FetlV =02 Oyl ¥
e, H"

Abb. 3.5.1: Katalytischer Zyklus der Cytochrom c Oxidase. Dargestellt ist jeweils die
Konfiguration des aktiven Zentrums (Hdm a3;-Cug-Zentrum). Fiir das Intermediat Py sind

alternative Strukturen aufgefiihrt, die in der aktuellen Forschung diskutiert werden %0,
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Eine Moglichkeit, diese Intermediate zu beobachten, bietet die flow-flash-Technik. Hierbei
werden zwei getrennte Kammern zum einen gefiillt mit vollreduzierter, CO gebundener
Cytochrom ¢ Oxidase und zum anderen mit Sauerstoffgesitigter Losung. Beide Losungen
werden anschlieBend in eine Mischkammer gepumpt. Um zu vermeiden, dass das an der
Oxidase gebundene CO durch den in der Losung vorhandenen Sauerstoff unkontrolliert
ausgetauscht wird, muss die Vermischung sehr schnell erfolgen (< 1 s). Ist dieses
gewihrleistet, kann die Reaktion durch einen Laserpuls gestartet werden: Das CO wird
fotolysiert, der Sauerstoff bindet an das Protein und der Funktionszyklus wird
durchlaufen **®. Da in diesem Fall der gesamte Funktionszyklus abléduft, konnen die

Intermediate nur zeitaufgelost beobachtet werden.

Bisher ist nicht eindeutig geklirt, welche Schritte im Funktionszyklus mit Protonenabgabe
und infolgedessen mit dem eigentlichen Pumpvorgang assoziiert sind. 1977 gelang Wikstrom
der Nachweis, dass bei der Cytochrom c¢ Oxidase zusitzlich zu den fiir die chemische
Reaktion der Wasserbildung verbrauchte Protonen noch vier weitere Protonen gepumpt

werden 2% %

. Damit war der Beweis erbracht, dass die Cytochrom c Oxidase eine
redoxgetriebene Protonenpumpe ist. Die katalytische Reaktion des Enzyms ldsst sich durch

folgende Reaktionsgleichung darstellen:
4 cyt ¢ ** + 8 H yauin + 02 — 4 eyt ¢ + 4 H cyioso1 + 2 H2O (3.5.1)

1989 veroffentlichte Wikstrom das erste Kopplungsmodel fiir den katalytischen Zyklus der
Cytochrom c¢ Oxidase 0 Bei Gleichgewichtstitrationen an Rattenlebermitochondrien in
Anwesenheit eines elektrochemischen Gradienten stellte er fest, dass der oxidative Teil des
katalytischen Zyklus (der P—F und der F—O Ubergang) umkehrbar ist. Daraus folgerte er,
dass sémtliche Protonen in diesem Teil des katalytischen Zyklus gepumpt werden miissen
(siehe dazu Abbildung 3.5.2a).

1998 konnte Michel jedoch nachweisen, dass einige Annahmen Wikstréms falsch waren. Er
entwickelte ein neues Modell, bei dem jede Elektronenaufnahme mit der Aufnahme eines
Protons gekoppelt ist °'.
Modellvorstellung (siehe Abbildung 3.5.2b) im Reduktiven Teil (E—R Ubergang) des

Eines der vier gepumpten Protonen wird nach dieser

katalytischen Zyklus transferiert 62,

163

Darauf hin antworteten Wikstrom und Verkhovsky mit einem neuen Modell ™. Nach diesem

Modell werden die Hilfte der transferierten Protonen im reduktiven Teil des katalytischen
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Zyklus gepumpt, wenn zuvor der oxidative Teil des Zyklus durchlaufen wurde (siehe
Abbildung 3.5.2¢). Nach Durchlaufen der oxidativen Phase befindet sich das Enzym in einem
aktivierten Zustand (H~), der die fiir die Sauerstoffreduktion notwendige Energie speichert
und in der darauf folgenden reduktiven Phase des Zyklus freisetzt. Dadurch wird die
Translokation von zwei Protonen in dieser Phase ermoglicht. Nach diesem Modell wird
sdamtliche fiir das Protonenpumpen notige Energie in der oxidativen Phase gewonnen. Daher
steht dieses Modell nicht im Wiederspruch zu dem urspriinglich von Wikstrom vorgestellten

Modell.
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Abb.3.5.2: Modellvorstellungen des katalytischen Zyklus der Cytochrom ¢ Oxidase:
(a) Wikstrom 1989, (b) Michel 1998, (c) Wikstrom 2000; Blaue Pfeile bezeichnen die

le

Aufnahme von Substratprotonen, rote Pfeile beschreiben Protonenpumpschritte. D = D-Weg,

K =K-Weg, e” = Elektron.
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3.6 Protonentranslokationswege der Cytochrom c Oxidase

Wihrend der Reduktion des Sauerstoffs werden vier Protonen bendtigt. Da der Ort der
Sauerstoffchemie, das binukleare Zentrum, etwa 30 A entfernt von der N-Seite liegt, muss im
Protein mindestens ein Kanal vorhanden sein, durch den Protonen gelangen konnen.
Charakteristisch fiir solche Kanile sind polare Aminosduren, Wassermolekiile und
Wasserstoffbriickenbindungen, entlang derer sich ein Proton zum Ort der Sauerstoffreduktion
bewegen kann. Dariiber hinaus miissen noch vier weitere Protonen von der N-Seite
aufgenommen und durch das Protein transportiert werden. Anhand von Mutagenesestudien

. : a1a 6466
postulierte man zwei Kanile

, welche spiter durch die Kristallstrukturen ergénzt und
bestitigt wurden: den D-Kanal und den K-Kanal. Experimente haben gezeigt, dass beide
Kanidle wihrend des Funktionszyklus zur Protonenaufnahme genutzt werden. Mogliche
Protonenaustrittskanile werden in der Literatur diskutiert, sind aber bis heute nicht

. c e . 67. 68
identifiziert °" °°.

D-Kanal

Dieser Kanal beginnt mit einem Aspartat (D132)*, lokalisiert in Untereinheit I (UE I), das als
moglicher Eintrittspunkt der Protonen gilt und dem Kanal seinen Namen gibt. Uber zwei
Asparagine (N139 und N121) und zwei Serine (S201 und S200) fiihrt der Kanal zu einer
Glutaminsédure (E286). Zwischen den Aminosduren liegt eine Kette von hochgeordneten
Wassermolekiilen. Der Abstand vom E286 zum binuklearen Zentrum betrigt etwa 10 10\, und
es ist nicht offensichtlich, wie Protonen diese Barriere iiberwinden konnen. Da es sich bei
dieser Barriere um eine hydrophobe Tasche handelt, wurde die Moglichkeit in Betracht
gezogen, dass mehrere ungeordnete und somit fiir die Rontgen-Kristallografie unsichtbare
Wassermolekiile vorhanden sind ®. Da dieser Kanal sowohl fiir gepumpte als auch fiir
chemische Protonen genutzt wird 47, muss es einen ,,Schalter* geben, der unterscheidet, ob ein
Proton zur P-Seite gepumpt werden soll oder bei der Reduktion von Sauerstoff eingesetzt
wird. Fiir dieses Schalten der Protonen ist moglicherwise die Aminosidure E286

verantwortlich.

. D132 bedeutet, dass es sich hierbei um ein Aspartat mit der Nummer 132 handelt und dass diese AS auf der
UE I liegt. Die Nummerierung erfolgt in allen Fillen nach der Rhodobacter spheroides Nummerierung. Fiir den
seltenen Fall, dass eine im Text genannte AS nicht in der UE I lokalisiert ist, wird die UE durch eine
hochgestellte, romische Ziffer veranschaulicht.
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K-Kanal

Mogliche Einginge zu diesem Kanal sind entweder ein Serin (S299) oder eine Glutaminsidure
(E101"), die auf er Untereinheit II (UE II) lokalisiert ist. Der Kanal fiihrt weiter iiber ein
Lysin (K362), das diesem Kanal den Namen gibt. Zwischen S299 und K362 erkennt man ein
verbindendes Wassermolekiil in der Struktur. Die Entfernung zur nichsten Aminosiure,
einem Threonin (T359), ist etwa 9 A. Man erkennt in der Struktur keine Wassermolekiile
zwischen diesen beiden Aminosduren. Molekulardynamik-Rechnungen haben gezeigt, dass
das K362 allerdings so flexibel ist, dass es diese Liicke iiberbriicken kann 7 Der niichste
Schritt erfolgt wieder iiber ein Wassermolekiil zum Hydroxylrest der Farnesylseitenkette des
Him a3. Das letzte Glied in dieser Kette ist ein Tyrosin (Y288), welches in der Nihe eines der

Cug-Liganden liegt (H284).

Das wihrend der Reduktion gebildete Wasser und die gepumpten Protonen bendtigen einen
Ausgang. Die Propionsdurereste der Himgruppen, die am Pumpvorgang beteiligt sein sollen
" bilden mit Hilfe einiger Arginine, dem Mg** und einiger Wassermolekiile ein
Wasserstoffbriickennetzwerk, das bis zur P-Seite reicht. Dieses konnte eine Moglichkeit sein,
das gebildete Wasser und die zu pumpenden Protonen abzugeben. Bis heute ist
allerdings noch kein Kanal identifiziert worden 71 In Abbildung 3.6.1 wird der

Protonentranslokationsweg der Cytochrom ¢ Oxidase von Rhodbacter sphaeroides gezeigt.
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Protonenaustritt

Abb. 3.6.1: D- und K-Kanal mit allen Aminosduren, welche laut Literatur an dem Protonen

austritt beteiligt sind. Zusitzlich sind die vier Redoxzentren der CcO dargestellt.

35



Kapitel 3 Cytochrom c und die Cytochrom c Oxidase, Proteine der Atmungskette

3.7 Die protein-verankerte Lipid-Membran

Ein zentrales Anliegen aller kiinstlichen Membransysteme ist der Submembran-Raum. Ein
moglichst groBes Puffer-Reservoir unter der Membran dient der Aufnahme von lonen. Zudem
ist die Funktionalitit insbesondere bei grolen Membranproteinen durch ausreichend Platz
unter der Membran gewihrleistet. Ein Nachteil herkommlicher tBLM-Systeme, welche in
['® 139 72 ausfiihrlich beschrieben sind, ist zum einen, dass zunichst passende lange Spacer-
Molekiile gefunden werden miissen, zum anderen die Spacer-Molekiile selbst das Enzym bei
seiner Enfaltung behindern und die Funktionalitit einschrinken konnen. Im Rahmen dieser
Arbeit kommt die Methode der Protein-Immobilisierung zum Einsatz, die von unserer Gruppe
entwickelt wurde '®: die Protein-verankerte Lipid-Membran (protein-tethered Lipid Bilayer
Membrane, ptBLM). Durch diese Methode konnen Membranproteine funktionell in eine
kiinstliche Membran inkorporiert werden. Dabei ist das Protein selbst durch eine Ankergruppe
an die Oberfliche angebunden. Ausgangspunkt der Methode ist die Maoglichkeit,
rekombinante Proteine, an die ein Histidin-Anker angefiigt wurde, immobilisieren zu konnen.
Der Histidin-Anker (His-Tag) zeigt eine starke Affinitit zu Ni2+—Komplexen B 7 Die
Immobilisierung mit einem Histidin-Anker auf einer Schicht mit terminalen Ni2+—Komplexen
wird standardmifBig zur Aufreinigung der Proteine benutzt, erweist sich aber auch als
zuberldssige Methode der Protein-Immobilisierung.

Die Protein-Schicht wird danach mittels Dialyse in eine Lipid-Membran rekonstituiert, wobei
Proten-gebundene Detergens-Molekiile durch Lipid-Molekiile (siche dazu Abbildung 3.7.2)
ersetzt werden. Dadurch definiert das Protein selbst die Groe des Submembran-Raums. Ein
weiterer deutlicher Vorteil dieses Systems besteht darin, dass Proteine in einer definierten
Orientierung immobilisiert werden konnen, welche durch die Lage des Histidin-Ankers
definiert wird. In [16] konnte gezeigt werden, dass die Methode mit dem Protein Cytochrom c
Oxidase funktioniert. Im Rahmen der Diplomarbeit ™ konnte am Beispiel der Q-Cytochrom-
c-Oxidoreduktase (bcl-Kompex), gezeigt werden, dass die ptBLM-Methode auch auf andere
rekombinante Membranproteine mit His-Tag anwendbar ist.

Der Histidin-Anker kann spezifisch an zweiwertige Nickel-lonen binden. Eine Nickel-lonen-
Losung wird auf eine Oberfliche mit Nitrilitriessigsdure-(NTA-)-Resten gegeben, auf der
Ni**-Ionen gebunden werden und in einem oktaedrischen Komplex an zwei Wassermolekiile
gebunden sind. Diese werden durch zwei Histidin-Reste verdridngt, wodurch ein sehr stabiler
Chelat-Komplex entsteht (sieche Abbildung 3.7.1) Es hat sich herausgestellt, dass ein Histidin-

Anker mit sechs Histidin-Gruppen eine optimale Bindungskinetik aufweist. Die NTA-
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Gruppen sind iiber eine Thiopropionatgruppe auf eine Goldoberfliche angebunden. Wie
bereits erwihnt, bietet das ptBLM-System die Moglichkeit, das Protein in einer definierten
Orientierung anzubinden. Die Immobilisierung beider Orientierungen ist in Abbildung 3.7.3
dargestellt. Im Falle der Cytochrom ¢ Oxidase kann so einmal das Protein mit der Cytochrom-
c-Bindungsstelle zur Elektrode hin orientiert immobilisiert werden (,,Down-Konfiguration®),
zum anderen mit der Cytochrom-c-Bindungsstelle von der Elektrode weg orientiert (,,Up-
Konfiguration®). Im zweiten Fall ist die Cytochrom-c-Bindungsstelle frei zugénglich fiir
Experimente mit Cytochrom c in Losung. Mit der Down-Konfiguration lassen sich definiert
Elektronen in das Protein injizieren (direkter Elektronentransfer). Gegenstand dieser Arbeit ist
die Untersuchung der Kinetik dieses direkten Elektronentransfers und der damit verbundenen
Zeitkonstanten fiir die Oxidoreduktion der einzelnen Redoxzentren mittels zeitaufgeldster

Infrarotspektroskopie.
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Abb. 3.7.1: Ankerregion zur Immobilisierung der Proteine, welche mit einem Histidin-Anker

funktionalisiert wurden.
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Abb. 3.7.2: Die Dialyse. Links ist das angebundene Protein-Molekiil Cytochrom c Oxidase zu
sehen, das in seiner hydrophoben von Detergens-Molekiilen geschiitzt wird. Rechts ist das
Protein in eine Lipid-Membran rekonstituiert. Die Lipid-Mizelle (Mitte) ist ebenfalls von
Detergens-Molekiilen eingeschlossen, welche wihrend der Dialyse von Biobeads absorbiert

werden.
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Abb. 3.7.3: Angebundenes Protein nach der Rekonstitution in eine Membran
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4.1 FTIR-Spektroskopie

Wird Materie mit elektromagnetischer Strahlung beleuchtet, kann sie mit ihr wechselwirken.
Die jeweilige Art und der Frequenzbereich der Wechselwirkung sind abhingig vom Aufbau
der Materie selbst. Organische Molekiile zeigen im Bereich der infraroten Strahlung ihre
charakteristischen Fundamentalschwingungen, wihrend bei hoheren Frequenzen die
intensitidtsschwicheren Oberschwingungen erkennbar sein konnen. Die IR-Strahlung, die fiir
die IR-Spektroskopie benotigt wird und die fiir die Strukturaufkldrung und
Substanzidentifikation in der organischen Analytik von groBer Wichtigkeit ist, umfasst den
ungefihren Wellenlidngenbereich von 1 mm bis 800 nm. Die Spanne des mittleren IR, in dem
in der Regel die Spektroskopie molekiilspezifischer Schwingungsbanden erfolgt, reicht von

25 um bis 2,5 um (v= 400 bis 4000 cm™).

Unter bestimmten Voraussetzungen kann ein Molekiil elektromagnetische Strahlung
absorbieren. Entscheidend ist dabei, dass das Molekiil durch die Absorption der Strahlung und
die daraus resultierenden, sich insgesamt kompensierenden Schwingungen sé@mtlicher Atome
um ihre Gleichgewichtslagen, das Dipolmoment veridndert. Der Schwerpunkt des insgesamt
schwingenden Molekiils bleibt erhalten, so dass keine Translations- oder Rotationsbewegung
des Molekiils verursacht wird. Ein zweiatomiges Molekiil mit Atomen des gleichen Elements
kann wegen des fehlenden Dipolmoments durch IR-Strahlung prinzipielll nicht zur
Schwingung angeregt werden. Andererseits sind Molekiile aus Atomen verschiedener
Elemente aus dem umgekehrten Grund prinzipiell IR-aktiv i

Mehratomige Molekiile konnen zu ganz unterschiedlichen Schwingungen angeregt werden.
Als Beispiel soll die Methylgruppe in einfachen, ldngerkettigen Alkanen dienen.

In Abbildung 4.1.1 sind die sechs mdoglichen Schwingungsformen mit den dazugehdrigen
Wellenzahlen fiir die Absorption dargestellt. Sie teilen sich auf in zwei Streck- und vier
Deformationsschwingungen, welche wiederum teilbar sind in je zwei Schwingungen in der
Ebene (,,in plane®) und zwei, die die Symmetrieebene verlassen (,,out of plane*), die durch

drei Atome H-C-H aufgespannt wird.
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Abb. 4.1.1: Schwingungen der Methylgruppe (CH,) in einfachen Alkanen ’’

Jedes Molekiil hat eine eigene Absorptionscharakteristik, fiir die die Molekiilstruktur
verantwortlich ist. Da sich sdamtliche Molekiile, auch die Isomerien, in ihrer Struktur
unterscheiden, besitzen sie charakteristische Spektren und lassen sich eindeutig identifizieren.
Damit ist die IR-Spektroskopie anderen Methoden wie z.B. der Massenspektroskopie
gegeniiber im Vorteil.

IR-Spektren wurden lange Zeit mit dispersiven Spektrometern aufgezeichnet, deren zentrales
Bauteil ein  Gitter- oder Prismen-Monochromator  darstellte. Der  gesamte
Wellenldngenbereich, der die Probe durchstrahlt hat, wurde mit dem Monochromator in die
einzelnen Wellenlidngen zerlegt und auf den Detektor geleitet. Seit den 60er Jahren des 20.
Jahrunderts werden die dispersiven Spektrometer durch FTIR-Spektrometer verdréingt.

Das Prinzip der FTIR-Spektrometer beruht im wesentlichen darauf, dass die Messung nicht
mehr fiir jede einzelne Wellenlénge im zu betrachtenden Bereich nacheinander durchgefiihrt
werden muss, sondern mit Hilfe eines Interferometers, z.B. nach Michelson, die Strahlung der
Quelle zur simultanen Messung des gesamten Spektralbereichs eingesetzt werden kann. In

Abbildung 4.1.2 ist schematisch ein Spektrometer mit Michelson-Interferometer dargestellt.
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Abb.4.1.2: Schematische Darstellung des Michelson-Interferometers '’

Die Strahlung der Quelle wird durch den schrig stehenden, halbdurchlidssigen Strahlteiler
— im mittleren IR wird meistens KBr benutzt — in zwei Teile zerlegt, die jeweils an Spiegeln
reflektiert werden und erneut den Strahlteiler treffen. Einer der beiden Spiegel ist beweglich
und sorgt durch die optische Wegverlingerung fiir eine Phasendifferenz der beiden
Teilstrahlen. Die beiden Teilstrahlen interferieren miteinander.

In einem Interferogramm (Abbildung 4.1.3) ist die Intensitéit des Strahls nach Interferenz der
Teilstrahlen in Abhingigkeit von der Verschiebung des beweglichen Spiegels von der
Nulllage (die Retardierung 6 als optischer Wegunterschied zwischen festem und beweglichem
Spiegel ist das Doppelte davon) aufgetragen. Die Nulllage ist dabei die Position, bei der beide
Spiegel gleichweit vom Strahlteiler entfernt sind. Bei Null weist das Interferogramm
maximale Intensitit auf (diese Stelle wird ,,center burst“ genannt), da alle Wellenlingen
konstruktiv interferieren. Die Intensitéit an jeder anderen Position des Interferograms ist eine

komplizierte Uberlagerung aus interferierenden Wellenliingen.
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Abb. 4.1.3: Interferogramm eines FTIR-Spektrometers

Im Interferogramm ist alle Information iiber die Absorption durch eine Probe enthalten. Die
Retardierung des beweglichen Spiegels stellt eine Ortsinformation dar, die durch Fourier-
Transformation in eine Energie-Information bzw. Frequenz- oder Wellenzahl-Information
umgerechnet wird. So erhélt man die absolute Intensititsverteilung der Infrarotstrahlung in
Abhingigkeit von der Wellenzahl. Der AC-Anteil der Intensitit des Interferogramms

berechnet sich zu ’®:
400
1) = IB(V)COSZ?L’V5-dV (4.1.1)
0
Dabei ist ¢ die Retardierung und B(v) ist definiert iiber:
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I(v) ist die Intensitit der Strahlung bei einer bestimmten Wellenzahl und H(v) ist ein
geridteabhingiger Faktor, in dem die Figenschaften des Strahlteilers, der Spiegel, des
Detektors und der elektronischen Filter zusammengefasst sind. Gleichung 4.1.1 kann
mathematisch als Fourierreihe mit reinen Cosinustermen und den Fourierkoeffizienten B(v)

angesehen werden. Die Fourierkoeffizienten B(v) berechnet sich damit zu:

B(v) = jIAC (0)cos2zvd -do (4.1.3)

—o0

Gemil Gleichung 4.1.1 und Gleichung 4.1.3 lassen sich IAC(S) und B(v) durch Fourier-

Transformation ineinander iiberfithren.

Die Absorption durch eine Probe berechnet sich schlielich iiber

I4(v,1)

A(v,t)=-log R

4.1.4)

Wobei Is(v,t) die Intensitit des Strahls nach Durchgang durch die Probe (S fiir sample) ist und
Ir(v) die Referenz-Intensitit ist, also ohne Probe. Allerdings kann der Faktor Iz auch eine
Probe sein, bei der sich etwas verdndert, wie z.B. in dem Fall der hier vorliegenden Arbeit, die
Anbindung einer Proteinschicht, und Is wird zu einer spiteren Zeit aufgenommen. Diese
Methode wird Differenz-Spektroskopie genannt und kommt in der vorliegenden Arbeit zum

. 5,77,79
Einsatz > """
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4.2 Infrarotspektroskopie an Proteinen

Ein Infrarotspektrum eines beliebigen Proteins weist Absorbtionsbanden auf, welche von den

Peptidbindungen stammen. Jede dieser Peptidbindungen steht fiir eine CONH-Gruppe. Die

charakteristischen Banden der CONH-Gruppe werden Amid-Banden genannt.

Insgesamt sind neun Amid-Banden anerkannt. Diese Amid-Banden sind in Tabelle 4.2.1

aufgelistet.

Symmetrie Bezeichnung

Ungefahre
Frequenz / cm™

Zuordnung

Amid A 3300 NH; (100%)
Amid B 3100 NH; (100%)
In-plane (in , P
der Ebene) Amid | 1650 CO; (80%), CNg, CCNy
Amid Il 1550 NHj, (60%), CN, (40%), CO;p, CC, NGy
Amid Il 1300 CNg (40%), NH;, (30%), CC, (20%), CO;,
Out-of-plane Amid IV 725 NHos, CN;
(aus der Amid V 625 Cob (40%), CCs (30%), CNCd
Ebene Amid VI 600 COqp, CN;
heraus) Amid VII 200 NHgp, CN;, COyp
Tabelle 4.2.1

In [*] ist die Entwicklung eines Schwingungs-Kraftfeldes fiir Polypeptidketten beschrieben.

Dabei wurde zuniichst ein Kraftfeld des Molekiils N-Methylacetamid berechnet *' *2. Darauf

aufbauend wurden mit Hilfe von Berechnungen an Polypeptid-Strukturen wie Polyglycin I,

[-Poly(L-Alanin) und oa-Poly(L-Alanin) Schwingungs-Kraftfelder fiir diese Strukturen

entwickelt. Die berechneten Spektren weichen in der Regel um weniger als 5 cm’

! von den

beobachteten Spektren ab **. Die berechneten Kraftfelder werden als Basis fiir die strukturelle

Analyse anderer Polypeptid-Molekiile benutzt. Wie bereits erwihnt, wurden in [*] die

Schwingungsmoden des Molekiils N-Methylacetamid (siehe Abbildung 4.1.4) mit Hilfe eines

Néherungs-Algorithmus berechnet.
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Abb. 4.1.4: Modell der Methylacetamid-Gruppe (Rot: Sauerstoff, Blau: Stickstoff,
Grau: Kohlenstoff, Weis: Wasserstoff)

Auf der Basis dieser und weiterer Rechnungen  wurden Frequenzen fiir die verschiedenen
Amid-Banden berechnet. Sie sind in Tabelle 4.2.1 eingetragen. Zu den meisten Banden tragen

mehrere der 8 Schwingungs-Moden bei, welche in Tabelle 4.2.2 eingetragen sind 3.

Symmetrie Schwingungsmode
C=0-Streckschwingung
C-N-Streckschwingung

In-plane (in der Ebene) N-H-Streckschwingung
OCN-Biegeschwingung
CNH-Biegeschwingung
C-N-Torsionsschwingung

Out-of-plane (aus der Ebene heraus) C=0-Biegeschwingung
N-H-Biegeschwingung

Tabelle 4.2.2
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Die Amid A, Amid I und Amid II Banden werden in der Literatur am hiufigsten fiir die
Strukturaufkldrung an Proteinen benutzt, dabei ist die Amid I Bande zur Analyse der
Sekundirstruktur von Proteinen in wissrigem Medium, die am hiufigsten genutzte Bande 5
Die Amid I Bande, die zu ~80 % aus der C=0 Streckschwingung besteht, hingt von der
Starke der Wasserstoffbriicken im Peptidriickrat ab. Je stirker die Wasserstoffbriicke, desto
mehr Elektronendichte wird von der Carbonylbindung abgezogen und desto kleiner wird die
Frequenz ihrer Schwingung. Das Gleiche gilt auch fiir die Aminogruppen, die als Elektronen-
Donatoren in Wasserstoffbriicken fungieren.

In einem Protein, das gewohnlich aus mehreren Sekundirstruktur-Elementen mit
unterschiedlich starken Wasserstoffbriicken-Bindungen besteht, wird die Amid I Bande in
mehrere Komponenten aufgespalten. Daher stellt die Amid I Bande eine komplexe
Uberlagerung einzelner, iiberlappender Schwingungsmoden dar.

Die Amid IT Bande représentiert hauptsidchlich die N-H Biegeschwingung (~60 %), sowie die
C-N Streckschwingung (~40 %). Analog zur Amid I Bande ist es auch bei der Amid II Bande
moglich, diese in verschiedene, iiberlappende IR-Anteile zu unterteilen, welche von der
Sekundirstruktur des Proteins verursacht werden. Die Lage der Amid II Bande in einem IR
Spektrum ist sehr stark von dem Deuterierungsgrad der Probe abhiéngig, so kann man eine
Verschiebung von ungefihr 100 cm™ von ~1550 cm™ auf ~1450 cm™ fiir vollstindig
deuterierte Proteinproben beobachten. Allerdings muss an dieser Stelle beachtet werden, dass
dann die Amid II Bande des vollstindig deuterierten Proteins mit der H-O-D
Biegeschwingung iiberlappen kann, was eine genaue Analyse der deuterierten Amid II Bande
erschwert. Dennoch kann die Amid II Bande in der nicht deuterierten Form des Proteins
(~1550 cm™) genutzt werden, um Informationen iiber die Zuginglichkeit des Polypeptid-
Geriists gegeniiber dem verwendeten Losungsmittel (meist wissrige Losungen) zu erhalten So
wird die Wahrscheinlichkeit eines Protonenaustauschs der N-H Gruppe durch hydrophobe
oder dicht gepackte Strukturen des Polypeptid-Geriists deutlich gesenkt 86

Zusitzlich zu den Amid Banden in einem IR Spektrum miissen die Beitrige der Seitenketten
der einzelnen Aminosduren, welche das Protein bilden, zu dem erhaltenen Spektrum
beriicksichtigt werden. Dieser Bereich in einem IR-Spektrum wird daher Seitenketten-Bereich
genannt. Mit Hilfe dieses Bereichs konnen wichtige Informationen iiber lokal gebundene
Abliufe innerhalb eines Proteins erhalten werden. Solche lokalen Gruppen konnen z.B.

Protonkanile und die am Protontransport beteiligten Aminosduren sein. Aus diesem Grund

50



4.3 Bandenanalyse

wurde in der hier vorliegenden Arbeit neben dem Amid I Bereich auch der

Seitenkettenbereich der erhaltenen IR Spektren intensiv analysiert.

4.3 Bandenanalyse

Wenn eine IR-Bande eine Uberlagerung einzelner Schwingungen darstellt und physikalisch
nicht auflosbar ist, werden mathematische Methoden zur Bandenauflosung herangezogen.
Dabei gibt es zwei in der IR Spektroskopie gingige Moglichkeiten: Die Fourier-
Selbstentfaltung (Fourier-self-deconvolution, FSD) und die Bildung der zweiten Ableitung
des Spektrums.

Eine Absorptionsbande ldsst sich als Faltung einer Bandenformfunktion mit einer
Bandenpositionsfunktion auffassen. Um die Auflésung des Spektrums zu erhohen, wird durch
FSD, die Bandenbreite verringert. Dazu wird das experimentell bestimmte Spektrum mit der
Formfunktion entfaltet 87, wobei Parameter wie die Halbwertsbreite der einzelnen Banden und
der so genannte Verstirkungsfaktor (Verhiltnis zwischen der nicht entfalteten und der
entfalteten Bande) variiert werden. Die Halbwertsbreite liegt fiir Proteine im Bereich
zwischen ca. 12 und 15 cm™ und der Verstirkungsfaktor liegt zwischen 1,1 und 2. Die
maximale Verbesserung der Auflosung wird dabei durch die instrumentelle Auflésung und
das Signal-Rausch-Verhiltnis (SNR) begrenzt.

Die zweite Ableitung des IR-Spektrums wird oft zur Bestimmung von Bandenmaxima
genutzt, mit deren Ergebnissen man dann, kombiniert mit der FSD die Bandensimulation
(curve fit) starten kann. Leider liefert die zweite Ableitung des Spektrums aber nur dann
verldssliche Informationen beziiglich der Bandenmaxima, wenn die Absorptionsbanden sich
nur in einem gewissen Umfang gegenseitig iiberlappen. Bei Banden, die aus sehr vielen stark
iiberlappenden Absorptionsbanden bestehen, funktioniert diese Methode der zweiten
Ableitung nicht immer zuverlidssig, auch lduft man Gefahr mit Hilfe der FSD die zu
analysierenden Banden zu extrem zu entfalten. Eine solche ,,Uberbehandlung* des Spektrum
wiirde mehr Banden erzeugen, als wirklich unterhalb der Einhiillenden liegen. Aus diesem
Grund wird zur Analyse der Amid I Bande, sowie aller anderen Banden, die sich aus
iiberlagernden Banden zusammensetzen, die Methode der 2D IR-Spektroskopie in der

vorliegenden Arbeit angewendet.
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4.4 Zwei-Dimensionale Infrarot (2D IR) Spektroskopie

Das Grundkonzept von 2D IR ist im Prinzip mit der 2D-Korrelation, welche in der NMR

8  Jedoch unterscheiden sich beide 2D-

Spektroskopie genutzt wird, vergleichbar
Korrelationen im experimentellen Teil deutlich voneinander, was in [89] detailliert beschrieben
wird.

Der Hauptbestandteil der in dieser Arbeit gezeigten IR-Spektren, sind Spektren, bei denen
sich die IR-Signale mit der Zeit verindern. Diese Anderung des IR-Signals wird durch das
Anlegen eines elektrischen Potentials an die Proteinprobe verursacht. Allgemein kann diese

Anderung der IR-Absorption eines Systems, gemessen bei der Wellenzahl v als eine

Kombination zweier Absorptionsteile beschrieben werden:
AAV,1) = AA(V) + AA(V,1) (4.4.1)

Dabei ist der erste Term AA(v) die quasi-statische Komponente, welch die Normal-
Absorption wiedergibt. Die Normal-Absorption des betrachteten Systems wiirde auch
Gemessen werden, ohne das Anlegen einer dufleren Spannung oder sonstiger Anregung des
Systems.

Der zweite Term AA(v, t) gibt die Anderung der IR-Absorption in Abhingigkeit von der
angelegten, dufleren Anregung des Systems wieder. Dieser IR-Absorptions-Anteil ist wird nur
durch die duflere Anregung des Systems hervorgerufen.

Geht man davon aus, dass es sich bei der duBleren Anregung um eine sinusférmige Anregung
der zu untersuchenden Probe handelt, so kann man Gleichung 4.4.1 in Gleichung 4.4.2

iiberfiihren:
AAv,t) = AA(V)Sin[a)t + ﬂ(V)] (4.4.2)

Neben der Amplitude AA ist auch der Phasenwinkel [ abhingig von der jeweiligen
Wellenzahl v. In [*°] konnte auch gezeigt werden, dass Gleichung 4.4.2 auch als Summe von

zwei orthogonalen Komponenten dargestellt werden kann:

AA(v,t) = AA’(v)sinar + AA”(v)cos ar (4.4.3)
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Hierbei ist AA’(v) der Realteil (in-phase) und AA”(v) der Imaginidr (quadrature) des
aufgenommenen IR-Spektrums. Sowohl AA“(v) als auch AA”’(v) konnen mit Hilfe von AA

und B durch die folgenden Gleichungen dargestellt werden:
AA'(v) = AA(v)cos B(v) (44.4)

AA"(v) = AA(v)sin B(v) (44.5)

Das Spektrum des Realteils gibt die Konformationsidnderungen der Probe wieder, die durch
die Anderungen des Ubergangsdipolmoments verursacht werden. Hierbei #ndert sich das
Ubergangsdipolmoment simultan mit der Anderung der Anregung der Probe.

Das Spektrum der Imaginirteils gibt molekulare Anderungen wieder, welche beziiglich ihres
Phasenwinkels um 7/2 gegeniiber dem Realteil verschoben sind. Solche Anderungen im IR-
Spektrum sind dann von der Hohe der verwendeten Anregung abhéngig.

Die Gesamtinderung der Ubgergangsdipolmomente wird durch Gleichung 4.4.6 beschrieben:

PO)= Y [aa7 )+ 8070

= %AAZ(V) (4.4.6)

Anhand von Abbildung 4.4.1 kann man deutlich erkennen, dass die Spektren von Imaginirteil
und Realteil vollig andere Bandenformen besitzen und sich so deutlich voneinander

unterscheiden.

53



Kapitel 4 Infrarotspektroskopie
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Abb. 4.4.1: Realteil und Imaginérteil eines IR-Spektrums

(Rapid-Scan Messung an Cytochrom ¢ Oxidase mit einer Frequenz von 0,7 Hz gemessen)

Die Tatsache, dass sich Realteil und Imaginérteil so deutlich fiir jede einzelne IR-Bande
voneinander unterscheiden, zeigt dass sich die Ratekonstanten fiir die Anderungen der
einzelnen Ubergangsdipolmomente der IR-Banden stark variieren und fiir jede Bande
unterschiedlich sind. Solche wellenzahlabhingigen Variationen der Ratekonstanten werden in
der 2D-Spektroskopie benutzt, um stark tiberlappende Banden in ihre Bestandteile zerlegen zu
konnen. Um solche wellenzahlabhiingigen Variationen analysieren zu konnen, bedient man
sich der Methode der Korrelations-Analyse. Gleichung 4.4.7 beschreibt die dafiir verwendete

Korrelationsfunktion:

X(7)= liml " AA(V,,1)* AA(v,,t +7)d (4.4.7)

T—oo T -T/2

Dabei ist X(1) die so genannte ,,dynamic IR cross-correlation function®, AA(v;, t) und
AA(vy, t + 1) repridsentieren ein Paar von IR-Signalen, welche bei zwei verschiedenen
Wellenzahlen v gemessen wurden. Die Korrelationszeit T wird hierbei als Zeit betrachtet, die
zwischen den beiden Messungen bei zwei verschieden Wellenzahlen verstrichen ist. T
beschreibt in Gleichung 4.4.7 die Korrelations-Periode, fiir die in [89] T— oo gewihlt wurde.

Die in 4.4.7 beschriebene Funktion wird dabei als eine Art spektrale Intensitdt behandelt,

welche von der Korrelationszeit T abhiingt. Hdlt man nun die Korrelationszeit konstant, so ist
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Gleichung 4.4.7 nur noch von den beiden Wellenzahlen v; und v, abhidngig. Aus dieser
Abhingigkeit von zwei Wellenzahlen resultiert die zweidimensionale Natur der hier
verwendeten Analyse-Form.

Geht man davon aus, das sich das Paar IR-Signale sinusférmig dndert und eine gleiche

Kreisfreqgenz w besitzt so lasst sich Gleichung 4.4.7 in Gleichung 4.4.8 umformen:
X(z)=®(,,v,)coswr +¥(v,,v,)sin wr 44.8)

Dabei sind ®(vy, v,) und y (vi, vo) die synchronen bzw. asynchronen Korrelations-

Intensitédten, welche durch Gleichungen 4.4.9 und 4.4.10 beschrieben werden:
o(v,,v,)= V5 AW, ) AA(V, )eos[B(v, ) - BV, )]

= / [AA' (v, )= A4 (v, )+ 247 (v, ) x 2470, )] @)

W(v,.v,)= V) AAW, )= AW, )sin[B(v, ) - B(v, )]

= % [AA”(Vl ) * AA’(V2 )_ AA,(VI )* AA”(V2 )] (4.4.10)

Diese Terme reprisentieren den Real- und Imaginérteil der ,,dynamic IR cross-correaltion
function* X(1).

Die synchrone Korrelations-Intensitit ®(v;, v,) characterisiert hierbei Kohdrenz zwischen den
beiden, gleichzeitig gemessenen Signalen. ®(v;, v;) wird hierbei maximal, wenn die
gemessenen IR-Signale sich vollstindig in Phase befinden, wihrend ®(v;, v;) zu einem
Minimum wird, wenn sie um den Faktor © phasenverschoben sind. Kleinere Signale innerhalb
eines 2D-IR-Spektrums erhélt man, wenn die beiden Signale annidhernd othogonal zueinander
sind.

Die asynchrone Korrelations-Intensitdt v (vi, v;) charakterisiert wiederum die Kohirenz
zwischen zwei Signalen, welche zu zwei verschiedenen Zeiten gemessen worden sind. Daher
wird y (vi, v2) ein Maximum oder zu einem Minimum, wenn die beiden betrachteten Signale

orthogonal zueinander sind. Sind die beiden betrachteten Signale nicht direkt in Phase oder
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Anti-Phase, so verschwindet y (v, v,) an dieser Stelle, und man erhilt hierfiir keinen Peak im

2D-Spektrum.

Die synchronen sowie asynchronen 2D-Spektren erhilt man, wenn man die erwéihnten

Korrelations-Intensititen als Funktion zweier unabhiingiger Wellenzaheln v; und v, auftriigt *.

4.4.1 Synchrone 2D-Korrelationsspektren

Anhand von Gleichung 4.4.9 erkennt man, dass ®(v;, v,) = ®(v,, v;) ist. Daher sind

symetrische 2D IR-Spektren symmetrisch beziiglich der Diagonale des Spektrums (siehe dazu

Abbildung 4.4.2).

© -

Ciagonal-

peaks

+
<l o
=
g
Korrelations- £
quadrat = * =
5|2

positiver
. ,/- \ Cross Peak
A
negativer
Cross Peak
A B C D

Wellenzahl, v,

Abb. 4.4.2: Schematisches synchrones 2D-IR-Spektrum

Auf der Diagonalen eines synchronen 2D-Spektrums befinden sich Peaks, welche als
,Autopeaks” oder ,,.Diagonal Peaks* bezeichnet werden. In Abbildung 4.4.2 sind dies die
Peaks A, B, C, D an den Positionen (A,A), (B,B), (C,C) und (D,D).

Es kann anhand von Gleichung 4.4.6 und 4.4.9 gezeigt werden, dass die Korrelationsintensitét
entlang der Diagonalen eines synchronen 2D-Spektrums auch durch Gleichung 4.4.6
beschrieben werden kann:

56




4.4 Zwei-Dimensionale Infrarot (2D IR) Spektroskopie

(b(vi’vi): P(Vi)

= % [AA’2 (v.)+A4"(v, )] @.4.11)

Dabei wird P(vj) auch als Energiespektrum in der Literatur bezeichnet ®. Dieses
Energiespektrum entlang der Diagonalen im 2D-Spektrum spiegelt die Anregbarkeit der
untersuchten Spezies durch einen externen Stimulus wieder. Die Anwesenheit von Autopeaks
in einem synchronen 2D-Spektrum zeigt, dass sich die Gruppen wihrend der duBeren
Anregung umorientieren, welche das IR-Signal hervorrufen. Dabei ist der Grad der jeweiligen

Umorientierung einer Gruppe stark von der Umgebung der betrachteten Spezies abhéngig.

Die Peaks, welche sich nicht auf der Diagonalen des betrachteten synchronen 2D-Spektrums
befinden werden ,,Cross Peaks* genannt. Wihrend es bei den Autopeaks keine Vorzeichen
gab, konnen sich die Vorzeichen bei den Cross Peaks dndern.

In Abbildung 4.4.2 befinden sich Cross Peaks mit positivem Vorzeichen bei den Koordinaten
(B, D) und (D, B), wihrend sich Cross Peaks mit negativem Vorzeichen an den Stellen (A, C)
und (C, A) befinden. Fiir ein Paar von Cross Peaks an den Koordinaten (v;, v;) und (vj, vi)
findet man immer zwei korrespondierende Autopeaks an den Positionen (vi, vi) und (vj, vj).
Verbindet man diese vier Punkte miteinander, so erhdlt man ein synchrones
Korrelations.Quadrat (siehe dazu Abbildung 4.4.2).

Die Cross Peaks geben Aufschluss iiber inter- und intramolekulare Wechselwirkungen
innerhalb der funktionellen Gruppen, welche das IR-Spektrum verursachen.

Synchrone Cross Peaks entstehen immer dann, wenn zwei Ubergangsdipolmomente, welche
zu zwei verschiedenen Gruppen gehdren sich simultan umorientieren. Solch eine kooperative
Umorientierung kann immer dann erwartet werden, wenn starke intermolekulare
Wechselwirkungen zwischen den beiden betrachteten Gruppen bestehen.

Die Cross Peaks in Abbildung 4.4.2 zeigen, dass die IR-Banden bei den Wellenzahlen A und
C korrelieren, ebenso wie die Banden B und D miteinander korrelieren. Daher geht aus
diesem Spektrum deutlich hervor, dass die submolekularen Gruppen fiir die jeweiligen IR

Banden-Paare stark miteinander wechselwirken, wihrend zwischen den Paaren (A, B), (A, D),
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(B, C) sowie (C, D) keine gemeinsame Wechselwirkung und somit Korrelation gefunden
werden kann. Diese Banden-Paare reorientieren sich unabhéngig voneinander.

Neben den beschriebenen Informationen, die man von den Cross Peaks erhalten kann, geben
diese auch  Aufschluss iiber die relative Reorientierung des elektrischen
Ubergangsdipolmoments. Verliuft die Reorientierung der beiden Ubergangsdipolmomente in
die gleiche Richtung, beobachtet man einen positiven Cross Peak. Ist die Richtung der
Anderung des Einen Ubergangsdipolmoments senkrecht zu der des Anderen, beobachted man
einen negativen Cross Peak. Daher kann man anhand eines synchronen 2D-Spektrums

Informationen iiber die riumliche Umorientierung der Ubergangsdipolmomente erhalten 8
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4.4.2 Asynchrone 2D-Korrelationsspektren

Die asynchrone Korrelationsintensitit (v, v,) reprisentiert die unabhiingige oder
gegenseitig entkoppelte Reorientierung von Ubergangsdipolmomenten wihrend einer duBeren
Anregung der Probe. In Abbildung 4.4.3 ist schematisches asynchrones 2D-IR-Spektrum
gezeigt, dabei soll angenommen werden, dass Abbildung 4.4.3 das gleiche System beschreibt,

welches in Abbildung 4.4.2 beschrieben worden ist.

e
© n
Korrelations- c p':
quadrat %
|
keine ’ A
Diagonal- positiver
peaks Cross Peak
A B Cc D

Wellenzahl, i

Abb. 4.4.3: Schematisches asynchrones 2D-IR-Spektrum

Anhand von Gleichung 4.4.10 kann gezeigt werden, dass y (vi, vj) = y (v, vi), so dass das
asynchrone 2D-Spektrum antisymmetrisch beziiglich der Diagonalen ist. Asynchrone 2D-
Spektren besitzen keine ,,Auto-Peaks* entlang der Diagonalen. Wie Anhand von Abbildung
4.4.3 zu sehen ist, besteht ein asynchrones 2D-IR-Spektrum ausschlielich aus ,,Cross-Peaks®,
welche iiber asynchrone Korrelations-Quadrate miteinander verbunden werden konnen ( siehe
Abbildung 4.4.3). Dabei besteht ein Korrelations-Quadrat im asynchronen Fall aus zwei

Cross-Peaks, welche iiber zwei, auf der Diagonalen nicht vorhandenen, Punkte miteinander

verbunden sind.
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Die Cross Peaks im asynchronen 2D weisen in der Regel auf ein Fehlen von starken
intramolekularen Wechselwirkungen bzw. chemischen Wechselwirkungen hin. Dies kann
damit erkldrt werden, weil Cross-Peaks in einem asynchronen 2D-Spektrum nur dann
auftreten, wenn sich die Ubergangsdipolmomente unabhingig voneinander sindern.

In Abbildung 4.4.3 konnen die folgenden, von einander entkoppelten, IR-Bandenppaare
beobachtet werden: (A, B) (A, D), (B, C), (C, D). Die funktionellen Gruppen, welche zu den
erwidhnten Banden-Paaren beisteuern Wechselwirken nicht stark miteinander und sind
wahrscheinlich rdumlich voneinander getrennt. Andererseits zeigen die Paare (A, C), (B, D)
keine  Cross-Peaks. Dies deutet darauf hin, dass die Reorientierung der
Ubergangsdipolmomente synchron ablduft, was in Abbildung 4.4.2 durch Anwesenheit von
Cross-Peaks im synchronen 2D gezeigt wurde.

Das Auftreten von Cross-Peaks im asynchronen 2D-Spektrum zeigt auch den zeitlichen
Verlauf eines Reorientierungs-Prozesseses und dessen Zeitpunkt in einer Sequenz von
mehreren sich #ndernden Ubergangsdipolmomenten. Daher kann die Analyse eines
aynchronen 2D Spektrums zur Aufkldrung von Mechanismen oder Kinetiken von chemischen
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen funktionellen Gruppen innerhalb der zu
untersuchenden Probe beitragen. Hierfiir wurde in [*] ein Satz von Regeln aufgestellt, mit

deren Hilfe es moglich ist, zeitliche Sequenzen von Reorientierungs-Prozessen aufzukléren:

Regel 1: Wenn ein asynchroner Cross-Peak sich im oberen Teil (beziiglich der Diagonale)
des Spektrums befindet (v; > v,) und das Vorzeichen des Peaks positiv ist
v (vi, v2) > 0, dann &ndert sich das Dipolmoment von Wellenzahl v, vor dem

Ubergangsdipolmoment welches mit der Wellenzahl v, assoziert ist .

Regel 2: Wenn ein positiver Cross-Peak in der unteren Hélfte des Spektrums angesiedelt ist
(v1 < v3), dann dndert sich das Ubergangsdipolmoment von Wellenzahl v; vor dem

Ubergangsdipolmoment welches mit der Wellenzahl v, assoziert ist .

Regel 3: Fiir negative Cross-Peaks v (vi, v2) < 0 verhalten sich die zeitlichen Verhiltnisse

umgekehrt.

Regel 4: Falls die korrespondierenden synchronen Korrelations-Intensititen an den gleichen
Koordinaten negativ sind ®(v;, v») < 0, so sind die Zeitlichen Verhiltnisse von

Regel 1, 2 und 3 invers.
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4.5 ATR-FTIR-Spektroskopie

Regel 5: Falls die asynchrone Korrelations-Intensitit an den Wellenzahlen v; und v,
verschwindet v (vi, v;) = 0 so tritt die Reorientierung der Beiden

Ubergangsdipolmomente simultan auf.

Regel 6: Falls die synchrone Korrelations-Intensitit an den Wellenzahlen v; und v,
verschwindet ®(v;, v») = 0 so kann die zeitliche Abfolge des Reorientierungs-

Prozesses nicht bestimmt werden.

4.5 ATR-FTIR-Spektroskopie

Die ATR-Spektroskopie (Attenuated Total Reflection = Abgeschwichte Totalrefexion) wurde

im Jahre 1960 von Harrick und Fahrenfort > °!

eingefiihrt, mit der die Untersuchung von
Oberfldchen mit relativ wenig Aufwand moglich wurde. Der Vorteil dieser Methode ist, dass
sie im Gegensatz zu anderen Techniken non invasiv arbeitet, molekulare Informationen
einfacher erhalten werden und eine geringere apparative Ausstattung gegeniiber

konkurrierenden Methoden erfordert.

4.5.1 Totalreflexion

Beim Ubergang einer elektromagnetischen Welle von einem optisch dichteren in ein optisch
diinneres Medium (n; > np) treten Brechungs- oder Reflexionseffekte auf. Erfolgt der
Lichteinfall aus dem optisch dichteren Medium (n;) mit einem Einfallswinkel 6 zur
Grenzflichennormalen, so wird der Lichtstrahl im optisch diinneren Medium (n;) von der
Normalen weggebrochen und zwar umso stirker, je grofer 6 ist. Ab einem bestimmten
Grenzwinkel Oc¢ tritt das Licht streifend, d.h. parallel zur Grenzfliche aus. Wird dieser
Grenzwinkel iiberschritten, ist der Ubergang in das diinnere Medium nicht mehr mdglich und
es kommt zum Phidnomen der Totalreflexion. Diesen Grenzwinkel bezeichnet man als

kritischen Winkel so dass aus dem Snellius “schen Gesetz folgt 9,

sin® =2 (4.5.1)
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Hierbei sind n; und n, die Brechungsindizes des optisch dichteren bzw. diinneren Mediums.
In der ATR-Spektroskopie bezeichnet man das dichtere Medium auch als ,,Internal Reflection
Element* (IRE). Der Einfallswinkel der Strahlung entspricht dem Winkel, der zwischen der
Flachennormalen und der Ausbreitungsrichtung des Strahles gemessen wird. Bei linear
polarisierter Strahlung unterscheidet man prinzpiell zwischen zwei Arten, nimlich zwischen
p-polarisierter und s-polarisierter Strahlung (von parallel und senkrecht). Im angelséchsischen
Sprachraum dagegen, bezeichnet man die beiden Polarisationsarten auch gemif der Stellung
des elektrischen und magnetischen Feldvektors zur Einfallsebene als , Transverse Electric*
(TE = s-Polarisation) bzw. ,Transverse Magnetic (TM = p-Polarisation). Bei der
p-polarisierten Strahlung, verlduft der E-Vektor des einfallenden Strahls parallel zur
Einfallsebene, die durch einfallenden und reflektierenden Strahl aufgespannt wird. Der
E-Vektor der s-polarisierten Strahlung steht entsprechend senkrecht zu dieser Einfallsebene

(sieche Abbildung 4.5.1).

Einfallsebene
/

e

N
E/

Reflektierende Ebene

Abb. 4.5.1: Definiertes Koordinatensystem fiir die Komponenten der elektrischen Feldstérke.
Es ist die Komponente des einfallenden Feldes senkrecht zur Einfallsebene (s-polarisierter

Anteil), E, ist der Anteil parallel zur Einfallsebene (p-Polarisierter Anteil)
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4.5 ATR-FTIR-Spektroskopie

4.5.2 Die evaneszente Welle
1890 wurde von Otto Wiener in einem Experiment beobachtet, dass sich bei Lichtwellen, die
an einer Spiegeloberfliche reflektiert werden, eine stehende Welle ausbildet, die durch die

Interferenz der einfallenden und reflektierten Wellen entsteht > (siche Abbildung 4.5.2).

reflektierter Strahl
einfallender

Strahl stehende Welle

2z
cos

e

+«—Spiegeloberflache

Abb. 4.5.2: Entstehung einer stehenden Welle durch Reflexion an einer Spiegeloberfliche

Wihrend der Strahl an dem Spiegel reflektiert wird, dringt eine stark gedimpfte Welle mit
einer Eindringtiefe d, von weniger als 100 nm in das Metall ein. An der Metalloberfliche
muss sich, aufgrund der hohen Leitfidhigkeit des Metalls, ein Knoten der interferierenden
Wellen befinden. Die Feldstirke der stehenden Welle entspricht in diesem Fall E=0 und eine
starke Wechselwirkung mit einem Medium an der Oberfldache ist nicht mehr moglich %,
Findet die Totalreflexion nicht an einer Metalloberfldche statt, ist die Eindringtiefe der Welle

groBer. Sie betrigt etwa das Vierfache der Wellenldnge der Strahlung 7,

Die ATR-Spektroskopie beruht nun auf der Existenz dieser elektromagnetischen Welle, die
bei Totalreflexion in ein angrenzendes, optisch diinneres Medium eindringt. Sie ist nicht
transversal und besitzt elektrische Feldkomponenten in allen drei Raumrichtungen. Die Welle
pflanzt sich in diesem Medium in z-Richtung fort und wird in diesem exponentiell geddmpft.
Daher bezeichnet man sie auch als abklingende oder evaneszente Welle. Mit der Welle findet
kein Energietransport in x-Richtung, also der Ausbreitungsrichtung der Strahlung statt. Das
erscheint auch logisch, da sonst die Lichtwelle bei jeder Reflexion an Intensitit verlieren
wiirde. In einem solchen Fall konnte man natiirlich nicht mehr von einer Totalreflexion

sprechen. Sobald sich jedoch die Welle in einem absorbierenden Medium ausbreiten kann,
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wird ihr Energie entzogen und damit die reflektierte Welle geschwiécht. Es kommt zur

abgeschwichten Totalreflexion, dem ATR-Effekt %8

Wie schon eingangs erwihnt, nimmt die Feldamplitude exponentiell mit dem Abstand von der

Oberfldache ab und kann tiber

E=E;e™”

(4.5.2)
mit
27z\/ (sin>0-n2,)
V= A (4.5.3)
n A
n, =—= -4
n - n,

berechnet werden, wobei nl und n2 das optisch dichtere bzw. diinnere Medium darstellen

(siche Abb. 4.5.3). Ej kennzeichnet die Feldstirke in der Grenzfliche, E die Feldstirke im

Abstand z von der Grenzfliche.
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4.5 ATR-FTIR-Spektroskopie

Abb. 4.5.3: Feldamplitude der stehenden Welle bei Totalreflexion und exponentieller Verlauf

der evaneszenten Welle im optisch diinneren Medium %

Die evaneszente Welle besitzt die Frequenz der einfallenden Welle, hat aber eine unendliche
Wellenldnge (A = A / cos 0). Anders als bei der normalen Lichtbrechung, ist mit dem
Eindringen der evaneszenten Welle in das optisch diinnere Medium im zeitlichen Mittel kein
Energietransport verbunden. Die evaneszente Welle stellt vielmehr eine Oberfldchenwelle dar,
die sich parallel zur Einfallsebene fortpflanzt. Das Eindringen in das optisch diinnere Medium
erklirt man sich durch Beugung an der Grenzfliche beider Medien *’. Dabei gelangt an der
Reflexionsstelle etwas Energie in das zweite Medium, die an der Austrittsstelle der Welle

wieder in das erste Medium tibergeht (Abb. 4.5.4).
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A B L
— — Grenzflache

i “"——————_—_L_______ -— n
2

Abb. 4.5.4: Oberflichenwelle und Strahlenversetzung (Goos-Hénchen-Effekt) 9

Wie man anhand der Abb. 3.5 auch entnehmen kann, ist mit dem Energietransport entlang der
Grenzfliche eine Versetzung des Strahles verbunden. In einem eleganten Experiment wurde
dieser Effekt von F. Goos und H. Hinchen nachgewiesen und nach ihnen benannt *°. Die
Eindringtiefe ist abhingig von der Feldamplitude Ey an der Grenzfliche (Abb. 4.5.3). Die
Feldamplituden dagegen sind abhingig von der Polarisationsrichtung und dem Einfallswinkel
der einfallenden Strahlung sowie vom Brechungsindexunterschied der benachbarten Medien
(n; und ny).

Die Berechnung der Feldamplituden (E; und E.) fiir parallele bzw. senkrechte Polarisation

des einfallenden Lichtes erfolgt anhand der folgenden Gleichungen 96-98,

_ 2cos6

¥0 \/72 (4.5.4)
1—nj,
£ 2c0s64/sin® @ —n},

0 o e Jsin 0 —n} 459

E

_ 2sin’ @cos b
0~ , 4.5.6
) \/l—nzzl\/(l+n221)sm26’—n§1 (456)

E

2

2
+ \Ezo (4.5.7)

Ey =l
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4.5.3 Eindringtiefe der evaneszenten Welle

Wie schon im vorigen Kapitel erwihnt wurde, dringt bei der Totalreflexion eine
elektromagnetische Welle in das optisch diinnere Medium ein. Die Intensitit dieser Welle
nimmt in Abhéngigkeit von der Eindringtiefe exponentiell ab. Sie besitzt demnach eine
definierte Eindringtiefe, die in etwa die vierfache Wellenlinge der einfallenden Strahlung
betrigt. In [95]wurde diese Eindringtiefe (,,depth of penetration®) als die Tiefe definierte, bei
der die Feldamplitude auf den 1/e — ten Teil ihres Wertes in der Grenzfldche abgefallen ist.
Unter Beriicksichtigung von Gleichung 4.5.2 erhilt man fiir die Eindringtiefe z=d,=1/y und

somit fiir d,.

P 2 4.57)

Diese Eindringtiefe ist jedoch willkiirlich, denn die Amplitude des Feldes betrdgt bei dieser
Tiefe noch ca. 37 % der Intensitit an der Grenzfliche **. Die tatsichliche Eindringtiefe ist
aber grofer als d,. Mirabella % ermittelte fiir die maximale Eindringtiefe einen Wert von
3 d,. Den groBten Teil der Information erhélt man jedoch aus dem Bereich in dem die
Intensitédt der evaneszenten Welle am stédrksten ist, d.h. aus den grenzflichennahen Schichten.
Wie man der Gleichung Gleichung 4.5.7 entnehmen kann, nimmt d, mit zunehmendem
Einfallswinkel 6 und  zunehmender  Wellenldinge @A  bzw.  abnehmendem
Brechungsindexverhiltnis na/n; ab. In Abb. 4.5.5 ist die Eindringtiefe in Abhéngigkeit des

eingesetzten Reflexionselementes fiir einen Einfallswinkel von 60° dargestellt.
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Abb. 4.5.5: Eindringtiefe d, fiir verschiedene IRE-Materialien (n;) fiir 6 = 60° und n, = 1,5 100

4.5.4 Oberflichenverstirkte ATR-FTIR-Spektroskopie

Die Intensitit der Absorption im Infraroten von zu untersuchenden Molekiilen wird verstirkt,
wenn diese auf einem sehr diinnen Metallfilm, welcher aus vielen kleinen Metall-Inseln
besteht, adsorbiert sind. Dieses Phinomen wird als oberflichenverstirkter Infrarot
Absorptions Effekt (SEIRA; engl. Surface enhanced infrared absorption) bezeichnet. Dieser

%1 Tn den letzten 20 Jahren

Effekt wurde zuerst von Hartstein in den 1980er Jahren entdeckt
gab es intensive Bemiihungen diesen Effekt zu erkldren, dabei haben sich zwei mogliche
Mechanismen etabliert, welche beide fiir den SEIRA-Effekt verantwortlich sind und von den
meisten Forschern akzeptiert sind. Der erste Mechanismus basiert auf der Wechselwirkung
eines einfallenden Photons mit der Metalloberfliche. Durch diese Wechselwirkung wird das
elektrische Feld der Oberfliche verstirkt, man spricht hierbei auch von dem

elektromagnetischen Mechanismus. Der zweite Mechanismus basiert auf chemischen
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Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen, welch auf die Metalloberfliche aufgebracht
worden sind und der Metalloberfliche selbst. Dieser zweite Mechanismus ist auch als
chemischer Mechanismus in der Literatur bekannt. Bei der Betrachtung dieser beiden
Mechanismen muss allerdings angemerkt werden, dass der Grofteil des beobachteten
Verstarkungseffekts in infraroten Bereich durch den elektromagnetischen Effekt verursacht
wird 102103

Die lokale Feldverstdarkung kann annihernd durch einen inselférmigen Metallfilm beschrieben
werden, wobei die Metallinseln als abgeflachte Ellipsen modelliert werden

(siche Abbildung 4.5.6) ** 1%,

Infrarotstrahlung

<——E adsorbierte
i Metallinsel (g,) Molekiile (g,)
[

Elektrisches Feld

A

AU

Abb. 4.5.6: Polarisierung (p) der Metallinseln durch einfallende IR-Strahlung sowie das aus
der Polarisation resultierende elektrische Feld. Die Inseln wurden hierbei als Ellipsen mit der
Dielektrizitdskonstante &, dargestellt 32 Das adsorbierte Molekiil wird als diinne Schicht mit
einer Dielektrizitiskonstante &g angenommen, welche die ellipsenformige Metallschicht

bedeckt. Das Aspektverhiltnis der Ellipsen ist definiert als 1 = a/b.

69



Kapitel 4 Infrarotspektroskopie

Die einfallende IR-Strahlung polarisiert die Metallpartikel und erzeugt hierbei ein

Dipolmoment

p =&,k (4.5.8)

mit o als Ausdehnung der Metallinseln, g als Dielektrizitdiskonstante des Vakuums und E der
Amplitude der einfallenden Strahlung 32,104,
Das erzeugte Dipolmoment erzeugt ein elektrisches Feld um die Metallinseln. Dieses

elektrische Feld wird durch Gleichung 4.5.8 beschrieben:

_2p
4re,l’

E lokal — (4.5.9)

Hierbei ist 1 die Entfernung von dem Zentrum der betrachteten Metallinsel. Das lokale
elektrische Feld ist hierbei stidrker als das elektrische Feld der einfallenden Strahlung 32, 104,
daher werden die adsorbierten Molekiile von dem lokalen elektrischen Feld angeregt. Die
oszillierenden Dipolfelder innerhalb der adsorbierten Molekiile erzeugen zusitzliche
Dipolfelder innerhalb der Metallinseln, wobei die Polarisation der Metallinseln dieselben
Frequenzen besitzen wie die molekularen Schwingungen. Gemél Gleichung 4.5.10 wird

hierdurch die Absorption der Molekiile drastisch verstirkt:

Ao E*|(j|p| i>‘2 cos’ (4.5.10)

Mit A der Absorption des Molekiils, E dem lokalen elektrischen Feld,

(7lpli) dem
Ubergangsdipolmoment, wobei i fiir den Anfangszustand steht und j den Endzustand
beschreibt. v beschreibt den Winkel zwischen den Vektoren E und p 102,

Wird polarisierte Strahlung verwendet, so ist die Absorption auch von der verwendeten
Polarisation abhéngig. Bei p-polarisierter Strahlung konnen nur die x- und die z-Komponente
des elektrischen Feldvektors mit dem Ubergangsdipolmoment wechselwirken und somit zur
Absorption beitragen. Entsprechendes gilt bei s-Polarisation fiir die y-Komponente von E. Die

Komponenten sind in Abbildung 4.5.1 eingezeichnet 105,
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Abschliefend muss hervorgehoben werden, dass die Metallschicht zwischen Kristall und
dielektrischer Schicht die Messung durch s-polarisierte Strahlung verhindert, da das
elektrische Feld in der Ebene der Metallschicht kurzgechlossen wird. E, und E, aus den
Gleichungen 4.5.4 und 4.5.6 verschwinden daher und es kdnnen nur Schwingungen senkrecht

zur Reflexionsebene detektiert werden.

4.6 Zeitaufgeloste Messungen

Bei modernen FTIR-Spektrometern, die iiber die entsprechenden Erweiterungen verfiigen,
gibt es zwei Moglichkeiten der zeitauflosenden Messung. Sowohl mit der Rapid-Scan- als
auch mit der Step-Scan-Technik konnen Datensitze aufgenommen werden, die die Intensitit
am Detektor in Abhéngigkeit der Spiegelstellung und der Zeit aufnehmen und sich in

Spektren in Abhéngigkeit der Zeit umrechnen lassen.

4.6.1 Rapid-Scan-Mode

Die Rapid-Scan-Technik ist die allgemein verwendete Technik fiir die Aufzeichnung von
FTIR-Spektren. Einen Zyklus der Spiegelbewegung bezeichnet man als ,,Scan“. Die
Zeitauflosung wird durch die mechanischen und elektronischen Eigenschaften der
verwendeten Messkette bestimmt. Sie liegt in der Gré8enordnung der Zeit, die fiir einen
vollstindigen Zyklus des beweglichen Spiegels notwendig ist. Die Rapid-Scan-Technik
erlaubt zeitaufgeloste Messungen, ohne dass das Experiment reproduzierbar (reversibel)
wiederholt werden muss.

Die Spiegelgeschwindigkeit ist fiir ein Spektrometer eine konstante Grofe, die nicht weiter
optimiert werden kann. Eine Moglichkeit, die Zeit fiir einen Scan zu verkiirzen, besteht in der
Wabhl einer niedrigeren spektralen Auflosung. Die Standardauflosung liegt oft bei 4 em™.
Niéheres zu Beschrinkungen der Spiegelgeschwindigkeit ist in 1% peschrieben. Eine
Verbesserung der Zeitauflosung um maximal den Faktor 4 gelingt durch Aufzeichnen von
Interferogrammen auch beim Zuriickfahren des Spiegels und Betrachtung jeder
Interferogrammbhalfte als zeitlich unterschiedliches Interferogramm. Die minimale Zeit, die
ein kommerzielles FTIR-Spektrometer (z. B. das fiir die vorliegende Arbeit zum Einsatz
kommende Spektrometer VERTEX 70 von Bruker) fiir einen Scan benétigt, liegt in der

GroBenordnung 50 ms.
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4.6.2 Step-Scan-Mode

Soll die Zeitauflosung kleiner als die Scan-Zeit sein, so muss die Datenaufnahme der
einzelnen Abtastpunkte des Interferogramms durch einen vollkommen anderen Algorithmus
erfolgen. Voraussetzung dafiir ist, dass das Experiment reproduzierbar (reversibel)
durchgefiihrt werden und der Beginn des Experimentes mittels eines Triggers gestartet werden
kann. Bei der Step-Scan-Technik wird im Gegensatz zur Rapid-Scan-Technik ein Spiegel des
Interferometers ,,stufenféormig™ bewegt. Bei jeder Spiegelauslenkung (Retardierung), fiir die
bei gegebener Auflosung und spektraler Bandbreite ein Interferogrammpunkt benétigt wird,
bleibt der Spiegel stehen. Nach einer entsprechenden Wartezeit (Abbremsen und Stabilisieren
der Spiegelposition) konnen das Experiment gestartet und die zeitaufgeldsten Datenpunkte fiir
diese Interferogrammposition erfasst werden. Nachdem an allen Interferogrammpositionen die
zeitaufgelosten Datenpunkte erfasst worden sind, werden die zeitgleichen Messpunkte zu den
zeitaufgelosten Interferogrammen zusammengefasst.

Die Qualitit dieses Messprinzips ist im Wesentlichen von der genauen Positionierung und
Stabilitit des beweglichen Spiegels abhéngig. in Abbildung 4.6.1 ist die stufen-(step-)férmige

Bewegung des beweglichen Spiegels schematisch dargestellt.

Stabilisierungszeit MeRzeit

A . P

v

.................... Zeitaufgeldste
Messungen

Retardierung

v

Zeit

Abb. 4.6.1: Schematische Darstellung der stufenférmigen Bewegung des beweglichen
Spiegels. Nach Fortschreiten des Spiegels muss eine Stabilisierungszeit abgewartet werden.
Danach wird das Experiment gestartet und die zeitaufgelosten Messpunkte fiir die

entsprechende Interferogrammposition werden aufgezeichnet 106,
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4.7 Phasensensitive Detektion bei Modulationsangeregter FT-IR-
Spektroskopie

4.7.1 Grundlagen der phasensensitiven Detektion

Die in dieser Arbeit zur Anwendung kommende Technik der phasensensitiven Detektion
(PSD) folgt der Methodik, die in ['%7] beschrieben ist. Die Detektion kleiner Anderungen im
Absorptionsspektrum wird in vielen Experimenten durch ein groBes Hintergrundsignal
erschwert. Eine gute Kompensation des Hintergrundsignals wird durch die Technik der
Differenzspektroskopie erreicht und generell bei Experimenten an diinnen Schichten

108
angewendet

. Um das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (SNR) weiter zu verbessern, ist die
Anwendung zeitabhéngiger Stimulation zweckméBig, sofern das zu beobachtende System auf
die Anregung reagiert. Moglich ist die Anderung verschiedener externer Parameter wie
Druck, Temperatur, Konzentration einer Spezies, elektrisches Potential etc. In der Praxis
kommen zwei verschiedene Methoden fiir die externe Stimulation zum Einsatz, welche
zusitzliche Informationen {iiber die Reaktionskinetik liefern: zum einen ist dies die
Relaxationstechnik, bei der ein Parameter sprunghaft gedndert wird, und zum anderen die
Modulationstechnik, bei der ein Parameter moduliert wird. Die Modulationstechnik kann
immer dann angewendet werden, wenn das System reversibel oder quasireversibel auf eine
externe Anregung antwortet. Wenn die detektierte Absorption einen modulierten Anteil
enthdlt, kann dieser eindeutig dem Teil des Systems zugeordnet werden, der durch die
Modulation beeinflusst wird. Die Anregungsfrequenz muss so gewihlt werden, dass die
kinetischen Parameter der zu untersuchenden Prozesse im Bereich der Anregungsfrequenz
liegen. Bezogen auf die CcO heiBt das, dass die fiir die Ubertragung von Elektronen von der
Elektrode auf die Redoxzentren benétigte Zeit in etwa der halben Anregungsperiode
entsprechen sollte. Die Systemantwort besteht dann hauptsidchlich aus modulierten
Absorptionsbanden der Anregungsfrequenz o (Fundamentalfrequenz) bzw. den harmonischen
Oberfrequenzen. Die Komponenten des Systems, die nicht auf die Modulation reagieren,
tragen nicht zu der modulierten spektralen Antwort (AC-Anteil) bei, sondern erzeugen einen
unmodulierten DC-Anteil. Die Eliminierung des Hintergrundsignals erfolgt dann durch die
Separation des AC- vom DC-Anteil. Dies geschieht sehr effektiv durch die Anwendung von
phasensensitiver Detektion (PSD) und wird auch als Quadratur-Demodulation bezeichnet 109,

Absorptionskomponenten im Spektrum, die z.B. vom apparativen Setup stammen, werden
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durch die modulierte Anregung im Allgemeinen nicht beeinflusst und sind im DC-Anteil nicht
enthalten. PSD trennt den DC- vom AC-Anteil und ermoglicht eine selektive Detektion nur
der Signale, die genau mit einer Frequenz moduliert sind, die der Anregungsfrequenz ® bzw.
einer harmonischen Oberschwingung entsprechen. PSD ist eine Technik, die eine
Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses um mehrere Gré3enordnungen ermdglicht.
Dies wird durch die Eliminierung des grofiten Teils des Hintergrundsignals erreicht.

Experimente mit einer modulierten Anregung ermoglichen zudem eine kinetische Analyse der
betrachteten dynamischen Prozesse, welche durch die Stimulation initiiert werden. Bewegt
sich die Anregungsfrequenz im Bereich der Relaxationszeit des Systems, so sind Amplitude
und Phasenverzogerung der Systemantwort abhingig von der Anregungsfrequenz ®. Eine
zunehmende Anregungsfrequenz geht mit einer abnehmenden Amplitude und zunehmenden
Phasenverschiebungen der Grundfrequenz und der harmonischen Obertone der Systemantwort
einher. Zeigen sich bei einer sinusformigen Anregung harmonische Obertone in der
Systemantwort, so ldsst dies auf eine nichtlineare Signal-Weiterleitung schliefen. Bei der
Kinetik chemischer Reaktionen z.B. zeigt eine nichtlineare Antwort an, dass die
Reaktionskinetik nicht erster Ordnung ist ' ', Phasenaufgeldste modulierte Spektren eignen
sich dariiber hinaus auBerordentlich gut fiir die Separation von stark {iberlappenden Banden,
welche sich ohne diese Technik nicht mehr auflésen lieBen. Eine Voraussetzung hierfiir ist,
dass die {iberlappenden Banden von Komponenten des Systems stammen, die
unterschiedliche kinetische Konstanten haben. Dies resultiert in unterschiedlichen
Phasenverschiebungen gegeniiber der Anregungsfrequenz. So werden die jeweiligen
Absorptionen bei phasenaufgelosten Spektren mit verschieden eingesetztem Phasenwinkel
®psp maximal. Diese Eigenschaft der PSD kann sehr effektiv fiir die Separation einer
schwachen Bande von einer iiberlagerten starken Bande eingesetzt werden. Hierzu muss der
kontrollierbare Phasenwinkel ®psp so gewihlt werden, dass das starke Signal verschwindet,
wodurch eine experimentelle Bestimmung der Parameter der zu untersuchenden Bande
ermoglicht wird (Position, Halbwertsbreite, Absorptionsamplitude). In konventionellen PSD-
Experimenten wurde die PSD wihrend der Datenaufnahme des Interferogramms
durchgefiihrt, was zu verschiedenen Problemen fiihrte, u.a. verlingert sich hierdurch die
Messzeit und ein komplexer Messaufbau mit zusitzlichen Lock-In-Verstirkern ist

erforderlich 2

. Fiir den hier beschriebenen PSD-Algorithmus ist die experimentelle
Voraussetzung lediglich die Aufnahme zeitaufgeloster Spektren eines periodisch stimulierten
Systems, was relativ leicht durch verschiedene Techniken der Datenaufnahme realisiert

werden kann. Die PSD wird nach der Datenaufnahme in Form einer Vektor-PSD ''*
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durchgefiihrt. Ein groBer Bereich von Modulationsfrequenzen kann eingesetzt werden,
welcher nur durch die Stabilitidt der Probe (bei langer Messzeit durch niedrige Frequenzen)
und durch die verarbeitende Elektronik (bei hohen Frequenzen) eingeschrinkt wird ''* ', An
dieser Stelle sei betont, dass die hier beschriebene Methode fiir Modulations-angeregte FTIR-

Spektroskopie allgemein fiir jede zeitaufgeloste spektroskopische Messung anwendbar ist.

4.7.2 Modulierte Anregung

Die periodische Stimulation und die daraus resultierenden Anderungen in der Absorption sind
in Abbildung 4.7.1 veranschaulicht.

Das obere Bild zeigt eine periodische Stimulation und daraus resultierende Anderungen in der
Konzentration einer absorbierenden Spezies. Die sinusférmige Anregung startet bei t=0 mit
einem zusitzlichen Sprung auf einen Mittelwert 1. Nach einer bestimmten Zeitdauer - im
Beispiel etwa 5 Perioden - ist der stationdre Zustand erreicht. Dann variiert die Absorption
periodisch um den Mittelwert Ag. Ein Ausschnitt der Abbildung ist im unteren Bild
dargestellt. Im stationéren Zustand gibt es eine Phasendifferenz ¢; zwischen der Stimulation
und der Absorption der angeregten Spezies, welche charakteristisch fiir die Kinetik des
stimulierten Systems ist. A; ist die Amplitude der modulierten Absorption. Das Beispiel zeigt
eine sinusformige Anregung, so dass keine harmonischen Obertone in der Antwort des

Systems zu beobachten sind.
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Abb. 4.7.1: Oben: Periodische Stimulation (griin) und daraus resultierende Anderungen in der
Konzentration einer absorbierenden Spezies (rot); unten: Ausschnitt. Details sind im Text
erlautert *°

In einem Modulations-Experiment wird die Datenaufnahme im stationdren Zustand
durchgefiihrt, es muss gewartet werden, bis die ,,Einschwingperioden® vorbei sind. Zu den
Zeiten t; (i=0,1,...,n-1) werden n zeitaufgeloste Spektren aufgenommen, welche zu Beginn
jeder Stimulationsperiode getriggert werden. Die Anzahl der n zeitaufgelosten Spektren muss
genau in die Zeitdauer einer Periode passen.

Eine modulierte Anregung einer Probe durch einen externen Parameter kann modulierte
Anderungen in der Konzentration ci(t) einer Spezies X; zur Folge haben. Der Ausdruck
Spezies kann hierbei ein Molekiil, eine funktionelle Gruppe, oder allgemeiner, der spezifische
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Zustand eines Molekiils sein (Orientierung, Sekundirstruktur etc.). Die periodische,
zeitabhingige Absorption durch mehrere iiberlappende Banden verschiedener Spezies X ist

allgemein durch das Lambert-Beersche Gesetz gegeben:

A(v,t) = ZA v,1) = ZE v,0)#c (1) *d(t) =—log S(‘(/ ;) (4.7.1)

Dabei sind Ig(v, t) die zeitabhingigen Einzelkanalintensitdten der Probe P (sample) und Ir(v)
ist die Finzelkanalintensitit der Referenz R. &(v, t) ist der Absorptionskoeffizient der
jeweiligen Spezies i und d ist die Dicke der Probe. Die Beschreibung der Funktion A(v, t) im

Frequenz-Raum ist Gegenstand der folgenden Betrachtungen.

4.7.3 Fourieranalyse

Nach dem Fouriertheorem kann jede periodische Funktion der Periode T in eine Fourierreihe

der Form

f@®)=a,+ i la, cos(karx) + b, sin(kar)] 4.7.2)
k=1

zerlegt werden. k=0 entspricht dem DC-Anteil, k=1 der Fundamentalfrequenz
(Anregungsfrequenz) und k>1 den Oberschwingungen. Somit ist ap der DC-Anteil. ay ist der
Fourierkoeffizient der Kosinus-Komponente der Frequenz ko und by ist der Fourierkoeffizient
der Sinus-Komponente der Frequenz k. Die Fourierkoeffizienten aj;, ay und by der

periodischen Funktion f(t) sind durch folgende Ausdriicke gegeben:
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1 T
a, =;*j0 fndr

2 T
a, = | f@costkandr _, ,

9 seesey

2 T :
b, :?*J.O f®sin(kar)dr —_y, (4.7.3)

ax und by repridsentieren die orthogonalen Komponenten eines Vektors, welcher auch in
Polarkoordinaten mit einer Amplitude cx und einem Phasenwinkel ¢y ausgedriickt werden

kann. Es gilt dann

ay =C, S @,

b, = ¢, cos@, (4.7.4)

Unter Benutzung der trigonometrischen Relation
sina cos B+ cosasin B =sin(a + S)

kann die Fourier-Reihe aus Gleichung 4.7.2 als Sinus-Reihe mit zusétzlichem Phasenwinkel

@k ausgedriickt werden:

f@®)=a,+ i [ck sin @, cos(kax) + ¢, cos @, sin(kar)]

k=1

=a, + Y c, sin(kax +@,) (4.7.5)
k=1
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Die Amplituden ci und die Phasenverschiebungen ¢y sind gegeben durch:

2 2 2 s 2 2 2
a, +b; =c,/(sin” ¢, +cos” @, ) =, (4.7.6)

[ 2
Cr =Yg +b, 4.7.7)

a b
. k
s;m @, =— COS @, =k

-

(4.7.8)

In einem spektroskopischen Experiment besteht die Gesamtabsorption A(v, t) (siche
Gleichung 4.7.1) aus einem stationdren (DC-) Anteil Ag(v) und einem modulierten Anteil
An(v, t). Besteht das System aus N absorbierenden Spezies, so erhidlt man fiir die

Gesamtabsorption mit Hilfe der Fourierreihe (Gleichung 4.7.2) folgenden Ausdruck:

AWV,t) = iAi v,1)=A,,(vV)

=AW+ i 4% (v) cos(kan) + A% (v) sin(kar )]<4.7.9>

i=1 k=1

Im Folgenden wird der Einfachheit halber nur eine Spezies betrachtet, so dass der Index i
weggelassen werden kann.

Nach Gleichung 4.7.3 steht Ag(v) fiir die mittlere Absorption in einer Anregungsperiode (DC-
Anteil):

1 T
A, (V) = - g _L A(v,1)dt (4.7.10)
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A”(v) ist der Sinus-Fourierkoeffizient (0°, in Phase) und  A’”(v) der Kosinus-
Fourierkoeffizient (90°, auler Phase) der Frequenz kw. Unter Benutzung von Gleichung 4.7.3

und Gleichung 4.7.4 kénnen A" (v)und A (v) folgendermaBen ausgedriickt werden:

A (V) = A (V) % cos[p, (V)] = % « [ Aw.n)sin(ken)dr
A" )= 4, 0)sinlp, )] =2 # [ Av.ncostkandt .,

Nach Gleichung 4.7.5 kann A(v, t) auch durch eine Sinusreihe mit den Amplituden Ag(v) und

den Phasenverschiebungen ¢x(v) ausgedriickt werden:

Av,t) = A, (V) + i A (V) sin[ka)t + O (V)] (4.7.12)

k=1

4.7.4 Phasensensitive Detektion

Die Methode der phasensensitiven Detektion erlaubt in einem spektroskopischen
Modulationsexperiment die Berechnung absoluter gemittelter Absorptionsamplituden Ag(v)
und gemittelter Phasendifferenzen @y(v). In diesem Zusammenhang stellt sie eine alternative
Methode zur Fourier-Analyse einer periodischen Funktion dar. Der Ausdruck ,,gemittelt* soll
an dieser Stelle aussagen, dass die Gesamtabsorption Ak(v) fiir eine bestimmte Frequenz ko
aus den Absorbanzen Aj(v) aller Spezies X;, die an der Wellenzahl v absorbieren,
zusammengesetzt ist. Dariiber hinaus hat jede dieser Komponenten Aj(v) ihre eigene
Phasenverschiebung (V).

Das analytische Vorgehen bei der PSD besteht in einer Multiplikation von A(v,t) mit einer
periodischen Funktion, z.B. sin (ka)t +P ), gefolgt von einer normalisierten Integration iiber

eine Periode T. So wird als neuer Parameter der kontrollierbare Phasenwinkel ®psp eingefiihrt

(siehe Gleichung 4.7.13):
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PSD 2 T .
Al () = 7 _[O AW, nsin(kax + ¢ ")dt -,

k=1,2, ...

Modulationsspektrum bzw. phasenaufgelostes

PSD

A (v) wird als phasenaufgelostes

Absorptionsspektrum zu der Frequenz ko (der Fall k=1 entspricht der Fundamentalfrequenz,

d.h. der Anregungsfrequenz) und zu dem eingestellten PSD-Phasenwinkel ®;°” bezeichnet.
In den Spezialfillen & =0° und ®"*” =90° entspricht A**" (v)der In-Phase bzw. Ausser-

Phase-Komponente in Gleichung 4.7.11.
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PSD . . . ° o .o
AP (v)kann als Linearkombination aus A”(v)und A’ (v)ausgedriickt werden, wenn man

Gleichung 4.7.13 mit Hilfe der trigonometrischen Relation
sin(ar + B) = sin @ cos B + cosasin 8

folgendermallen umformt:

A% (v) = ; j A(v,1)sin(kax + ¢ )dt

= % x IOT A(v, t)[sin(ka)t) cos(¢."" ) + cos(kar) sin(¢." )]df

; j AV, 1) sin(kar)dt * cos(¢*)

j A(v, 1) cos(kat)dt +sin(¢")

= AO (V)cos(¢ ") + A90 (v)sin(g,”") (4.7.14)

Einsetzen von 4.7.11 in 4.7.14 und Benutzung der trigonometrischen Relation

cosacos B +sinasin B = cos(a — )

liefert:

AI?{SD (V) = Ak (V) COS(¢k ) COS(¢PSD) + Ak (V) Siﬂ(gﬂk ) Sin(¢PSD

PSD
)

= A, (V)cos(@, —

4.7.15)
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Wie bereits erwihnt, kann der Parameter ®;°” vom Benutzer gewihlt werden. Wenn
®/*” gleich der Phasenverschiebung des betrachteten Signals bei einer bestimmten Frequenz

ist, d.h. @ ()= ®"", so liefert die Kosinus-Funktion in Gleichung 4.7.15 den Betrag eins, die
Amplitude A; " wird maximal und ist dann gleich der unbekannten Amplitude Ak(v). Eine

. . PSD e . . . . .
Maximierung von A’ fiir eine bestimmte Wellenzahl durch Variation von &} liefert

demnach sowohl die Modulationsamplitude Ag(v) als auch die Phasenverzogerung ¢x(v) fiir

die Frequenz v.
Fiir ®*” = ¢ (v)+90°hingegen liefert die Kosinus-Funktion den Beitrag null und somit gilt

auch:

0, (V)£90° _
Al v)=0 (4.7.16)

Das Ziel der phasensensitiven Detektion in der Modulationsspektroskopie ist demnach die

Ermittelung der phasenaufgelosten Absorptionsspektren A” e (v)aus der zeitabhingigen

Gesamtabsorption A(v, t) mit Hilfe des Algorithmus, welcher durch Gleichung 4.7.13

. . 30
beschrieben wird 7.
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4.7.5 PSD zeitaufgeloster Spektren

Sowohl die PSD der Intensitit I(v, t), die iiblicherweise in Modulationsexperimenten mit
dispersiven Instrumenten zum Einsatz kommt, als auch die PSD des Interferogramms Ig(5, t)
(S steht fiir sample, Probe, 6 steht fiir die Wegdifferenz im Michelson-Interferometer) in FT-
Geriten werden mit skalaren Groen durchgefiihrt. Die vom Detektor gemessene Intensitit
wird in Abhingigkeit von der Wellenzahl und der Wegdifferenz angegeben.

Die hier zum Einsatz kommende Methode zur Ermittelung phasenaufgeloster
Absorptionsspektren besteht in einer Vektor-PSD, die auf die gemessenen zeitaufgeldsten
Spektren angewendet wird. Wie bereits erwihnt, kommt der Algorithmus erst nach der
Aufnahme des gesamten Datensatzes zum Einsatz, wodurch keine wertvolle Messzeit verloren

113

geht . Alle Spektren werden als m-dimensionale Vektoren behandelt, welche die

Intensitéiten bzw. die Absorptionen bei m verschiedenen Wellenzahlen v; zu einer bestimmten

Zeit t enthalten:

I(v,,t) AV,,1)
[(v,,1) Av,,t)
[(£)=] ... A(R) =] oo,
I(Vm—l , l) , A(Vm—l , l) @4.7.17)
(v ,t) AWV, 1)

Mit Beginn der Datenaufnahme werden n zeitaufgeloste Intensititsspektren E(ti); i=0,...,n-1

der Probe innerhalb einer Anregungsperiode T in &dquidistanten Zeitintervallen At = T/n

aufgenommen (s. Abbildung 4.7.1):

I t)=1t=i%T/n) o, ....01 @718

Die Koaddition von Spektren iiber viele Anregungsperioden ist meist notwendig, um ein
ausreichend gutes SNR zu erhalten. Sobald der stationidre Zustand erreicht, d.h. der
anfingliche ,,Einschwingvorgang® abgeschlossen ist, ist das Intensititsspektrum am Ende

einer Periode (t=T) identisch mit dem am Anfang der nichsten Periode (t=0), d.h.
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E(rn):i(to). Im nidchsten Schritt geht es darum, Absorptionsspektren aus den
Intensitidtsspektren zu  gewinnen. Da  kein  Referenzspektrum  wéhrend  des
Modulationsexperimentes aufgenommen wird, stellt sich die Frage, wodurch das
Referenzspektrum Ir(v) in Gleichung 4.7.1 ersetzt werden kann. Einerseits wire es moglich,
den Mittelwert aus allen Intensititsspektren zu bilden. Es ist jedoch einfacher, direkt den
Logarithmus des Intensitédtsspektrums zu berechnen, dies bedeutet, dass ein sog. Pseudo-
Referenzspektrum [x (v)=1 benutzt wird. Das entsprechende Absorptionsspektrum, die

Vektorelemente und das Pseudo-Referenzspektrum sind mit einem Strich gekennzeichnet.

, I.(v,t.
A(v,m:—1og%=—1ogls(v,t,.>

’

R

I;(v)=1 (4.7.19)

Die Fourierkomponenten von A’(t, v) werden mit dem PSD-Algorithmus aus Gleichung 4.7.3
berechnet, wobei die Simpson-Regel fiir numerische Integration (Gleichung 4.7.20) benutzt

wird:

r At
[, yydi = S 0+ 49 £ 20, 4 Ayy ot 2y, 4y, )

At &
= 2.5
3 & (4.7.20)

s; sind hierbei die Simpson-Koeffizienten, n muss gerade sein. Gemil3 Gleichung 4.7.20 und

Gleichung 4.7.10 lidsst sich der DC-Anteil von XO; ausrechnen:
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/’ _ 1 T /’
Ay = [, A0

I 3 /
3 AtZSA( .1, =§;S,~A v.t,) (4.7.21)

Analog lassen sich der 0°- und der 90°-Anteil der Absorptionsspektren ausrechnen.

Man erhilt:

7(0° 2 T ’ .
A" (V) = o |, Aw.n)sinkands

A Zs AW, )sm(kz—”ij
" 3nA n

= iZsl.A’(v,tl.)sin ok
3n‘>S n

(4.7.22)
A (v) = 2, J ' A’(v,1)cos(kax)dt
k T 0 ’
7 & , ki
— = lzzol s.A'(v,t,)cos 2”; (4.7.23)

Diese Berechnungen zur Absorption wurden alle mit einer konstanten Referenz

I_,: =1durchgefiihrt. Es wird anschlieBend gezeigt, dass nur der stationédre Anteil des PSD-
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Ergebnisses Ag(v) von der Wahl des Referenzspektrums abhingt, wéhrend die
Modulationsspektren der Fundamentalfrequenz und der Obertone davon unbeeinflusst

bleiben. Ir(v) sei ein beliebiges, zeitunabhingiges Referenzspektrum. Das mittlere

Absorptionsspektrum ain Bezug auf dieses Referenzspektrum erhdlt man analog zu

Gleichung 4.7.19:

Ay () =-1 Lso®)
o V) =—10g 1.0
I I,
——1og 20 _ ) —tog—
I, W, (V) I, (V)
= A (V) +logl,(v) (4.7.24)

Wie anschlieBend mit Gleichung 4.7.25 fiir A—f>(v) gezeigt wird, werden die

Modulationsspektren A—f>(v) und A_,?O;(V), die durch PSD ermittelt werden (d.h. Berechnung

der Fourierkoeffizienten mit k>0) nicht von der Wahl von Ig(v) beeinflusst, denn der Term

T
log1, v) IO sin(kar )dt verschwindet fiir alle k.

A” (V) = % LT AW, 1) sin(kar)dt
_ % jOT (A, 1) +1log I, (v)]sin(kar)dt

_ 2 TA/ . k d
= jo v, 1)sin(kar)dt

70°
=A, (V) (4.7.25)
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Aus Gleichung 4.7.25 folgt, dass E ,:0 und AQO ;9°° gilt. Die Gleichungen 4.7.22 und

4.7.23 liefern demnach die korrekten Modulationsspektren A—,?» undA_k%; .

PSD

Modulationsspektren Zik konnen fiir jeden beliebigen Phasenwinkel ®;*” berechnet werden.

Dazu muss Gleichung 4.7.13 gemif Gleichung 4.7.20 numerisch integriert werden:

A% (v) = % 2 j A(v,t)sin(kar + ¢ )dt

B 2 & ki PSD
= 52 s, A(V,t,)sin| 27— . + @, (4.7.26)

PSD

Zwischen Zf‘ (v)und den orthogonalen Modulationsspektren ZZ (v) und Zio (v)besteht der

Zusammenhang aus Gleichung 4.7.14:

AT (v) = AT ) cos(@) + A (V)sin(9)  wa)

Die Phasenverschiebung fiir eine bestimmte Frequenz berechnet sich iiber

_ I?OO (V) 0°
o) = arctanAOo—(V) AT (W)so (4.7.28)
k
90°( )
@(v) = arctan ———— ) +180° , A,?° (V) <0 (4.7.29)
k

wobei wegen tan ¢ = tan(p + 180°) fiir A < 0 die zweite Gleichung gilt. Die mathematische

PSD-Prozedur wurde in die Auswertesoftware OPUS des FTIR-Spektrometers implementiert,

wobei ein Makro der Gruppe von Prof. Baurecht (Universitidt Wien) verwendet wird 30.106. 113,
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5.1 Zyklische Voltammetrie

5.1 Zyklische Voltammetrie

Die Zyklische Voltammetrie dient im Allgemeinen zur Gewinnung von Informationen iiber
Elektrodenprozesse. Zyklovoltammogramme geben Auskunft iiber die Thermodynamik von
Redoxprozessen, die Kinetik heterogener Elektronentransferreaktionen sowie die
Zusammenhinge gekoppelter chemischer Reaktionen. Zyklische Voltammogramme von
Systemen sind gekennzeichnet durch ihre charakteristische Form und durch definierte
Peakpositionen sowie Peakintensititen.

Zur Messung eines Zyklsichen Voltammogramms wird eine stationédre Arbeitselektrode, die
in einen ruhenden Elektrolyten eingetaucht ist verwendet. An die Arbeitselektrode wird ein
sich zeitlich linear dnderndes Potential E(t) angelegt, welches nach Erreichen des

Umkehrpotentials E; dann linear zum Umkehrpotential E, ldauft und schlieBlich wieder beim

Ausgangspotential ankommt, was in Abbildung 5.1.1 gezeigt wird.

E
'y

I j >t

Abb.5.1.1: Dreiecksformiger Potentialverlauf eines Zyklischen Voltammogramms *°.

In Abbildung 5.1.2 ist ein Zyklisches Voltammogramm mit charakteristischer Kurvenform

dargestellt. Es wird die Stromstdrke des durchlaufenen Potentials aufgezeichnet. Die

Potentialvorschubgeschwindigkeit v = d%r betragen in dieser Arbeit, wenn nicht anders

angegeben 0,05 V/s.
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; 3 —E
= Ec Eo E4 =

Abb.5.1.2: Zyklisches Voltammogramm mit charakteristischer Kurvenform fiir einen
reversiblen Ladungstransfer. E5: anodischer Peak, Ec: kathodischer Peak, Ey: Redoxpotential,

E; und E;: Umkehrpotentiale 30

5.2 Zyklische Voltammetrie geloster Redox-Spezies
Es gibt zwei verschiedene Arten von Stromen, die in Elektrodenvorgingen auftreten konnen:

Nicht-Faradyasche Strome: Diese Strome sind elektrischer Natur und werden nicht durch
elektrochemische Reaktionen hervorgerufen. Sie werden auch als kapazitive Strome
bezeichnet und erfolgen aus der Reorganisation von Ionen im Elektrolyt nahe der

Elektrodengrenzfliche. Fir den Potentialverlauf E=FE,  +v, *t bei konstanter

Start Scan
Grenzschichtkapazitit und unter der Annahme, dass nur ein einziger Losungsmittelwiderstand

Rs vorliegt, erhélt man fiir den Strom:

—fk— —fk—

E
[, =" xe & pxC*|l—e
R (5.2.1)
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5.2 Zyklische Voltammetrie geloster Redox-Spezies

Die Gleichung sagt aus, dass der kapazitive Strom mit zunehmender Scan Rate und mit
zunehmender Grenzschichtkapazitit zunimmt. Die Richtung, in die das Potential lduft

entscheidet iiber das Vorzeichen des zweiten Summanden.

Faradaysche Strome: Sie werden hervorgerufen durch den heterogenen Ladungstransfer
zwischen Elektrode und Redoxpezies, die im Elektrolyten vorliegt. Die Reaktion ist dabei
immer mit einem chemischen Stoffumsatz verbunden. Die Zusammenhinge sind gegeben
durch die Faradayschen Gesetze He,

Die einfache Faradaysche Elektrodenreaktion besteht im heterogenen Ladungstransfer von
einer elektroaktiven Spezies A zur Elektrode oder umgekehrt. In Abhéngigkeit vom
Elektrodenpotenzial wird Spezies O zur Spezies R reduziert bzw. umgekehrt Spezies R

oxidiert:

Ote = (5.2.2)
Zur Vereinfachung der theoretischen Analyse werden im Folgenden nur Reduktionsvorginge
betrachtet. Zwei Prozesse prigen hierbei das Erscheinungsbild der voltammetrischen Strom-
Spannungskurven: Der heterogene Ladungstransfer und der diffusionsbedingte
Massentransport.  Der  heterogene  Ladungstransfer an der  Phasengrenzfliche
Elektrode/Elektrolyt wird durch die Butler-Volmer-Gleichung beschrieben, die als

Grundgleichung der elektrochemischen Kinetik gilt:

[
1. (0,1) = ——
Ja0.0) nFA

nF nF
—a—(E—EO) (l—a)—(E—EO)
0 0
=c, (0,t)xk" xe K —Crog0st) ¥ k™ xe KT (5.2.3)

Dabei ist k” die Standardgeschwindigkeitskonstante des heterogenen Durchtritts, o der
Durchtrittsfaktor, Ey das Standardpotential, A die Elektrodenfliche, F die Faradaykonstante
und cox und cgreq sind die Oberflichenkonzentrationen der jeweiligen Redoxpartner. Das

Standardpotential E, charakterisiert dabei einen Zustand im thermodynamischen
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Gleichgewicht, bei dem die Oberfldchenkonzentration von reduzierter und oxidierter Spezies
gleich grof} sind. Die potenzialabhingigen Oberflichenkonzentrationen co(0,t) und cg(0,t)
fiilhren aufgrund des Konzentrationsunterschides zur iibrigen Losung zu einem
diffusionskontrollierten Massentransport. Die Entwicklung der Konzentrationsverteilung in

der Diffusionsschicht ist gegeben durch das zweite Ficksche Gesetz:

2
X D 5 COx
& - Ox &2 (524)

2
&Red — D 5 CRed
S5 Red &2 (5.2.5)

Der Konzentrationsgradient an der Elektrodenoberfliche ist dem Ladungsfluss direkt

proportional:

o
. (0,t)=-D, | —&
]A( ) Ox( éx szo

O (5.2.6)

Da sich der an der Arbeitselektrode messbare Strom zu einem Anteil aus dem heterogenen
Ladungstransfer (Gleichung 5.2.3) und zum Anderen aus dem diffusionskontrollierten
Massentransport (Gleichung 5.2.6) zusammensetzt, nennt man diesen Vorgang den
Quasireversiblen Fall des Ladungstransfers.

Fiir den Fall, dass die Geschwindigkeit des heterogenen Ladungstransfers so grof} ist, dass
sich an der Phasengrenze ein dynamisches Gleichgewicht einstellt, spricht man von dem
Reversiblen Fall. Dabei ist k® > 10" cm/s. Fiir diesen Sonderfall vereinfacht sich die Butler-

Volmer-Gleichung zur Nernst-Gleichung:

RT c
E=E +—=%In| -2~
0T . (5.2.7)
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Somit hingen die Oberflichenkonzentrationen cox und creq nur noch vom Elektrodenpotential
ab und nicht mehr von heterogenen kinetischen Effekten. Der Strom an der
Elektrodenoberfliche wird ausschlieBlich durch den Massentransport, dem langsamsten
Vorgang, kontrolliert. Damit ist der Strom in diesem Fall diffusionskontrolliert. In Abbildung
5.2.2 ist ein reversibler Redoxvorgang dargestellt.

Bei der Zunahme des Potentials E(t) nimmt die Oberflichenkonzentration des Edukts R ab
und die des Produkts O nimmt zu. Der Gradient und damit auch der Ladungsfluss nehmen zu
bis die Oberflichenkonzentration von R nach Uberschreiten des Eq Potentials verschwindent
klein wird. Der Strom erreicht ein Maximum bei E5. Die Diffusionsschicht, die sich weiter
ausdehnt verursacht, dass der Konzentrationsgradient an der Elektrodenoberfliche nahezu
unabhéngig vom Potential abnimmt. Aus der Cotrell-Gleichung ergibt sich, dass der Strom

kleiner wird:

, nFA#~D C,,
i(t) = (5.2.8)
/N

Dabei ist C,, die Startkonzentration des Substrats, D dessen Diffussionskonstante. Analoge

Prozesse ergeben sich bei abnehmendem Potential. Bei Umkehr der Flussrichtung, die sich
aus der potentialabhingigen Umwandlung von Produkt O zum Edukt R ergibt, erfolgt der
Fluss eines negativen Stroms, der ein Minimum erreicht und mit abnehmender Konzentration
des Produktes in der Diffusionsschicht langsam gegen Null abfillt. Ideal reversible Vorginge
haben besondere Eigenschaften, die im Folgenden genannt werden. Der Prozess ist reversibel,
weshalb die Lage der reduktiven und oxidativen Peaks unabhingig von der
Potentialvorschubgeschwindigkeit ist. Der Abstand beider Spitzenpotentiale eines

Redoxzentrums betréigt:

59mV
AE = ‘EA - Ec‘ — Tm (5.2.9)

wobei n die Anzahl der Elektronen ist, die wihrend eines Redoxprozesses umgesetzt werden.
Die Halbwertsbreite der Peaks betrigt bei 25 °C unabhingig von der Potential-
vorschubgeschwindigkeit (Scan Rate) 28 mV dividiert durch die Anzahl der umgesetzten

Elektronen. Der maximale Strom in der Peakmitte nimmt sowohl im reduktiven wie auch im
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oxidativen Fall mit der Wurzel der Scan Rate zu. Er ist durch die Randles-Sevcik-Gleichung

gegeben:

iz2,69*105*n%*A*C*VD*U (5.2.10)

Die Peakfliche eines Redox-Peaks ist proportional zur iibertragenen Ladung, wobei zwischen

der Ladung Q und der Scanrate v folgender Zusammenhang gilt:

_Exi
()

Q

(5.2.11)
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5.3 Cyclovoltammetrie an Schichten oberflichengebundener Redoxspezies

In den Bisherigen Betrachtungen befanden sich die Reaktanden und Produkte frei in Losung.
Bei Molekiilen, die an eine Oberflidche gebunden sind, spielt Diffusion keine Rolle, weswegen
nur noch der Ladungstransfer betrachtet werden muss. Es gibt keine Einschriankungen durch
Diffusionslimitierten Massentransport zur Eelektrode. Abbildung 5.3.1 zeigt ein

Cyclovoltammogramm einer Redox-Spezies, die auf einer Oberfliche immobilisiert ist.

Oxidation,
R-e—0O

au.aa{n mv

Reduktion,
O+e—R

E

Abb. 5.3.1: Cyclovolammogramm einer Oberflichenfixierten Redox-Spezies. Die Peaks sind

GauB3-formig und symmetrisch, die Halbwertsbreite betridgt 90,6mV dividiert durch n 30,

Ein  Hauptunterschied  zwischen Cyclovoltammogrammen von  gelosten  und
Oberflichenfixierten Redox-Spezies ist der, dass die Peaks im letzteren Fall scharf und
GauB3formig sind, was auf den fehlenden Massentransport zuriickzufiithren ist. Die beim
anodischen und beim kathodischen Prozess iibertragene Ladung ist gleich groB, denn die
Oberflichenbelegung dndert sich nicht. Der Strom steigt von Null auf den Maximalwert des
Redox-Peaks und fillt dann wieder auf Null zuriick. Im Idealfall gibt es keine Peak-
Separation, es gilt also AE=0.

Wenn das oberflichenfixierte Redox-Paar durch eine dielektrische Schicht getrennt ist, dann

kann die Kapazitit dieser Schicht einen kapazitiven Strom zur Folge haben. Die Redox-Peaks
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haben dann einen zusitzlichen Offset. Im Fall eines ideal reversiblen Redox-Vorgangs
oberflachengebundener Redox-Spezies ist die Peak Separation Null und der Peakstrom ist

gegeben durch 116,

. n’F?AxvxT,,
1= ART (5.3.1)

Dabei ist Iy die Oberfldchenbelegung der Redox-Molekiile. Die Gleichung sagt aus, dass der
Strom und damit die Anzahl der Reaktionen durch die Anzahl der Redox-aktiven Molekiile

auf der Oberflidche gegeben sit. Weiterhin ist der Peakstrom proportional zur Scan Rate v, im

Gegensatz zur Abhingigkeit o< Jv bei einer diffusionskontrollierten reversiblen Umsetzung
von geldsten Redoxmolekiilen.

Die Halbwertsbreite eines Redox-Peaks betrigt bei 25°C:

RT _90,6mV

nk’ n

AE = 3,353 (5.3.2)

5.4 Elektrochemische Impedanzspektroskopie

Die Elektrochemische Impedanzspektroskopie wird im Allgemeinen zur Untersuchung
elektrischer Eigenschaften verschiedener Materialien eingesetzt. Sie findet Anwendung fiir
die Gewinnung von Informationen iiber die Qualitit von Filmiiberziigen, zur Aufkldrung von
Elektrodenvorgingen oder Korrosionsprozessen. Mittlerweile greift die Biotechnolgie
vermehrt auf diese Methode zu.

Diese Arbeit ist insofern auf diese Methode angewiesen, was die Charakterisierung der
verwendeten kiinstlichen Membransysteme betrifft. Dabei wird mit dieser Methode iiberpriift,
wie sich die elektrischen Eigenschaften an der Grenzfldche zur Substratoberflidche iiber den
Zeitraum der Prédparation entwickeln. Damit konnen Riickschliisse auf die Qualitit des
Systems, inbesondere der Membran getiitigt werden. Ein wesentliches Indiz fiir die Bildung

der Membran ist der Anstieg des Widerstandes und der Abfall der Kapazitiit.
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Grundlegend fiir die Elektochemische Impedanzspektroskopie (EIS) ist die Messung der
Phasen- und Stromantwort, die eine Probe auf eine angelegte Wechselspannung gibt. Die
erhaltenen Daten der EIS werden analysiert und konnen Aufschluss dariiber geben, wie sich
das System hinsichtlich seiner elektrischen Eigenschaften zusammensetzt. In dieser Arbeit
werden Frequenzen vom Milli-Hertz bis zum Mega-Hertz Bereich durchlaufen. Die
Information iiber Sytemelemente unterschiedlicher elektrischer Eigenschaften kommen in

verschiedenen Frequenzbereichen zu unterschiedlichen Anteilen zum tragen. Beispielsweise
ist die Impedanz einer Kapazitit wegen |Z | =— hoch fiir geringe Frequenzen und niedrig fiir
wc

hohe Frequenzen, wihrend hingegen dann andere Elemente eine hohe Impedanz aufweisen

konnen.
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5.5 Die elektrische Doppelschicht

In der Elektrolytlosung verhilt sich eine Goldoberfldche wie eine ideal polarisierte Elektrode,
da kein Ladungstransfer zwischen Metalloberfldche und Losung stattfindet. Die Grenzfldche
und die Bulkphase konnen zusammen als Kondensator aufgefasst werden. Es handelt sich um
die so genannte elektrische Doppelschicht, die von Helmholtz als Modell beschrieben wurde.
Nach diesem Modell besteht die Doppelschicht aus einer einfachen Ionenschicht, die sich an

die Elektrode angelagert hat (siehe dazu Abbildung 5.5.1).

>
=

Abb. 5.5.1: Im einfachen Helmholtz-Modell einer elektrischen Doppelschicht lagert sich an

einer negativ geladenen Elektrode eine Schicht aus positiven Ionen an

100



5.5 Die elektrische Doppelschicht

Im Laufe der Zeit hat sich ein differenzierteres Bild durchgesetzt: nach diesem besteht die
Doppelschicht auf der Seite der Losung aus mehreren unterteilten Zonen, was in Abbildung

5.5.2 gezeigt wird.

kompakte Schicht diffuse Schicht
f > >

o

& &% %
@ O % solvatisiertes Kation
O
Q

Q Wassermolekil

solvatisiertes Anion
T X, OHP
X;: IHP

Abb. 5.5.2: Ein differenzierteres Modell fiir die Doppelschicht Region: Es bildet sich auf der
Seite der Losung eine kompakte Schicht aus spezifisch adsorbierten Ionen und Losungsmittel.

Unspezifisch adsorbierte Ionen sind tiber die diffuse Schicht verteilt.

Die Zone, welche der Elektrode am nichsten ist, enthilt Losungsmittelmolekiile und weitere
Ionen, die spezifisch auf der Elektrode adsorbiert sind. Diese innere Schicht wird
,Helmholtzschicht“ bzw. kompakte Schicht oder auch Sternschicht genannt. Der Abstand
dieser Schicht von der Elektrode wird ,Innere Helmholtz-Ebene* (IHP) genannt. Geloste
Ionen konnen sich der Elektrode nur bis auf einen Abstand x, nihern, die ,,AuBere Helmholtz-

Ebene* (OHP) genannt wird. Die Lage dieser lonenschicht wird mit der Ebene gleichgesetzt,
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die durch die Riimpfe der solvatisierten Ionen verlduft. Das Helmholtz-Modell ignoriert die
storenden Effekte der thermischen Bewegung der lonen, die der starren Anordnung der
Ladungsschicht entgegenwirkt.

Dieser Effekt wird im Gouy-Chapman-Modell der ,,diffusen Doppelschicht* in ganz dhnlicher
Weise beriicksichtigt wie im Debeye-Hiickel-Modell der lonenwolke eines Ions, nur dass das
einzelne Zentral-Ion durch eine unendlich ausgedehnte, ebene Elektrodenoberfliche ersetzt
ist.

In der ,,AuBere Helmholtz-Ebene* oder auch ,.diffusen Doppelschicht* halten sich vermehrt
entgegengesetzt zur Elektrode geladene Ionen auf, wihrend gleich geladene Ionen von ihr

abgestoBen werden .

5.6 Messprinzip der elektrochemischen Impedanzspektroskopie

Als Impedanz wird der Wechselstromwiderstand eines Systems bezeichnet. In den Systemen
aus Metallelektrode und Losung liegen vor allem ohmsche Widerstinde und Kapazitéten als
dquivalente Schaltelemente vor. Induktive Elemente sind in diesen Fillen nicht von
Bedeutung, weshalb sie in diesem Abschnitt nicht erwidhnt werden. Fiir die Anregung eines
Systems durch eine Wechselspannung werden aufgrund der kapazitiven FElemente
Phasenverschiebungen in der Stromantwort hervorgerufen. Ohmsche Widerstinde hingegen
sind nicht frequenzabhingig. Die Impedanz wird zerlegt in einen Real- und einen
Imaginérteil. Der Betrag des Vektors entspricht dabei der Impedanz und der eingeschlossene
Winkel zwischen Vektor und x-Achse entspricht dem Phasenwinkel. Das zu untersuchende
System wird mit einem elektrischen Signal, meist einer sinusférmigen Wechselspannung
zwischen 1 mHz und 1 MHz, angeregt. Die Stromantwort wird aufgezeichnet und in
verschiedenen Darstellungen aufgetragen. Es wird eine Drei-Elektroden-Anordnung
verwendet. Es gibt eine Arbeitselektrode (WE), an welche die Wechselspannung angelegt
wird. Mit einer Gegenelektrode (CE) wird das Antwortsignal aufgezeichnet. Eine
Referenzelektrode (RE) dient als Referenzpunkt, um die Potentialdifferenz zu messen.
Zwischen Arbeits- und Referenzelektrode flieft nur ein sehr kleiner Strom, um einen
Ohmschen Spannungsabfall zu vermeiden. Bei diesen Messungen werden nur sehr kleine
Amplituden on 5 bis 10 mV zur Anregung verwendet, um Nichtlinearitiit in der Stromantwort

zu vermeiden.
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Die Anregung
E(t) = E, *sin(at) (5.6.1)
ruft einen Antwortstrom I(t), der um die Phase ® verschoben ist hervor:

I(t)= IO * SiIl((()t + D) (5.6.2)

Die Impedanz errechnet sich dann aus:

_E@) _ E, *sin(@r) 7 sin(@x)

Z(t) = , =Ly ————
I(t) I,*sm(ax+P) sin(ax + P)

(5.6.3)

Die Eulersche Relation ¢ =cos® +isin® lisst zu, dass sich die Wechselstromgrofien in

folgender komplexer Weise schreiben lassen:
ior
E@t)=E, *e (5.6.4)

I(t)=1,%e " (5.6.5)

Dementsprechend ergibt sich fiir die Impedanz:

E(t)  E,*e™ _E, , : Al
_E@W _ L& i,t_cp =—te" =[Z[xe" =Z'+Z" (544
It) I,*eé' 1, h

Z(1)

somit ist die Impedanz nicht zeit- aber frequenzabhingig.
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Der Realteil, die Resistanz und der Imaginérteil, die Reaktanz der komplexen Impedanz sind

nach der Eulerschen Relation durch

Z'=R(Z) =|z|*cos¢ (5.6.7)

und
Z"=3(2) =\Z\*sin¢ (5.6.8)

gegeben. In Abbildung 5.6.1 ist die komplexe Impedanz graphisch dargestellt.

w = -1

A

j

Imaginarteil

w=0

Realteil

kapazitiv

w=+1

Abb. 5.6.1: Impedanz in der komplexen Ebene. Z~ ist der Realteil, Z*” ist der Imaginirteil.
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Zusitzlich gelten folgende Zusammenhénge:

1z = \/(Z’)Z +(Z2")? (5.6.9)

Z//
&d = arctan
(Z’j (5.6.10)

Die komplexe Leitfiahigkeit, die Admittanz Y ist der Kehrwert der Impedanz Z:

Y=Y'+iY”=l
Z

I zZ B iz’
Z/+ l.Z// (Z/)z n (Z//)2 (Z/)Z + (Z”)Z (5.6.11)
mit
Y = z
(Z’)Z +(Z/’)2 (5.6.12)
und
o iz’
- (Z/)z n (Z//)z (5.6.13)
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Es bieten sich verschiedene Darstellungsarten an, welche in dieser Arbeit Anwendung finden:

Der Bode Plot: Im Bode Plot werden einerseits der Betrag der Impedanz |Z | und andererseits

die Phase @ in Abhingigkeit der Anregungsfrequenz aufgetragen. Es werden sowohl die

Frequenz, als auch die Impedanz auf logarithmischen Skalen dargestellt.

Der Nyquist Plot: Im Nyquist Plot wird der Imaginérteil (Z°") der Impedanz gegen den
Realteil (Z2”) der Impedanz aufgetragen. In dieser Darstellung ist keine Information tiber die

Phase enthalten.

Der frequenzreduzierte Admittanz Plot: Im Admittanz Plot werden die Admittanzen
Y’(Realteil) und Y** (Imaginérteil) jeweils durch die Frequenz dividiert und gegeneinander

aufgetragen.

Fiir das gemessene System kann ein dquivalentes Ersatzschaltbild gefunden werden, das die
elektrischen Eigenschaften des Systems physikalisch erkldrt. Mit Hilfe eines passenden
Modells konnen die erhaltenen Daten angefittet werden. Mogliche Schaltkreiselemente, die

dem Modell zur Verfiigung stehen werden im Folgenden aufgelistet.

Der Ohmsche Widerstand R: Ein Ohmscher Widerstand liegt dann vor, wenn der
Phasenwinkel sich nicht mit der Frequenz &ndert, denn R zeichnet sich vor allen anderen

Elementen durch seine Frequenzunabhingigkeit aus.

Die Kapazitit C: Fiir eine Kapazitit im Wechselstromkreis gilt:

I
Z(C)= T (5.6.14)

sodass R(Z)=Z"=0 und 3(Z)=2Z"< 0 und damit ® = arctan(%j =-90° gilt. Fiir ein rein

kapazitives System betrdgt der Phasenwinkel also fiir alle Frequenzen -90°.
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Das konstante Phasenelement CPE: Oft enthalten Systeme kapazitive Elemente, die von
idealen Kapazititen abweichen. Dies wird meist hervorgerufen durch Inhomogenititen, die
auf mikroskopische Materialeigenschaften, wie Kanten und Stufen oder Inhomogenitéiten in
ultradiinnen Filmen auf der Substratoberfliche, zuriickzufiihren sind. Bei dem CPE-Glied

handelt es sich um Verteilungen von Kapazititen, wobei die Impedanz durch

A
Z(CPE) =
( ) (i) (5.6.15)

gegeben ist. A ist hierbei eine frequenzunabhingige reelle Konstante und fiir a gilt: 0 < o < 1.
Die Kapazitit eines CPE-Gliedes wird einerseits durch den Wert CPE;-P charakterisiert, der
einer reinen Kapazitiit entspricht und andererseits gibt der Wert fiir o CPE;-T an, wie hoch die
Abweichung von einer reinen Kapazitit ist.

Fiir gemischte Systemen, wie solche, die in dieser Arbeit untersucht werden, kommt es zu

Uberlagerungen der Impedanzen der genannten Elemente *°.
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6.1 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

6.1 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Rasterkraftmikroskopie oder auch Atomkraftmikroskopie 118-120

(engl. ,,Atomic Force
Microscopy®) ist eine Weiterentwicklung der Rastertunnelmikroskopie. Bei der
Rastertunnelmikroskopie wird der extrem abstandsempfindliche Tunnelstrom zwischen einer
feinen Spitze und der Probenoberfliche, die elektrisch leitfdhig sein muss, gemessen.

Bei der Rasterkraftmikroskopie wird hingegen die Kraft gemessen, die zwischen einer
scharfen Spitze und der zu untersuchenden Probenoberflidche herrscht. Die Spitze ist am Ende
einer kleinen Blattfeder, dem Cantilever befestigt. Meist besteht der Cantilever aus Silizium
oder Siliziumnitrid, der Kriimmungsradius der Spitze liegt in der Grolenordnung von einigen
Nanometern.

Wird die Spitze des Cantilevers in die Nédhe der zu untersuchenden Probenoberfliche
gebracht, so erfdahrt sie durch zwischen Spitze und Oberfliche wirkende Krifte eine
Auslenkung, welche durch eine optische Methode detektiert werden kann. Hierbei wird ein
fein fokussierter Laserstrahl auf der Riickseite des Cantilevers reflektiert und gelangt iiber
einen oder mehrere Ablenkspiegel in einen Photodetektor, welcher in vier Segmente unterteilt
ist. Mit Hilfe dieser vier Segmente kann sowohl die vertikale als auch horizontale

Verbiegung des Cantilevers gemessen werden.

Das Funktionsprinzip eines Rasterkraftmikroskopes ist in Abbildung 6.1.1 gezeigt.

Controllerelektronik

Frequenz-
generator

Ablenkspiegel
Cantileverhalterung
Detektor-
elektronik
Xy-Piezo
viergeteilter
Photodetektor Iz-P'lezo

Abb. 6.1.1: Funktionsprinzip eines Atomkraftmikroskops
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Um zu vermeiden, dass der Cantilever wihrend dem Abtasten der Oerfliche mit selbiger
kollidiert, befindet sich die Probe auf einem Piezoelektrischen Scanner, der die Probe in z-
Richtung bewegt, um eine konstante Kraft beizubehalten. Gleichzeitig bewegt der Scanner die
Probe wihrend des Abtastvorgangs in x- und y-Richtung.

Es gibt mehrere Betriebsmodi der Rasterkraftmikroskopie, die im Folgenden klassifiziert
werden:

Beim Kontakt-Modus, engl. contact Mode, steht die Messspitze in direktem mechanischem
Kontakt mit der Probenoberflidche. Da sich die Orbitale der Atome in der Spitze und an der
Oberflidche nicht iiberlappen kénnen (Pauli-Prinzip), entstehen starke abstofende Krifte, die
gemessen werden. Es wird hier unterschieden zwischen dem constant Height Mode (engl. fiir
konstante Hohe) und dem constant Force Mode (engl. fiir konstante Kraft). Beim constant
Height Mode verbiegt sich die Abtastnadel beim Abrastern der Probe entsprechend der
Struktur der Oberfliche. Es handelt sich hierbei um die dlteste Messmethode der
Rasterkraftmikroskopie, da an die Regelungstechnik nur sehr geringe Anforderungen gestellt
sind. Im constant Force Mode wird der Aufhingungspunkt der Blattfeder mit Hilfe eines
Piezostellelements so gesteuert, dass die Auslenkung des Cantilevers und damit die Kraft
zwischen Spitze und Probe moglichst gleich bleibt.

Der Nicht-Kontakt-Modus (NC-AFM, engl. non contact (nc) Mode, dynamic Mode)
gehort zur Familie der dynamischen Anregungsmodi, wobei der Federbalken durch eine
externe periodische Kraft zu Schwingungen angeregt wird. Dabei wird das Prinzip der
Selbsterregung ausgenutzt: das Schwingungssignal des Federbalkens wird direkt mit einer
Phasenverschiebung von 90° wieder an das Anregungselement riickgekoppelt, d. h. ein
geschlossener Schwingkreis entsteht. Damit schwingt der Balken grundsitzlich immer in
seiner Resonanzfrequenz. Wenn jetzt zwischen der Spitze des Federbalkens und der zu
untersuchenden Probenoberflidche Kriifte auftreten, so dndert sich die Resonanzfreqzenz des
Schwingkreises. Diese Frequenzverschiebung ist ein Mal} fiir die Kraftwechselwirkung und
wird als Regelsignal beim Abtasten der Oberfliche genutzt.

Der intermittierende Modus (engl. intermittent contact Mode, tapping Mode) gehort auch
zur Familie der dynamischen Anregungsmodi. Im Gegensatz zum Nicht-Kontakt-Modus wird
in diesem Fall die Anregung extern bei einer festen Frequenz nahe der Resonanzfrequenz des
Federbalkens vorgenommen. Wechselwirkungskriifte zwischen der Spitze des Federbalkens
und der Probenoberfldche verindern die Resonanzfrequenz des Systems, wodurch sich die
Schwingungsamplitude und die Phase zwischen Anregung und Schwingung édndern. Meistens

wird die Schwingungsamplitude als Regelsignal beim Abrastern der Probe genutzt, d.h. ein
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Regelkreis versucht die Amplitude konstant zu halten, indem der Abstand und somit die
Kraftwechselwirkung zwischen Balkenspitze und Probe angepasst wird. Dieser Modus wird
iiblicherweise bei Messungen unter Umgebungsbedingungen oder auch in Fliissigkeiten
genutzt und hat dadurch weite Verbreitung gefunden. So werden alle AFM-Messungen in

vorliegender Arbeit im tapping Mode durchgefiihrt.

6.2 Dynamische Lichtstreuung

Die Lichtstreuung stellt eine wichtige und damit weit verbreitete Methode zur
Charakterisierung von Makromolekiilen bzw. Metall-Nanopartikeln in Losung dar. In einem
Lichtstreuexperiment wird ein Laserstrahl auf eine Probe gelenkt. Das Licht wird von der
Probe gestreut, wobei das Streulicht mit Hilfe eines Detektors in verschiedenen
Winkelpositionen relativ zum Primirstrahl detektiert wird. Die Streuintensitit ist abhingig
von der Art und Konzentration der streuenden Teilchen, von deren Grofle, sowie deren
Bewegung und dem Winkel, unter dem man die Teilchen beobachtet. Die gemessenen
Streuintensititen werden entweder {iiber einen ldngeren Zeitraum gemittelt (statische
Lichtstreuung), oder man detektiert und untersucht die zeitliche Fluktuation der
Streuintensitit (Dynamische Lichtstreuung). In dieser Diplomarbeit wurde ausschlieBlich die
Methode der dynamischen Lichtstreuung verwendet, weswegen an dieser Stelle nur auf die
dynamische Lichtstreuung eingegangen wird.

Die zeitlichen Fluktuationen der Streuintensitit, die bei dem dynamischen
Lichtstreuexperiment detektiert werden, sind winkelabhiingig. Diese Winkelabhingigkeit wird
einerseits durch die Positionsdnderung der beobachteten Teilchen, verursacht durch die
zufillige thermische Bewegung (Brownsche Molekularbewegung), andererseits durch die
Interferenzen der verschiedenen Streuzentren bedingt. Mittels dynamischer Lichtstreuung
wird der hydrodynamische Radius (Ry), der Diffusionskoeffizient (D) sowie die
Polydispersitit der gelosten Teilchen bestimmt. Im Gegensatz zum statischen
Lichtstreuexperiment werden die gemessenen Fluktuationen der Streuintensitit nicht
gemittelt, sondern mit sich selbst korreliert. Dies fithrt zur folgenden

Autokorrelationsfunktion (g,(t)) der Streuintensitit:

g,(7)= <I(O)I(T)>t 6.2.1)
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Mit I(0) Streuintensitit zum Zeitpunkt t, I(t) Streuintensitit zum Zeitpunkt t+t und
<...> zeitliches Mittel.

Durch die Korrelation wird das Signal, welches normalerweise um eine mittlere Intensitét
fluktuiert, in eine typischerweise monoton abklingende Funktion tiberfiihrt. Trigt man nun
@(t) gegen t auf, so erhilt man, wenn man rein diffusive Prozesse untersucht, einen
exponentiellen Abfall von <I%> auf <I>2, wobei dies streng genommen nur fiir monodisperse
Proben gilt. Gemill der Siegert-Relation (Gleichung 6.3.2) erhélt man aus gx(t) und der
ebenfalls experimentell bestimmbaren Basislinie A die Autokorrelationsfunktion des

elektrischen Feldes g(t), die zur Auswertung der Messdaten verwendet wird.

[e.(D)-A
¢, (D) =(E(q,)E(q,1+7)) = % (6.2.2)

Mit E den Streuamplituden zum Zeitpunkt t und t+t und A der Basislinie, wobei
A=<I>2. Falls die Bewegung der Teilchen im Streuvolumen rein diffusiv ist, so gilt fiir

monodisperse Teilchen folgender Zusammenhang:

(-4*p7)

8,(q.7)=Be (6.2.3)

Hierbei sind B die Amplitude der Korrelationsfunktion, D der Diffusionskoeffizient und q der
Streuvektor.

Hierbei wird der Betrag des Streuvektors q wie folgt definiert:

_ 47m,, sin(6)
N 2 (6.2.4)

Wobei 0 fiir den Streuwinkel, A fiir die Wellenlidnge des eingesetzten Lasers und np fiir den

Brechungsindex des Losungsmittels steht.
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Fiir polydisperse, kleine (< 20 nm) Proben-Teilchen ergibt sich g;(tr) dagegen aus der Summe

der Exponentialfunktionen der einzelnen Komponenten, gewichtet mit m; und M;:

_ ZmiMi eXp(_quiT)
g,(q,7)=B Zm'M' (6.2.5)

Mit D; dem Diffusionskoeffizent der Teilchensorte i, m; dem Massenteil der Teilchensorte i
sowie M; der Molmasse der Teilchensorte i.

Fiir groBere polydisperse Teilchen muss aufgrund intrapartikuldrer Interferenzen der
Formfaktor P(q) beriicksichtigt werden. Dieser muss dann in Gleichung 6.2.5 sowohl im
Nenner als auch im Zihler auftauchen.

Triagt man logarithmisch g;(t) gegen t auf, so erhilt man aus der Anfangssteigung dieser
Auftragung Dypp. Trigt man nun Dy, gegen g? auf, so erhilt man aus dem Achsenabschnitt

das z-Mittel D, des Diffusionskoeffizienten:

D, = lqlg(} D,,(q) (6.2.6)

—dd M F(q)D,
[ d(lng (tr ))} — 2 m @) =q?D,,,(q) (6.2.7)
t—0

dt Zm,M,PI(Q)

Eine Uberlagerung vieler Exponentialfunktionen ist nach Gleichung 6.3.5 praktisch nicht
auswertbar. Daher erfolgt die Datenanalyse nach der Methode des ,,Kumulantenfits, also

einer Potenzreihenentwicklung der logarithmischen Autokorrelationsfunktion:
~ 1,1
In g, (7) ——K]T+5KZT —— KT +... (6.2.8)

mit K, Kumulant n-ter Ordnung.
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Der erste Kumulant K; dieser Niherung liefert in Abhéngigkeit vom Streuvektor q den

scheinbaren Diffusionskoeffizienten D,p,, der wie folgt definiert ist:

(6.2.9)

Der zweite Kumulant K, dagegen beschreibt die Abweichung vom monoexponentiellen

Verhalten. K, ermoglicht eine Abschidtzung der Polydispersitit der Probe. Man spricht von

weitgehend monodispersen Proben bei Werten bis etwa 0.05, wihrend Werte iiber 0.1 auf eine
deutliche Polydispersitit hinweisen.

Analog dem Zimm-Plot in der statischen Lichtstreuung erhédlt man nun aus der doppelten
Extrapolation fir c¢—0 und q—0 der Reihenentwicklung des scheinbaren

Diffusionskoeffizienten nach Gleichung (6.10) das z-Mittel des Diffusionskoeffizienten D,:
— 2 2 X
D, (q.0)=D, (1+C<Rg>zq +.... 1+kdc+....) (6.2.10)

C dimensionslose Grofle, Abhédngig von der Molekiilstruktur
ki ka=2Ar-k¢-vp

ke f=fo(l+kec+....)

f  Reibungskoeffizient

A, zweiter Virialkoeffizient

vp  partielles Molvolumen des Polymers

Mit der Stokes-Einstein-Gleichung ldsst sich schlieBlich mit der Viskositit my des
Losungsmittels der kugeldquivalente hydrodynamische Radius Ry der Teilchen berechnen:
-1
1 kT
RH =(— -
R, [ 6mnD,

Eine ausfiihrlichere und umfassendere Abhandlung iiber Lichtstreuung findet sich in der

6.2.11)

. 121-123
Literatur .
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6.3 UV-Vis Spektroskopie

Die UV-Vis Spektroskopie wurde fiir diese angefertigte Arbeit zum Messen der optischen
Dichten der hergestellten Gold- sowie Silber-Kolloid Losungen verwendet.

Eine UV-Vis Messung deckt sowohl den kompletten, fiir das menschliche Auge sichtbaren,
Bereich als auch den Ultravioletten Bereich des elektromagnetischen Spektrums ab. Dieser
Bereich geht von 400 nm bis 800 nm Wellenlénge. Dieser Teil stellt den Vis (visiblen) Teil
des UV-Vis Spektrums dar. An den unteren Teil des Vis-Spektrums gliedert sich der UV Teil
an, der von 400 nm Wellenlénge bis hinab zu 10 nm Wellenlénge reicht. Der UV Teil des
elektromagnetischen Spektrums wird seinerseits wieder in einen nahen und fernen UV Teil
unterteilt. Dabei erstreckt sich der nahe UV Teil von 400 bis 200 nm, wéhrend sich der ferne
UV Teil von 200 bis 10 nm Wellenlinge erstreckt. Das von uns verwendete UV-Vis
Spektrometer deckt den Wellenlidngenbereich von 200 bis 800 nm ab.

Im Experiment wird das aus der Lichtquelle (Wolfram- oder Xenonlampe) tretende Licht in
einem Monochromator nach Wellenlingen zerlegt und in zwei Strahlen geteilt. Der eine
Strahl durchlduft die Probenkiivette, der andere Strahl eine Vergleichskiivette, welche
identisch gebaut und mit dem verwendeten Losungsmittel gefiillt ist. Ein Detektor misst den
Absorptionsunterschied, welcher durch den in der Probenkiivette gelosten Stoff verursacht
wird. Dieser Absorptionsunterschied wird in einem wellenldngenabhingigen Spektrum
aufgenommen. Bei einem Absorptionsvorgang wird aus dem Licht, welches auf die Probe
fallt, der Lichtanteil mit der geeigneten Frequenz v von dem Molekiil aufgenommen, um von
dem elektronischen Grundzustand vy, des Molekiils in dessen angeregten Zustand y; angeregt
zu werden. Dabei ist die Frequenz bzw. Wellenlidnge, die aus dem elektromagnetischen
Spektrum absorbiert wird, charakteristisch fiir die jeweilige Substanz. Fillt nun ein Lichtstrahl
der Intensitit Ip auf ein homogenes, isotropes Medium der Schichtdicke d, dann kann er
abgesehen von Reflexions- und Streuverlusten durch die Absorption geschwicht werden. Fiir

die Intensitit I des austretenden Strahls (Transmission) gilt dann:

I=1,-1,, (6.3.1)

Aus dem differentiellen Ansatz fiir die Abnahme der Intensitit dI bei einem Inkrement dx fiir

die Schichtdicke

dl =—a* 1 *dx (6.3.2)
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erhilt man durch Auswertung des Integrals

1 d
dl
jf__Jadx (6.3.3)
I, 0
die Funktion
_ —od
I_Ib*e (6.3.4)

a ist dabei ein fiir das zu untersuchende Medium charakteristischer Absorptionskoeffizient.
Bezieht man sich, wie in unserem Fall, auf verdiinnte Losungen, bei denen ausschlielich der
geloste Stoff der Konzentration ¢ absorbiert, dann ersetzt man o durch 2,303*¢*c und man
erhilt:

1y

In—+=2303*%eg*c*d

(6.3.5)

Die Absorption A, auch Extinktion genannt, ist eine dimensionslose Konstante und der molare
Absorptionskoeffizient € hat die Dimension L*mol'*cm™. Dieses Gesetz geht auf Bouger,
Lambert und Beer zuriick und heifit Bouger-Lambert-Beer’sches Gesetz. Bestimmt man nun
nach diesem Gesetz fiir alle Wellenlingen A die Absorption und daraus die
substanzspezifische Grofe €, dann gewinnt man die Absorptionskurve €(A) und damit das
UV-Vis Spektrum.

Untersucht man Molekiile in Losungen, so sind deren Orbitalenergien, auf Grund verschieden
starker Solvatisierung der einzelnen Molekiile, leicht unterschiedlich. Dies fithrt dazu, dass
man keine genau definierten Linienspektren, sondern breite Absorptionsbanden detektiert. Bei
der Spektroskopie an Kolloiden kommen noch die Existenz zahlreicher Orbitale mit dhnlichen
Energien sowie die Polydispersitit der Proben als Ursachen fiir breite Absorptionsbanden

. 122, 124
hinzu .
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7.1 FTIR-Messaufbau

7.1 FTIR-Messaufbau

Die FTIR-Messungen werden am FTIR-Spektrometer Vertex 70 von Bruker durchgefiihrt.
Das Spektrometer ist mit einer luftgekiihlten Globar-Infrarotquelle, einem RockSolid-
Interferometer und einem photovoltaischen MCT-Detektor ausgestattet. Es wird
standardmifBig mit einer Auflosung von Av =4 cm’ gemessen, zur Reduktion der Messzeit in
zeitaufgeldsten Experimenten auch mit Av = 8 cm™. Es wurde mit der Auswertesoftware
OPUS 6.0 von Bruker gearbeitet.

Fiir statische Messungen wurde eine Spiegelgeschwindigkeit von 60 kHz verwendet, wihrend

eine Spiegelgeschwindigkeit von 120 kHz fiir zeitaufgeloste Messungen gewihlt wurde.

7.2 Der ATR-KTristall

Die trapezformigen ATR-Kristalle aus Silizium (n = 3,42) wurden von der Firma Korth-
Kristalle gefertigt (siehe Abbildung 7.2.1).

Abb. 7.2.1: Der ATR-KTristall aus Silizium

Die Fliche, welche vom IR-Strahl beleuchtet wird, ist kreisformig und hat einen Durchmesser

von etwa Smm, was in Abbildung 7.2.2 gezeigt wird.
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25 mm Vﬂﬂr

Vom IR-Strahl
beleuchtete Flache,
d=5 mm

B80°
R-Strahl

Abb. 7.2.2: Der ATR-Kristall aus Silizium mit eingekoppeltem IR-Strahl *°

Abbildung 7.2.3 zeigt einen trapezférmigen ATR-Kristall, nach dem Aufwachsen der ,,Two-
Layer-Gold-Surface, welche im Ergebnisteil (Seite 127) beschrieben ist.

Abb. 7.2.3: ATR-KTristall mit der Aufgewachsenen ,,Two-Layer-Gold-Surface*
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7.3 Der Probenkammereinsatz und die spektroelektrochemische Messzelle

Der FEinsatz fiir die Probenkammer mit Messzelle ist in Abbildung 7.3.1 und 7.3.2 gezeigt.
Die Messzelle sowie die Probenhalterung wurden in [*°] entwickelt und unverindert weiter
verwendet.

Der Infrarotstrahl wird durch einen Polarisator und einen Filter in den trapezformigen
Silizium-ATR-Kristall gefiihrt, wo er intern reflektiert wird und dabei unter einem Winkel
von 60° auf die Probenoberfliche trifft. Die kreisformige Probenoberfliche hat einen
Durchmesser von 1 cm, das Volumen der Zelle betrdgt 1,2 ml. Die Probenoberfliche ist
vergrofert dargestellt, wobei die Nanopartikel-Struktur angedeutet ist. Auf der rauen
Goldoberflidche erkennt man schematisch eine Protein-verankerte Lipid-Membran (ptBLM).
Die Losung in der Messzelle kann iiber ein Inlet und Outlet ausgetauscht werden. Die
Messzelle ermdoglicht in einer Drei-Elektroden-Konfiguration elektrochemische Messungen,
wobei die Goldelektrode (,,Two-Layer-Gold-Surface*) als Arbeitselektrode genutzt wird.
Gegenelektrode und Referenzelektrode tauchen in die Pufferlosung. Als Gegenelektrode dient

ein gewickelter Platindraht. Die Referenzelektrode ist eine Ag/AgCl-Elektrode 30,

RE \
CE \ ‘. | Outlet
w2 ] —
‘ /Inlet

Polarizor

Filter

IR-Beam

Abb.7.3.1: Einsatz fiir die Probenkammer des FTIR-Spektrometers mit Messzelle. WE:
Working Electrode (Arbeitselektrode), CE: Counter Electrode (Gegenelektrode), RE:

Reference Electrode (Referenzelektrode).
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(b)

Abb. 7.3.2: Photos der Probenkammer mit Messzelle im FTIR-Spektrometer. (a)
Vorderansicht der Probenkammer, (b) vergroflerte Ansicht der elektrisch kontaktierten

Messzelle, rot: Arbeitselektrode, schwarz: Gegenelektrode, blau: Referenzelektrode 30
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Zusammenfassung

Die optische Figenschaften sowie der Oberflichenverstirkungseffekt von rauen
Metalloberflichen sowie Nanopartikeln wurden intensiv fiir den infraroten Bereich des

Spektrums in der Literatur Diskutiert'® ',

Simulationen des elektromagnetischen
Verstarkungseffekts ergaben bisher iibereinstimmend, dass dieser Effekt ausschlieBlich an
Nanopartikeln oder an rauen Metalloberflichen zu beobachten ist'?’. Solche Simulationen
konnten auch deutlich zeigen, dass der Verstirkungseffekt im Infraroten auch von der Form
der jeweiligen Partikel abhéngt. FEine weitere wichtige Rolle fiir den
Oberflichenverstiarkungseffekt spielen auch die Wechselwirkungen zwischen den einzelnen
Metallpartikeln. Dieser Befund deckt sich mit den Beobachtungen, dass dicht gepackte
Metallfilme, bei denen sich die Nanopartikel gerade nicht berithren den groBten
Verstiarkungseffekt zeigenm. Fiir die Priparation solcher Oberflichen gibt es prinzipell zwei
verschiedene Strategien, zum einen konnen die Nanopartikel zuerst ex-situ synthetisiert
werden, hierzu gibt es eine unglaublich grofle Anzahl an Synthesevorschriften in der Literatur.
Nach dieser ex-situ Synthese miissen dann die Partikel auf der Oberfliche immobilisiert
werden. Der zweite Ansatz beruht darauf, dass die Nanopartikel in-situ hergestellt und
aufgewachsen werden. Hierbei wurden beide Ansitze ausgetestet, dabei stellte sich heraus,
dass man nur mittels der in-situ Synthese der Goldnanopartikel in der Lage ist
nanostrukturierte Oberflichen zu erhalten, welche elektrosch leitfihig sind, nicht zu rau sind,
um eine Membranbildung zu ermoglichen und gleichzeitig einen optimalen
Oberflichenverstiarkungseffekt zeigen.

Obwohl keine ideale Form der Nanopartikel mittels der in-situ Synthese erhalten werden
konnen, verhalten sich diese dennoch entsprechend der  Theorie des
Oberflichenverstirkungseffekts. Optimierungen der Form und Grosse der Nanopartikel
fiihrten in dieser Arbeit zu einer Optimierung des Verstirkungseffekts. Solche optimierten
Oberflichen konnten einfach reproduziert werden und zeichnen sich durch eine hohe Stabilitit

aus.

Der so erhaltene Oberflichenverstirkungseffekt betrigt absolut 128 verglichen mit dem
belgten ATR-Kristall ohne Nanopartikel oder etwa 6 mal, verglichen mit der Oberfliche, die
bis jetzt auch in unserer Gruppe verwendet wurde. Daher kénnen nun Spektren erhalten
werden, welche ein deutlich besseres Signal zu Rauschverhiltnis (SNR) aufweisen, was die
Auswertung und Bearbeitung der erhaltenen Spektren deutlich vereinfacht und verkiirzt.

Wie schon erwihnt, wurde neben dem Oberfldchenverstirkungseffekt auch die Stabilitidt der

neuen nanostrukturierten Metalloberfldche optimiert. Mit dieser Oberfliche ist es nun auch
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moglich, spektroelektrochemische Langzeitmessungen zu realisieren, welche sich auch iiber
mehrere Tage erstrecken konnen. Durch die optimierte Stabilitit der Oberflidche ist man in der
Lage deutlich mehr Messungen in einem gleichen Zeitraum zu realisieren und zugleich den
,LAusschuss der Proben deutlich zu verringern.

Durch potentiometrische Titration des Referenzsystem Cytochrom C, absorbiert auf der
Goldoberfliche, erhilt man sigmoide Abhingigkeiten der Absorbanz in Abhiéngigkeit (A)
vom angelegten Potential (E). Es konnte gezeigt werden, dass die Steigung von log(A) vs. E
davon abhingt, ob eine Konformationsénderung auf Grund eines Redoxprozesses stattfindet
oder nicht. Dies konnte anhand der Amid I Bande bei 1692cm™ gezeigt werden. Diese Bande
wird u.a. durch das Histidin 18 (His-18) hervorgerufen, welches senkrecht mit dem
Porphyrin-Ring des Hidm c koordiniert ist. Diese so erhaltenen sigmoiden Kurven konnten
beziiglich des Midpoint-Potentials (E;,) und der Steigung y analysiert werden. Es konnte
gezeigt werden, dass das spektroskopisch erhaltene Redoxpotential sehr gut mit dem
elektrochemisch erhaltenen Redoxpotential welches auch aus der Literatur bekannt ist
ibereinstimmt.

Eine grossere Steilheit der sigmoiden Kurve erhélt man, wenn die funktionellen Gruppen,
welche eine Bande im IR-Spektrum erzeugen, nicht beteiligt sind oder sehr weit von dem Ort
entfernt sind, an dem der Elektronentransfer stattfindet. Dies konnte u.a. anhand der Bande
1552 cm™ gezeigt werden, welche eine Amid II B-turn Typ III-Bande ist. Die hier
beschriebenen B-turns sind einige Nanometer von dem Redoxzentrum des Cytochrom C

entfernt, somit ist dieser Teil des Proteins nicht direkt am Elektronentransfer beteiligt.

AulBer der potentiometrischen Titration des Cytochrom C wurden auch zeitaufgelste Infrarot
Messungen durchgefiihrt. Durch Auftragung der Absorbanz gegen die Zeitintervalle der
zeitaufgelosten Messungen wurden eine exponentiell aufsteigende Kurve (oxidativer Teil) und
eine exponentiell abfallende Kurve (reduktiver Teil) erhalten. Durch das Anfitten einer in []
beschrieben monoexponentiellen Funktion konnten kinetische Konstanten fiir die Oxidation
und Reduktion des Cytochrom C erhalten werden. Die kinetischen Konstanten, waren dabei
vergleichbar mit denen aus der Elektrochemie erhaltenen. Durch Verwendung der PSD wurde
die Auflésung und das Signal zu Rausch Verhiltnis nochmals verbessert.

Nach der Optimierung der verwendeten Metalloberfliche und der verwendeten
Messpaprameter am Beispiel von Cytochrom C wurde nun an der Oberflachenbelegung der
deutlich groBeren Cytochrom c Oxidase gearbeitet. Hierfiir wurde zunichst der DTNTA-

Linker ex-situ synthetisiert. AnschlieBend wurden gemischte Monolagen (self assembeld
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monolayers) aus DTNTA und DTP hergestellt. Die NTA-Funktionalitit ist fiir die Anbindung
der CcO mit der his-tag Technologie verantwortlich. Durch Mischen der Komponenten kann
man die optimale Linkerkonzentration auf der Oberfldche einstellen. Die Kriterien fiir eine
optimale Linkerkonzentration waren die elektrischen Parameter der Schicht vor und nach
Rekonstitution in eine Lipidmembran, sowie Elektronentransferraten bestimmt durch
elektrochemische Messungen. Es stellte sich heraus, auch im Zusammenhang mit SEIRA-
Spektren, dass das Protein in einem etwas grofleren Abstand immobilisiert ist als beim in-situ
DTNTA. Der groBere Abstand zur Oberfliche, verleicht dem immobilisierten Protein eine
groBere Flexibilitit. Es stellte sich heraus, das die erhaltenen Elektronentransferraten sehr
empfindlich auf die Oberflichenverdiinnung und die hinzugewonnen Flexibilitit ansprechen.
Gleichzeitig war das Signal zu Rauschverhiltnis der Proteinkonzentration auf der Oberfldche
nach wie vor sehr gut. Mittels Elektrochemie wurden Elektronentransferraten gemessen,
welche in der gleichen GroBenordnung lagen, wie Elektronentransferraten welche man von
dhnlichen Redoxproteinen aus der Literatur kennt. Hierbei stellte sich heraus, dass die
Packungsdichte ein entscheidender Parameter fiir die Funktionsfihigkeit eines Membran-
Proteins ist. Die Stabilisierung durch die Lipidmembran spielt dabei eine wichtige Rolle. Das
so aufgebaute System wurde neben der CcO auch auf andere Proteine angewandt, welche mit
einem Histidin-Anker funktionalisiert waren. So konnte eine Immobilisierung des Proteins
und eine Membranbildung bei OR5 (Odorant-Rezeptor 5) von Prof. Eva Sinner, dem
Ionenkanal ICIn;s9 von Prof. Markus Paulmichl, sowie dem bcl-Komplex (Q-Cytochrom c

Oxidoreduktase) von Prof. Robert B. Gennis gezeigt werden.

Erst mit diesem optimierten System, welches zuverldssig und reproduzierbar funktioniert,
konnten weitere Messungen an der CcO begonnen werden.

Aus elektrochemischen Messungen war bekannt, dass die CcO durch direkten
Elektronentransfer unter Sauerstoffsittigung in einen aktivierten Zustand iiberfiihrt werden
kann. Dieser aktivierte Zustand zeichnet sich durch eine Verschiebung der Redoxpotentiale
um etwa 400mV gegeniiber dem aus Gleichgewichts-Titrationen bekannten Redoxpotential
aus. Durch SEIRAS konnte festgestellt werden, dass die Reduktion bzw. Oxidation aller
Redoxzentren tatsédchlich bei den in der Cyclovoltammetrie gemessenen Potentialen erfolgt.
Auflerdem ergaben die SEIRA-Spektren, dass durch direkten Elektronentransfer gravierende
Konformationsdnderungen innerhalb des Proteins stattfinden.

Bisher war man davon ausgegangen, aufgrund des Elektronentransfers mittels Mediatoren,

dass nur minimale Konformationsinderungen beteiligt sind. Vor allem konnte erstmalig
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der aktivierte und nicht aktivierte Zustand der Cytochrom c¢ Oxidase spektroskopisch

nachweisen werden.

Deshalb sind wir davon iiberzeugt, dass der direkte Elektronentransfer ein besseres Abbild des
Elektronentransfers mittels des natiirlichen Substrates der CcO, Cytochrom c ist, als der
jenige mit Mediatoren. Daraus leiten wir eine grossere Relevanz unserer Befunde fiir das
Enzym ab, als die der bisher bekannten Untersuchungen. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurden auch Titrationen mit einem ,,Mediatoren-Cocktail* durchgefiihrt.

Ein weiterer Vorteil der elektrochemischen Anregung besteht darin, dass man den
Redoxvorgang in beiden Richtungen verfolgen kann (ox. — red. oder red. — ox.). Wenn das
System zu jeder Zeit einen Gleichgewichtszustand erreicht, sollte die sigmoide Abhéngigkeit

A=f(E) von der Richtung unabhéngig sein.

Im Fall des direkten Elektronentransfer waren die sigmoiden Kurven gegeneinander
verschoben, d.h. sie bilden eine Hystereseschleife.

In fritheren Arbeiten konnten Hysteresen anhand von Séure-Base Titrationen von
Polyelektrolyten beobachtet werden. Diese dort erhaltenen Hysteresen wurden als Zeichen fiir
kooperative Wechselwirkung innerhalb des verwendeten Polyelektrolyts interpretiert.
Kooperative Prozesse spielen bei dynamischen Prozessen, wie Proteinfaltungen, eine wichtige
Rolle. Da der direkte Elektronentransfer innerhalb des ptBLM-Systems es uns erlaubt
Elektronen iiber den natiirlichen Elektronenpfad von Cuy, iiber die beinden Hame bis hin zum
Cug zu transportieren, kann es sein, dass kooperative Prozesse auch eine wichtige Rolle beim
Transport der Elektronen und Protonen durch die CcO spielen. Diese wichtigen Informationen
iiber den Zusammenhang zwischen Struktur und Funktion von Redoxproteinen konnte
ausschlieBlich mittels direktem Elektronentransfer gezeigt werden. Solche Zusammenhinge
konnen mittels Gleichgewichtstitrationen unter Verwendung von Mediatoren nicht gezeigt
werden.

Spektren der potentiometrischen Titrationen hatten sehr starke Anderungen im Amid I
Bereich ergeben. In diesem Bereich gibt es viele iiberlappende Banden. Um diese besser
auflosen zu konnen wurden die 2D IR Spektroskopie sowie die Phasensensitive Detektion
(PSD) eingefiihrt. Es stellte sich heraus, dass mit diesen Analyse-Techniken eine Fiille
weiterer Informationen beziiglich der Konformationsidnderungen erhalten werden kann. Neben

der besseren spektralen Auflosung der einzelnen Banden konnten auch hydrophile und
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Zusammenfassung

hydrophobe Bereiche des Proteins deutlich voneinander unterschieden werden. So konnte mit
Hilfe der 2D Spektroskopie deutliche Unterschiede im Verhiltnis von hydrophilem und
hydrophobem Anteil in der aktivierten und nicht aktivierten Oxidase sichtbar gemacht
werden. Neben diesen Unterschieden konnten auch zahlreichere kooperativen
Wechselwirkungen der einzelnen Aminosduregruppen in der aktiven Form ausgemacht
werden, wihrend in der nicht aktiven Form der CcO nur sehr wenige Aminosédure Gruppen in
Abhiingigkeit voneinander das elektrische Ubergangsdipolmoment indern. Diese
Unterschiede konnten besonders deutlich anhand der Amid I Region des analysierten Proteins
gezeigt werden, auf eine massive Umfaltung des Proteins hindeutet.

Die Methode der 2D-IR-Spektroskopie war auch von grofer Bedeutung die fiir zeitaufgeloste
Infrarotspektroskopie (tr-SEIRAS). Diese Technik kombiniert mit der PSD erméglichte die
Zuordnung der Banden in den sehr komplexen Spektren. Dabei stellte sich heraus, dass nur im
Fall der aktivierten CcO regelméBige Unterschiede zu erkennen waren.

Simulationen (electron-transfer-model) in Kooperation mit Herrn Prof. Walz (Biozentrum
Basel) konnten kinetische Konstanten fiir die Redoxprozesse der einzelnen Redoxzentren der
CcO erhalten werden. Hierbei ermoglichten die verwendeten Simulationen das Abtrennen der
elektrischen Aufladeprozesse der Metalloberfliche von den kinetischen Konstanten fiir die

Redox-Ubergiinge der Redoxzentren des Proteins.

Neben den zeitaufgelosten Messungen unter anaeroben Bedingungen wurden auch
zeitaufgeloste Messungen unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt, d.h. das Enzym konnte
in-situ unter turnover Bedingungen beobachtet werden. Abhingig von der Sauerstoff
Konzentration wurde Beobachtet, dass das Protein schneller Elektronen transferieren kann,
des Weiteren konnten erst unter aeroben Bedingungen auch Banden der Aminoséduren gezeigt
werden, welche an den Protonenkanilen (D- und K-Kanal) beteiligt sind.

Die vollstindige Analyse der signifikanten Anderungen der IR Spektren in Abhingigkeit der

Sauerstoffkonzentration wird die Aufgabe einer weiteren Doktorarbeit sein.
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Proteinogene Aminosiuren

Proteinogene Aminosiuren

Aminosaure 3-Letter-Code 1-Letter-Code

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GiIn Q
Glutaminséaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I

Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp w
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \Y
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Anhang IR-Bandenzuordnung (up-Konfiguration)

Zuordnung

von IR-Banden

Oxidoreduktion der einzelnen

Redoxzentren der CcO von Paracoccus dentrificans (up-Konfiguration)

Bandenlage /

-1

Redoxzentrum Redoxzustand

Zuordnung der Bande (Absorber;

cm Schwingung; zugeordnete Seitenkette)
3092 Cug oX OH, OH’; v(OH); Cug, OH" Ligand /
Y; v(OH); Y280 /
H; v(NH); H326, H325 /
(CH) Alkene; v(C=H); H326, H325, H276
W272, Y280
2876 Cug oX OH, OH’; v(OH); Cug, OH" Ligand /
Y; v(OH); Y280 /
H; v(NH); H326, H325 /
(CH) Alkane, v(CH); beliebiger Ligand /
H;O"; v,s(OH); H* x (H,0),,, n=5
1746/1737 Ham a ox/red E, Glu-COOH; v(C=0); E278
1689 Cua ox Amid |, B-Faltblatt; v(C=0)
1684 Cup red Amid |, B-Faltblatt; v(C=0)
1674 Ham a; (o) R, Arg-Hs"; v,o(CN3H5"); R473/
komplexe Propionat; v(C=0) /
Bande Formyl /
Amid |, Windungen; v(C=0)
1661 Ham a red Amid |, a-Helix; v(C=0) /
Amid |, Windungen; v(C=0)
1655 Ham a, ox Amid |, a-Helix; v(C=0)
1651 Cup red Amid |, a-Helix; v(C=0)
1641 Ham a; oX Formyl; v(C=0) /
Amid |, B-Faltblatt; v(C=0)
1630 Ham a; red R, Arg-Hs"; v4(CN3H5"); R473 /
H, HisH,"; v(C=C); H403 /
Formyl /
Amid |, B-Faltblatt; v(C=0)
1618 Ham a, red Y, Tyr-OH; v(CC) Ring, 8(CH); Y280 /

W; v(CC), v(C=C); W272, W164 /
Vinyl; v(C-C)
Amid |, B-Faltblatt; v(C=0)
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Zuordnung von IR-Banden zur Oxidoreduktion der einzelnen Redoxzentren der CcO

Bandenlage /

4 Redoxzentrum Redoxzustand Zuordnung der Bande (Absorber;

cm Schwingung; zugeordnete Seitenkette)
1603 Cup red Amid |, B-Faltblatt; v(C=0)
1592 Cup ox H, HisH; v(C=C); H224, H181 /

R, Arg-Hs"; v.(CNgHs"); R473 /
D, Asp-COO’; v,((COO); D178

1561 Ham a; 0X W, Trp-NH; v(CC), 8(CH); W164
Propionat

1546 Ham a red Ham, vsg,

1537 Ham a oX Propionat

1526 Ham aj red Propionat /
Ham; vag¢ /
Ham; v3g,

1510 Cup red W, Trp-NH; v(CN), 8(CH), 8(NH);
W121

1489 Cup red W; v(CC), §(CH); W272
H, HisH; v(C=N), 6(CH); H325, H326

1483 Cup 0X W, Trp-NH; v(CC), §(CH); W272

1473 Ham a, red F, 8a5(CHj3); F412/
Ham; A,g, v3

1468 Cup oX W, Trp-NH; §(CH), v(CC), v(CN);
W121

1455 Cug 0X H, His™; H326, H325, H276

1445 OX Y

1431 Cup red W, Trp-NH; §(CH), v(CC), v(CN);
w121/

D, Asp-COOH; 8(COH); D178/
E, Glu-COO’; v4(COO); E218

1419 Cup red W, Trp-NH; 8(NH), v(CC), v(CH);
Wi121/
H, HisH; v(CN), 8(NH); 6,(CH,);
H181, H224 /
D, Asp-COOH; §(COH); D178

1407 Cup red E, Glu-COO; v,(COO); E218 /
D, Asp-COO’; v¢(COO); D178/
W, Trp-NH; v(CC), §(NH), §(CH);
W121
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Anhang IR-Bandenzuordnung (up-Konfiguration)

Bandenlage /

4 Redoxzentrum Redoxzustand Zuordnung der Bande (Absorber;

cm Schwingung; zugeordnete Seitenkette)
1389 Ham a; 0X T, 8(COH); 8(CH); T50 /
E, v.(CH2); E278 /
Propionat
1354 Ham a; red W; v(CC), v(CN), 8(CH); W164, W272 /
Y; Yw(CHy); Y280 /
Aig V4
1332 Cug ox W vu(CHp); W272/

Y, Tyr-O; v,(CH,); Y280 /
D, Asp-COOH:; §(COH); D399 /
T; 8(COH), 8(CH); T344

1321 Cug red W; §(CH); w272/
Y; 8(CH,) (Endgruppe), v(CC), 8(CH);
Y280 /
T; 8(COH), 8(CH); T344 /
D, Asp-COOH; §(COH); D399

1308 Cug oX D, Asp-COOH; §(COH); D399 /
W; v(CC); W272/
T; 8(COH), 8(CH); T344 /
H, HisH; v(C=N), v(CN); H326, H325

1250 Cug red W; v(CC), 8(CH), y(CH,) (Endgruppe);
wa72/
T; 8(COH), 3(CH); T344
1151 Ham a red E, Glu-COOH; v(CO); E278 /
H, His; v(CN), §(NH); H94, H413
1128 Cug red D, Asp-COOH; v(CO); D399 /

W, Trp-NH; v(CC), §(CH); W272 /
T; v(CO); T344

1105 Cug oX H; v(CN), 8(CH); H326, H325, H276 /
Y; v(CH,) (Endgruppe); Y280

1032 Cup oX H,O; H*-Oszillation; H* x (H,0),,
n=2,6
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Glossar

Glossar

e AFM: Atomic Force Microscopy (Rasterkraftmikroskopie)

e ADP: Adenosindiphosphat

e ATP: Adenosintriphosphat

e ATR: Attenuated total Reflection (abgeschwéchte Totalreflexion)

e ANTA: Amino-nitrilotriacetic Acid (Amino-Nitrilotriessigsdure) bzw. Ng ; Nge-
bis(carboxymethyl)-L-lysin

e (c: Cytochrom ¢

e (CcO: Cytochrom c Oxidase

e cmc: critical Micelle formation Concentration (kritische Mizellenkonzentration)

e CPE: Constant Phase Element (Konstantes Phasenelement)

e (CV: Cyclic Voltammetry (Cyclovoltammetrie)

e Cytc: Cytochrom ¢

e DDM: Dodecylmaltosid

e DMPE: Dimyristoylphosphatidylethanolamin

e DMSO: Dimethylsulfoxid

e DPhyPC: 1,2-Diphytanyl-sn-glycero-3-phosphocholin

e DPTL: 2,3-Di-0-phytanyl-sn-glycerin-1-tetracthylenglycol -D,L-o-liponsdureester

e DTP: Dithio-bis-Propionat

e DTSP: Dithio-bis-(Succinimidyl-Propionat)

¢ EDC: N-Dimethylaminopropyl-N’-Ethylcarbodiimid

e EIS: Electrical Impedance Spectroscopy (elektrische Impedanz-Spektroskopie)

. Egpp: Apparent standard potential (scheinbares Standardpotential)

e ET: Elektronentransfer
e FTIR-Spektroskopie: Fourier Transformed Infrared Spectroscopy
(Fouriertransformierte Infrarot-Spektroskopie)
e GIR-FTIR-Spektroskopie: Grazing-Incidence-Reflection-FTIR-Spectroscopy
(Reflexions-Absorptions-FTIR-Spektroskopie)
¢ GPCR: G-Protein-coupled Receptor (G-Protein gekoppelter Rezeptor)
e IR-: Infrarot-
e JRRAS: Infrared Reflection Absorption Spectroscopy (Infrarot-Reflexions-
Absorptions-Spektroskopie)
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Anhang Glossar

KCl: Kaliumchlorid
MCT-Detektor: Mercurium-Cadmium-Tellurid-Detektor (Quecksilber- Cadmium-
Tellurid-Detektor)
NADH: Nicotinamidadenindinukleotid
NHS: N-Hydroxysuccinimid
NTA: Nitrilotriacetic Acid (Nitrilotriessigsdure)
OEG: Oligoethylenglycol
ORS: Odorant Receptor 5 (Geruchsrezeptor 5)
PBS: Phosphate Buffered Saline (Phosphatpuffer)
PC: Phosphatidylcholin
PDB: Protein Data Bank (Protein-Datenbank)
PEG: Polyethylenglycol
PM-IRRAS: Polarization Modulation Infrared Reflection Absorption Spectroscopy
(polarisationsmodulierte Infrarot-Reflexions-Absorptionsspektroskopie)
ptBLM: Protein-tethered Bilayer Lipid Membrane (Protein-verankerte
Lipiddoppelschichtmembran)
RC: Reaction Center (Reaktionszentrum)
RMS: root mean square (quadratischer Mittelwert)
SAM: self assembled Monolayer (selbstorganisierende Monoschicht)
SE-FTIRS surface enhanced Fourier Transformed InfraRed Spectroscopy
(oberflichenverstirkte Fourier-transformierte Infrarot-Spektroskopie)
SERRS: surface enhanced Resonance Raman spectroscopy (oberflichenverstérkte
resonante Raman-Spektroskopie)
SHE: Standard Hydrogen Electrode (Standardwasserstoffelektrode)
SNR: Signal to Noise Ratio (Signal-zu-Rausch-Verhiltnis)
SPFS: Surface Plasmon Fluorescence Spectrosopy (Oberflichenplasmonen-
Fluoreszenzspektroskopie)
SPR: Surface Plasmon Resonance (Oberflichenplasmonenresonanz)
tBLM: tethered Bilayer Lipid Membrane (verankerte Lipiddoppelschichtmembran)
TP: Thio-bis-Propionat
TSG: Template stripped Gold (von einer Matrize abgelostes Gold)
TSP: Thio-bis-(Succinimidyl-Propionat)
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Material & Geriite

Material & Geriite
e Aufdampfanlage: fl 400 mit auto 306 [Edwards]
Blaspistole: Elektra Beckum BP 200 [Metabo]
e Chopper: 197 [EG&G]
e VERTEX 70 [Bruker Optik, Karlsruhe]

e Fiinf-Phasen-Schrittmotor [Huber]

¢ Funktionsgenerator: DS345 30 MHz [Stanford Research]

e Qalvanisierungseinheit [Labor Elektronik]

e Laser (A=632,8 nm): 1105P [JDS Uniphase]

e Lock-In Verstirker: 5210 [EG&G]

e Magnetriithrer: MR 3001 K [Heidolph]

e  Monochromator: LaserspeclIl [Spectrolab]

e Nanofocus: NanoFocus psurf confocal microscope kombiniert mit 100x Objektiv
[Nanoscope]

e QOszilloskop: LC334AM 500 MHz [Le Croy]

e pH-Meter: pH-Meter 766 Calimatic [Knick]

e Polarisator [Halle]

e Poliermaschine: Phoenix 4000 [Buehler]

e Potentiostat: Autolab PGSTAT302, ausgestattet mit einem FRA2-Modul fiir
Impedanzmessungen, einem ECD-Modul-Verstirker fiir niedrige Strome, einem
ADC750 Modul fiir schnelle Scanmessungen und einem SCANGEN-Modul fiir
analoge Potenzial-Scans [Eco Chemie, B.V.]

e Rasterkraftmikroskop: AFM (Atomic Force Microscope) Dimension 3100 [Veeco]

e Reagenzglasschiittler: Reax 2000 [Heidolph]

e Ultraschallbad: Super RK510 H [Sonorex]

e Zweikreisgoniometer [Huber]
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Anhang Chemikalien

Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien stammen hauptsichlich von den Firmen Sigma-Aldrich und
Fluka Chemie GmbH. Der Hersteller steht in der folgenden Auflistung in eckigen
Klammern. An erster Stelle steht die an manchen Stellen der Diplomarbeit verwendete

Abkiirzung, gefolgt von dem Namen der Substanz:

e  Ammoniak (NH3): 32%ig [WTL Laborbedarf GmbH]

e Ammoniumchlorid (NH4Cl) [Sigma]

e Ammoniumfluorid (NH4F) [Sigma]

e Ammoniumperoxodisulfat (HsN,OsS,) [Fluka]

e  ANTA: Ng,Ng-bis(carboxymethyl)-L-lysine (C;oH;3N,Og) [Fluka]

e  DDM: n-Dodecyl-f-D-maltoside [Sigma]

¢ DiphyPC: 1,2 Diphytanoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine [Avanti Polar Lipids, Inc]

e DMSO: Dimethylsulfoxid (C,HsOS) [Acros Organics]

e DPTL: 2,3-Di-O-phytanyl-sn-glycerin-1-tetraethylenglycol-D,L-o-liponséureester
[Synthese im MPI fiir Polymerforschung]

e DTP: Dithiopropionat (C¢H;004S,) [Sigma]

e DTSP: Dithiosuccinimidylpropionat (C;4H;605S,) [Sigma]

e Essigsdure (C;H40,) [Fluka]

¢ Fluorwasserstoffsdure (HF) 40% [Sigma]

® Glucose Oxidase: Type VII von Aspergillus niger (Schwarzschimmel) [Sigma]

e Glucose: D-(+)-Glucose (CsH,06) [Sigma]

¢ Gold: Feingoldgranulat 99,99% [ESG Edelmetall Service GmbH & Co. KG]

¢ Goldchlorid (AuClz) 99,9999% [Sigma]

e Kaliumchlorid (KCI) [Sigma]

e Kaliumcarbonat (K,COs3) [Sigma]

e Kaliumhydroxid (KOH) 85% [WTL Laborbedarf]

e Kaliumphosphat (K,HPOy:) [Fluka]

e Katalase (Rinderleber) [Sigma]

e Natriumchloroaurat (Na(AuCly)) [Sigma]

e Natriumdithionit (Na,S,0,) [Fluka]

e Natriumsulfit (Na,SO,)

e Natriumthiosulfat (Na,S,03) [Sigma]
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“Chemikalien

Nickel(II)-chlorid Hexahydrat (NiCl, x 6H,0) [Fluka]
Platindraht: g= 0,1 mm und Reinheitsgrad 99,99% [Chempur]
Salzsadure (HCI) 37% [WTL Laborbedarf]

Schwefelsdure (H,SO4) [Acros Organics]

Silberdraht: g= 1,0 mm und Reinheitsgrad 99,99% [Chempur]
Stickstoff (fliissig) und Dewargefdl3 fiir Transport [Air Liquide]
Stickstoff mit Reinheitsgrad 4 [Westfalen AG in Miinster]
Wasserstoffperoxid (H,O,) 35% [Sigma]
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Anhang Weitere Materialien

Weitere Materialien

Argon mit Reinheitsgrad 6.0 [Westfalen AG, Miinster]

ATR-Kristalle aus Silizium [Korth Kristalle GmbH]

Biobeads SM-2 adsorbent 20-50 mesh [Bio-Rad Laboratories, Inc.]

Cytochrom c: Rinderherz [Sigma]

Cytochrom c Oxidase (Rhodobacter sphaeroides, Wild Type und Mutante N139C,
Histidin-Anker an Untereinheit I, ,,Down-Konfiguration*) wurde uns von Prof.
Robert B. Gennis, Department of Biochemistry, University of Illinois, zur Verfiigung
gestellt.

Cytochrom-c-Oxidase (Paracoccus denitrificans, Histidin-Anker an Untereinheit I,
,,Up-Konfiguration*) wurde uns von Prof. Bernd Ludwig, Universitéit Frankfurt, zur
Verfiigung gestellt.

Hellmanex II [Hellma]

Immersionsdl [Cargille Laboratories, Inc.]

Kleber: TSG EPO-TEK, 2-Komponentenkleber (Verhiltnis 1:10) [Polytec]
Objekttriager: BK7 mit Brechungsindex n=1,5 [Menzel-Gliser]

Objekttrager: LaSFN-9 mit Brechungsindex n=1,845 [Hellma]

O-Ringe, Viton [Rheinwerkzeug]

Plexiglas [Cadillac Plastic’s]

Poliermittel (Diamantpaste, MetaDi Supreme 9 um, 3 um, 1 um) [Buehler]
Poliertiicher (TexMet P, VerduTex, MicroCloth) [Buehler]

Prisma LaSFN-9 mit Brechungsindex n=1,845 [Spindler&Hoyer]

Sauerstoff mit Reinheitsgrad 6.0 [Air Liquide, Frankfurt/Main]
Siliziumwafer-Spezialanfertigung [CrysTec GmbH]

Teflon [Cadillac Plastic’s]
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