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Mohsen Sajadi, Yathrib Ajaj, Ilya Ioffe, Hermann Weingdrtner* und Nikolaus P. Ernsting*

Wasser ist wichtig fiir die Struktur, Stabilitdt und Funktion
von Biomolekiilen. Es vermag die Energielandschaft der
molekularen Erkennung oder Proteinfaltung zu vereinfachen,
und hiufig kontrolliert Wasser die native Stabilitit."?! Der
Protonentransfer durch lokale Wassernetzwerke benétigt
eine korrelierte Bewegung von H-Briicken,”) und konfor-
mative Verdnderungen von Proteinen scheinen an die Dy-
namik von umgebendem Wasser und Hydratwasser gekoppelt
zu sein.! Um solche Prozesse zu verstehen, muss man das
Schwingungsspektrum der Grenzfliche zwischen dem Bio-
molekiil und Wasser beobachten. Deren Dynamik ist verteilt
tiber verschiedene Zeitskalen, von schnellen Schwingungs-
moden bis hin zu langsamer diffusiver Reorientierung. In
Flussigkeiten mit niedriger Viskositét, wie z.B. Wasser, be-
inhaltet das ,,diffusive Regime®“ Prozesse auf der Piko- bis
Nanosekunden-Zeitskala (entsprechend Wellenzahlen von
v<1.5cm™) welche durch Mikrowellen(MW)-Spektrosko-
pie erfasst werden konnen. Auf der Hochfrequenz-Seite
(>1000 cm ™ fiir Wasser) werden innermolekulare Schwin-
gungen routineméfBig mit Infrarot-Spektroskopie beobachtet.
Doch meistens fehlt Information iiber die infermolekulare
Schwingungs- und Librationsdynamik, die sich im mittleren
Frequenzbereich abspielt, im THz-Bereich (<30 cm™) und
im Fern-Infraroten (FIR, 30-250 cm ™). In diesem mittleren
Bereich werden Prozesse von H-Briicken erwartet. Leider ist
die Erzeugung und Detektion von Licht hier schwierig. Auch
ist die Antwort der Biomolekiil-Wasser-Grenzfliche nicht
besonders verschieden von derjenigen des reinen Wassers. Es
wird deutlich, dass lokale spektroskopische Methoden beno-
tigt werden, die den Beitrag der Wasser-Volumenphase ver-
meiden und die Absorptionsmessung auf die Grenzfldche
konzentrieren.

Fiir die Polaritdtssonde N-Methyl-6-chinolon (MQ, siche
Abbildung 3) konnten wir zeigen, dass die zeitaufgeloste
Stokes-Verschiebung der Fluoreszenz (time-resolved Stokes
shift, TRSS) das Infrarotspektrum der umgebenden Fliissig-
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keit abbildet.”! Der Abstand fiir eine Wechselwirkung reicht
bis ca. 15 A;1 riumliche Auflosung dieser GroBenordnung
kann deshalb erreicht werden, indem man die Probe chemisch
an eine supramolekulare Struktur anbindet. Aber bisher blieb
eine Frage offen: Wie kann man die (unbekannten) dielek-
trischen Eigenschaften der Umgebung aus einer gemessenen
TRSS-Kurve erhalten? Dieser Schliisselschritt wird hier vor-
gestellt und mit einer wissrigen Trehalose-Losung getestet.
Das Disaccharid Trehalose!”'?! (Abbildung 1) wird von eini-
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Abbildung 1. Das Spektrum fiir dielektrischen Verlust in reinem Wasser
(graue und entsprechende schwarze Linie) wird durch geléste Trehalo-
se verindert. Die intermolekularen Moden D;, D,, vy und v _von
reinem Wasser sind getrennt gezeichnet als gestrichelte Linien. Die
Mode S wird der Rotationsdiffusion der hydratisierten Zuckermolekiile
zugeordnet. Die schwarzen Kurven wurden aus der zeitaufgel6sten
Stokes-Verschiebung der Fluoreszenz von zugefiigtem Methylchinolon
gewonnen. Das Beobachtungsfenster (grau) wird durch die effektive
Zeitauflésung bestimmt.

gen Organismen in trockenen Erdregionen synthetisiert, um
sich gegen osmotischen Druck und Erfrieren zu schiitzen.”
Der Zucker verindert die H-Briickenstruktur von Wasser!®
und dessen kollektive Dynamik.”!% Trehalose ist deshalb ein
interessantes biomolekulares Modell, um den praktischen
Gebrauch und das spektroskopische Potenzial von MQ zu
demonstrieren.

Die Art des Spektrums, das aufgenommen werden muss,
ist in Abbildung 1 dargestellt. Die Abbildung zeigt den di-
elektrischen Verlust &’(w) von reinem Wasser bis hoch zu
Infrarotfrequenzen.®% Dieses Spektrum reprisentiert den
Untergrund, auf dem Verdnderungen durch Biomolekiile
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registriert werden miissen, und deshalb sei es hier beschrie-
ben. &”’(w) ist im Wesentlichen die Verteilung der Oszillato-
renstirke, a(w)/w, erhiltlich aus dem Lichtabschwachungs-
koeffizienten a(w).""'® Diese GroBe bestimmt auch!"! (bis
auf eine Konstante) die dielektrische Dispersion &' (w) und
damit die komplexe Permittivitit ¢(w) = & (w) — ie”(w). Das
Spektrum kann durch mehrere Banden beschrieben
werden.['”) Die FIR-Bande v, bei 200 cm™ ist zwar schwach,
doch sie trdgt ziemliche Oszillatorenstdrke, entsprechend
einer translatorischen Schwingung des OH--O-Netzwerks.!!
Rotationsdiffusion wird bei niedrigsten Frequenzen, d.h. im
MW-Bereich um 20 GHz, beobachtet und dargestellt durch
einen dominanten Debye-Term D, zusammen mit einem
schwachen Debye-Term D,.'*!*l Libratorische Bewegung von
Wasser wird als eine Bande v, um 500 cm ™! beobachtet.'* !¢l
Alle genannten Banden sind breit (im Vergleich mit der
Frequenz des Maximums) weil intramolekulare Bewegung
leicht gestort wird, weshalb die entsprechende Kohédrenz
stark gedampft ist, im Vergleich mit innermolekularen
Schwingungen die als schmale Linien oberhalb von 1000 cm ™!
erscheinen.

Die Zugabe von Trehalose sollte spektrale Verdnderun-
gen iiber den gesamten Bereich verursachen, einschlieBlich
der THz-Region (1 THz=233 cm ™), die hier betrachtet wird.
Wenn z.B. die Trehalose-Konzentration graduell auf 1.2m
erhoht wird, so verringert sich der Abschwichungskoeffizient
bei 80 cm™! um fast 20 % . Hier wird weitergehend gemes-
sen, wie die Banden in Abbildung 1 sich verdndern und
welche neuen Banden erscheinen, und zu diesem Zweck wird
MQ, zusétzlich gelost, als ,,molekulares Spektrometer be-
nutzt. Wir nehmen einen realistischen Ausdruck an fiir ¢(w)
und erhalten daraus analytisch R(f), eine Form fiir die spek-
trale Relaxationsfunktion, die den Angleich der zeitaufge-
losten Stokes-Verschiebung erlaubt. Diese neue Art der
TRSS-Spektroskopie wird nachstehend erldutert.

Das Sondenmolekiil funktioniert als mikroskopische
THz-Lichtquelle, indem seine Ladungsverteilung durch
Lichtanregung in wenigen Femtosekunden verdndert wird
(Abbildung 2a).5% Im Fall von MQ verringert die Sy—S,-
Anregung bei 400 nm das Dipolmoment x von 10.8 D auf
5.8 D, d.h., das lokale elektrische Feld wird instantan her-
untergeschaltet. Das neue Feld wirkt auf benachbarte Grup-
pen mit partiellen Ladungen, die Gruppen reorientieren sich,
und zusammen erzeugen sie ein zeitverdnderliches Reakti-
onsfeld R(f) (Abbildung 2b). Dieses wird vom Sondenmole-
kiil wiederum berichtet, ndmlich durch eine Emissionsfre-
quenz, die linear von R(f) abhéngt. (In diesem Sinn werden
»Reaktionsfeld“ und ,spektrale Relaxationsfunktion“ syn-
onym verwendet.) Die Sonde ist deshalb nicht nur Licht-
quelle, sondern auch Detektor. Zum Vergleich betrachten wir
ein klassisches Experiment zur dielektrischen Relaxation
(Abbildung 2 ¢): Ein Kondensator, der die Fliissigkeit enthilt,
wird plotzlich elektrisch entladen. Die vorherige Polarisation
klingt dann mit einem charakteristischen Zeitverhalten P(¢)
ab (Abbildung 2d). Uber Zeitableitung erhilt man die Re-
sponse- oder Antwortfunktion auf einen &-formigen Puls
(Abbildung 2¢); diese Antwort kann direkt mit THz-Spek-
troskopie in der Zeitdomdne (THz-TDS) erhalten
werden.'*¥ Die dielektrische Suszeptibilitit yp = e(w) — 1
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Abbildung 2. Briicke zwischen Spektroskopien: Die polare Solvatation
(a) kann, bei geeigneter molekularer Sonde, im Rahmen einer Kontinu-
um-Theorie modelliert werden. Eine wesentliche Rolle spielt dabei die
frequenzabhingige dielektrische Permittivitit e(w) des Mediums.
Diese wird gewdhnlich mithilfe der dielektrischen Relaxation (c) oder
THz-Zeitdominen-Spektroskopie (e) gemessen. Stattdessen beobach-
ten wir in der vorliegenden Arbeit die Solvatationsdynamik von Methyl-
chinolon mit Femtosekunden-Zeitaufldsung (b) und bestimmen
daraus ¢(w) quantitativ. (/1 bedeutet Laplace-Transformation, und der
Einfachheit halber wurde n, =1 angenommen.)

wird erreicht durch Laplace-Transformation A der Respon-
sefunktion.

Eine Briicke von der dielektrischen Relaxation zur Sol-
vatation einer dipolaren Probe wird durch Gleichung (1)
hergestellt:['®!

(w) -1 n —1

_ 0 1
o) T, e T, @

&€
Xdip (w) o 2¢(

Hier ist y,,(w) die Suszeptibilitit des Dipol-Reaktions-
feldes R(f) hinsichtlich Anderungen von u, n., ist der Bre-
chungsindex des Mediums bei optischen Frequenzen, und n,,
repréasentiert die Polarisierbarkeit des gelosten Farbstoffmo-
lekiils."*?? Gleichung (1) basiert auf einer einfachen Konti-
nuum-Theorie, die, wie wir empirisch zeigten, quantitativ fiir
MQ gilt.P! Fiir reines Wasser bis 100 cm™! wird die komplexe
Permittivitit e(w) durch zwei Debye-Terme gut beschrieben
(vgl. Abbildung 1).* Um spektrale Verinderungen durch
die Zugabe von Trehalose beschreiben zu konnen, verwenden
wir fortan einen dreifachen Debye-Ansatz zusammen mit
einem Hintergrundterm ¢, = n’, fiir elektronische Ver-
schiebungen im optischen Bereich [Gl. (2)]:

& &
T 1+ o,

& — &
1+iot,

& — &
1+ iwt,

e(w) + e 2

Jede Mode ist charakterisiert durch eine Debye-Relaxa-
tionszeit 7, und eine Amplitude Ag; = &,_; — &.

Nach Passage durch Gleichung (1) und Division durch s =
iw (dquivalent zur Zeitintegration, vgl. Abbildung 2) wird die
inverse Laplace-Transformation /A" analytisch durchgefiihrt.
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Die eingehenden Parameter sind 7,,7,,7;, zusammen mit
£, €1, &, € UNd n,,. Sie bestimmen eine dreifach-exponenti-
elle Form fiir das Reaktionsfeld R(¢), wie in den Hinter-
grundinformationen beschrieben wird. In dem entsprechen-
den Experiment wird MQ mit Femtosekunden-Pulsen bei
400 nm optisch angeregt, und danach wird das komplette
Fluoreszenzspektrum mit Breitband-Hochkonversion ge-
messen.*? Die zeitliche Apparatefunktion hatte eine volle
Halbwertbreite von 85 fs. Abbildung 3 zeigt das Absorpti-
onsspektrum und einige zeitabhéngige Fluoreszenzspektren
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Abbildung 3. Absorptions(abs)- und Fluoreszenz(fls)-Spektren der Po-
laritdtssonde MQ (Einschub) in wéssriger Trehalose (1 m). Der Farb-
stoff wird mit 40-fs-Pulsen bei 400 nm optisch angeregt. Danach wird
die sich entwickelnde Fluoreszenz mit Breitband-Hochkonversion zeit-
lich aufgelsst (85 fs fwhm der Apparatefunktion). Der Pfeil zeigt die
insgesamt beobachtete Verschiebung der Bande.

(< Quantenverteilung iiber Wellenzahlen). Aus der mittleren
Emissions-Wellenzahl (v) als Funktion der Zeit wird die
spektrale Relaxationsfunktion R(7) gebildet, die ausschlieB-
lich von der Solvatation bestimmt ist.”) Abbildung 4 zeigt
experimentelle Kurven fiir 0.0, 0.5 und 1.0m Trehalose-Lo6-
sungen in Wasser.

Diese Datenpunkte werden angeglichen durch Optimie-
rung von &(w), wodurch die schwarzen Interpolationslinien in
Abbildung 4 erhalten werden. Das Verhalten bei niedrigen
Frequenzen wird aus separaten Mikrowellen-Messungen im-
portiert, iber die in den Hintergrundinformationen berichtet
wird. Fiir die Optimierung werden &, &,, €., Ty, T, T3 Variiert,
wihrend ¢, gleich dem MW-Wert gesetzt ist. (Dieser Bezug
auf MW-Daten wird nicht mehr nétig sein, sobald R(¢) mit
hoherer Prizision gemessen werden kann, vor allem im
spaten Zeitbereich.) Der Brechungsindex n.,, der Kavitit
wird duch die effektive Polarisierbarkeit der Sonde und das
Volumen der Kavitit bestimmt;["®> zurzeit muss dieser Pa-
rameter noch wie folgt behandelt werden: Die bekannte e(w)-
Funktion fiir reines Wasser wird zunichst benutzt, um fiir
diesen Fall n,,=2.3 zu finden. Parallel dazu wird das THz-
Absorptionsspektrum fiir reines Wasser berechnet.”" Bei den
Zuckerlosungen ist zu beachten, dass die e(w)-Kurve, die aus
den TRSS-Messungen herausgezogen wird, von dem Wert
abhangt, der fiir n,, angenommen worden war. Folglich hangt
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Abbildung 4. Die mittlere Wellenzahl der Fluoreszenz (Punkte) rela-
xiert nach optischer fs-Anregung auf mehreren Zeitskalen. Angleiche
mit Kontinuum-Theorie (Linien) ergeben &(w) fiir jede Lésung
(schwarze Linien in Abbildung 1).

auch das daraus berechnete a(w) von n,, ab."7!® Diese Ab-

hingigkeit kann dazu benutzt werden, n.,, durch Absorpti-

onsmessung bei einer festen Wellenzahl zu fixieren. Havenith
und Mitarbeiter! fanden, dass 0.5M (1.0M) Trehalose den

Wasser-Absorptionskoeffizienten bei 80cm™ um 7.2%

(16.4 %) herabsetzt. Um diese Beobachtung zu reproduzie-

ren, muss das n.,, fiir MQ in reinem Wassers leicht verdndert

werden, und zwar auf 2.26 (2.0). Diese Verdnderung ist
gleichbedeutend mit einer VergroBBerung der Kavitidt mit zu-
nehmender Zucker-Konzentration.

Die resultierenden ¢’ (w)-Kurven sind in Abbildung 1 mit
schwarzen Linien dargestellt. Sie sind glatt verbunden mit den
MW-Ergebnissen und gehorchen der bekannten Abschwé-
chung bei 80 cm™'. Wenn die Trehalose-Konzentration auf
0.5M und weiter auf 1.0M erhoht wird, so beobachten wir
folgende Verdnderungen:

1) Eine neue Relaxationsmode S erscheint bei 7.1 GHz. Sie
wird der Rotationsdiffusion der solvatisierten Trehalose-
Molekiile zugeordnet, analog zu Ergebnissen aus der di-
elektrischen Relaxation von Maltotriose-® und Glucose-
Losungen,?*?” die mit depolarisierter Raman-Streuung
bestitigt wurden.®!

2) Die Dynamik der Losungen ist von derjenigen des reinen
Wassers verschieden. Die Rotationsmode D, verliert
Amplitude und wird blauverschoben (,,wird schneller),
wenn die Trehalose-Konzentration 0.5M erreicht, und sie
wird weiter stark geschwicht bei Erhohung der Konzen-
tration auf 1.0M. Die Mode D, des reinen Wassers bei
hoéherer Frequenz (ca. 0.14 THz oder 5 cm ™) scheint we-
niger beeinflusst zu sein. Unsere Beobachtungen sind
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konsistent mit dynamischen Studien,”!****! die zeigten,
dass geloste Zuckermolekiile die tetraedrische Konfigu-
ration von Wassermolekiilen verdndern.

3) Zwischen D, und v; werden keine neuen Prozesse beob-
achtet. Insbesondere erhalten wir keine neue Information
bei 2.5 THz, weil hier die Daten zur FIR-Abschwichung
von Havenith und Mitarbeitern™! verwendet wurden.
Diese Autoren fanden nicht-ideales quadratisches Ver-
halten mit zunehmender Trehalose-Konzentration, das sie
der Uberlappung von dynamischen Hydrathiillen zuord-
neten. Die geloste Sonde MQ sollte sich zunehmend in
solchen Uberlappungsregionen befinden, was erklirt,
warum der Radius der Kavitit in dhnlicher Art von der
Zucker-Konzentration abhingt.

Zusammenfassend: Die spektrale Relaxation R(f) der
Fluoreszenz von N-Methyl-6-chinolon verlduft auf Zeitskalen
0.100-100 ps. Aus der gemessenen R(f)-Funktion wurde die
frequenzabhingige Permittivitdit der Umgebung erhalten,
und zwar bis etwa 100 cm ™. Der Schliissel dafiir liegt in einer
analytischen Verbindung &(w) — R(f), die zum Datenan-
gleich benotigt wird. Messungen mit Trehalose-Wasser-Lo-
sungen dienten dazu, das Verfahren zu etablieren und zu
testen. Es ermdglicht, e(w) in einem kleinen Bereich um das
Sondenmolekiil zu messen, und zwar mit grofer spektraler
Bandbreite. Durch kovalente Anbindung des Sondenmole-
kiils an eine supramolekulare Struktur kann so eine lokale
THz-FIR-Spektroskopie realisiert werden.
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