Raman-Spektroskopie

Neben der Infrarot-Spektroskopie ist die Raman- Spektroskopie eine weitere wichtige
Methode zur Untersuchung von Schwingungsspektren. Sie beruht auf einer inelastischen
Streuung von Licht (Raman-Effekt) an den Molekilen. Durch Mol ektil schwingungen wird
neben der el astischen Rayleigh-Streuung auch eine inelastische Streuung beobachtet, die
durch eine zeitliche Anderung der Polarisierbarkeit des Molekiils hervorgerufen wird.
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Das Raman-gestreute Licht ist im Gegensatz zur
Rayleigh-Streuung nicht koharent mit dem

Primarlicht. Man beobachtet Frequenz-V erschiebungen
hinzu kleineren Energien (Stokes-Linien) und nach
hoheren Energien (Antistokes-Linien). Die Grof3e der
Frequenzver schiebung ist dabei unabhangig von der
Frequenz des Primarlichts. Vielmehr hangt sie nur
von den Mol ekleigenschaften ab.

Eine Schwingung ist Raman-aktiv wenn gilt:
da/dR* 0 (R: Kernabstande im Molekl)
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Raman-Spektroskopie

Schematische Anordnung zur

M essung eines Ramanspektrums Die Verschiebung der Stokes-Linien bezlglich der
e elastischen Linie kénnen sehr klein sein (bis zu
e ok 1crmrl). AuRerdem ist die Intensitét der Raman-
lininen sehr klein im Vergleich zur Rayleigh-Linie.
i /‘* s Dies hat folgende messtechnischen K onsequenzen:
/ \\ » Monochromatisches intensives Licht mit eines
sehr geringen Linienbreite => Laserlicht
» spektrale Trennung der Linien mit mehrfach -
Monochromatoren
Doppel - » Beobachtung des Streulichts unter 90° um die
Mono- . ;
st Primarstrahlung zu vermeiden.

Detektor

Bei vielen Molekilen (mit Inversionszentrum) erganzen sich Infrarot- und Raman-
spektroskopie, wenn man die Schwingungen der Molekilile analysieren will. Bei diesen
Molektlen sind infra-rot-aktive Normal schwingungen Raman-inaktiv und umgekehrt sind
infrarot-verbotene Normal schwingungen Raman-erlaubt.
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Raman-Spektroskopie

Da die Frequenz der Untersuchungdichtsinder ~ APsorption und Resonanz-Raman Spektrum
. . . . von Bacteriorhodopsin im Grundzustand
Ramanspektroskopie keinen Einfluss auf die Lage

der Ramanlinien hat, ist die Anregungswellenlange 650 600 550 500 nm
im Prinzip frel wahlbar (z.B. intensive Laserlinien [ S
etc.).

Wird jedoch die Anregungswellenlange so gewahit,
dass ein elektronischer Ubergang angeregt wird, so
kommt es zu einem Verstérkungseffekt bestimmter = |
Ramanlinien (Resonanzeffekt). In einer solchen i
Resonanz-Ramanspektr oskopie werden nur die
Schwingungsbanden des MolekUltells verstarkt, die
am el ektronischen Ubergang beteiligt sind.

Im Falle biologische Proben mit Chromophoren
(z.B. das Retinal im BR) kann gezielt das
Schwingungsspektrum dieser Gruppen sichtbar
gemacht werden. Andere Schwingungsbeitrage vom
Proteingertist bletben inihrer Intensitét viel
schwécher.

Absorbance
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Raman Intensity
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Mathies, 1987
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Prothetische Gruppen in Proteinen

Diese zusatzlichen Gruppen zeigen fast alle im UV-Vis Bereich eine starke Absorption. In
nahezu allen Fallen stellen diese Gruppen ein aktives Zentrum in der Proteinstruktur
dar, das relevant fir die Funktion der Proteinstruktur ist.

Spektroskopische Untersuchungen
der prothetischen Gruppen liefern
Erkenntnisse Uber die Funktions-

ablaufeim Protein.

Beispiel der Hamstruktur im
Cytochrom, Hamoglobin,
Myoglobin

Spektroskopische Eigenschaften von Proteinen

die prothetische Gruppen enthalten

Longest-wavelength  Second-longest

absorption band

absorption band

L Gmax Amax Emux
Protein Prosthetic group (nm)} (% 107%) (am) (x10™%
Amino acid oxidase, FMN 455 1.27 358 1.07
rat kidney
Azurin, P. fluorescens gt 781 0.32 625 0.35
Ceruloplasmin, human 8 Coppers (3 distinct classes) 794 2.2 610 1.13
Cytochrome ¢, reduced, Fe'l-heme 550 2.77
human
Ferredoxin, Scenedesmus (2 Fe'', 2 sulfide) cluster 421 0.98 330 1.33
Flavodoxin, FMN 443 0.91 372 (.79
C. pasteurianium
Monoamine oxidase, Flavins plus Cu 4535 4.7
bovine kidney
Pyruvic dehydrogenase, FAD 460 1.27 438 1.46
E. coli
Rhodopsin, bovine Retinal-Lys 498 4.2 350 L
Reubredoxin, (Fe', 4 Cys) tetrahedron 570 0.35 490 0.76
M. gerogenes 23
Threonine deaminase, 4 Pyridoxal phosphates 415 2.6
E. coli
Xanthine oxidase

Fe, Mo

550




Retinal-Proteine

Das Retinals (prothetische Gruppe und Derivat des Karotins) kommt in vielen Proteinen mit
unterschiedlichen Funktionen vor (Retinalproteine).

| onenpumpen: Bacteriorhodopsin, Halorhodopsin (Chlorpumpe), Proteorhodopsin

L ichtrezeptor en: Rhodopsine, Sensory-rhodopsin

Photorezeptoren im Sehprozess Chromophor: 11-cisretinal (I 4o 440 nmin

Stabchenzellen: hell/dunkel Sehen organischer LAsung)
Zapfenzellen: Farbsehen (3 Farbpigmente) => Apoprotein (Opsin) + Retinal = Rhodopsin

Rhodopsine

Die Rhodopsine zeigen Absorptionsmaxima bei sehr unterschiedlichen Wellenlangen (360
— 635 nm; ,, opsin-shift“) im Bereich des sichtbaren Lichts. Sie kdnnen daher als
Farbrezeptoren dienen (Sehpigmente). Die Retinal — Proteinwechselwirkung bestimmt die
L age des A bsorptionsmaximums => genaue Analyse u.a. mit Ramanspektroskopie'!
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Raman-Resonanzspektroskopie

Die verstarkten Resonanzlinien im
Ramanspektrum zeigen eine
charakteristische Struktur

(, Fingerprint-Region®) die Uber
spezielle Molekllschwingungen
Auskunft geben. Lokale

Schwingungen (970 cnr! und 1650

cml) kénnen detaillierte
| nformationen Uber
Wechselwirkung mit der
Umgebung geben.

Vergleich:
Chromophor in Losung vs.
Chromophor im Protein

800

Char akteristisches Raman-Resonanzspektrum des
Retinal-Chromophors (11-cis-retinal)

970 em™
Hydrogen out-
of-plang wag

1212 em™ C-8-C-8

15
1545 cm™' kﬁf”
Ethvlenic stretch

Fingerprint stretch =
: |
. CHy 1650 cm™
8 A 4 Schiff-base stretch

H

1235
1265

1212

Biospektroskopie

14[}CI 1800

1600

1 E{JEII

Energy loss/cm™! _
Mathies, 1999
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Molekulare Ursachen des Opsin-shifts

Absor ptionsmaxima der Far bpigmente Resonanz-Ramanspektren
einiger Farbpigmente
blau: | =438 nm —_— %9 PIg
rot: | max=560 nm | s el
I g3 1 -
1 . = r
Der Hauptunterschied im Absorptionsverhalten KX ~e g 9=
| &= == = 11-cis PSB in \‘q-cuann

1016

bel den 3 Pigmenten entsteht wahrscheinlich durch
eine grol3ere Elektronen Delokalisierung in der

methanol

o470
10411

1187

Ethylenkette. => Verschiebung des,, Etylenic-stretch® , e el B ".f?
peaks bei 1560 1526 cL. S e AN

Es gibt scheinbar keine starken lokalen Wechsel- : i
wirkungen des Proteins, die einen Einfluss auf das L 0%

Raman intensity

Absorptionsverhalten haben kénnten (z.B. ; ﬂ "8
, Schiff-base mode* bei 1660 —1641 cnr). s

: i ;-.“_I Red pigme a3
Der Unterschied zwischen dem roten und dem griinen T = I\ ’J; -
Pigment hat wahrscheinlich seine Ursachein einer e e aad]
lokalen Veranderungen der elektronischen Struktur. Frequency/cm™ Mathies, 1999
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Rhodopsin: Sehpigment in der Retina

Stabchenzellen fur hell/dunkel
Sehen
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Biospektroskopie

Disk M embranen

50 % Lipide

45 % Rhodopsin (40 kDa)
5 % andere Proteine

=>  Membrane Fluiditat”

Die Information des Lichtreizes
(Primérer Sehprozess: Absorption
eines Lichtquants im Retinal) wird
Uber eine Strukturanderung in der
Proteinstruktur an andere Proteine
(Transducin) weiter geleitet

und ver stérkt (=>Seh-Kaskade).
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Signal Ubertragung beim Sehprozess

Photozyklus des Rhodopsin (Rinderaugen)

hv (A = 498 nm)
_r_.f'
Rhodopsin

RH decay Opsin

+ 11-cis-retinal

ps j
Photorhodopsin
ps
Bathorhodopsin
ns J’
Lumirhodopsin
us
Metarhodopsin |

msL

Metarhodopsin i \ A=380nm ————»

Opsin ——in \

Metarhodopsin il

+ all-frans-retinal

Retinal und Protein sind nach der
Reaktion getrennt => keinein vitro
Wiederholungsmessungen !

Biospektroskopie

Signaltbertragung
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Dieser Zustand kann Transducin binden
und Ubertragt die Information. Wéahrend
der Lebensdauer von Metha |l kdnnen
viele Transducinmol ekl e aktiviert werden.
=> Regelung in der Sehkaskade durch
Arrestin/TransducinBalance.
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Signal Ubertragung im Halobakterium

Schematische Dar stellung des Signaltransfers Photor ezeptor :

Sensory Rhodopsin

SR-I: | 4 487 NM
SR-11: 1 1587 nm

laggelar
O motor

~P Signaliibertragung

K onformationsanderung wird auf ein
Transducer-Molekul (Htr) Gbertragen
«Durch weitere Ubertragermol ekiile
Ansteuerung des Flagellenmotors
(rechts/links Laufrichtung)
=> Richtungséanderungen in der Bewegung

M. Engelhart, MPI Dortmund
des Bakteriums (Phototaxis)
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Phototaxis im Hal obakterium

Photozyklen der Sensory-Rhodopsine

- =R~ - =~ Schematische Dar stellung
SRIIL4g7;~~ SIls39— Sll36p eines Halobakteriums
l OGNAL - - — —
}——- Hitrll
\_/ snm \ CheY
el l::heA
/\ S%10 Eﬂiﬂl ChE‘I" P
Htrl
SRlss'?—"Sﬁm—'Ssm—'S:m -1‘1'-,-'.;3:”'1 l
— O N = =CH=N= SIGMNAL
‘\_/ Spudichetal., 1997  © phaear B
Phototaxis
» Schwimmbewegung in Richtung » Schwimmbewegungen aus Bereichen
guinstiger Lichtbedingungen kurzwelliger Strahlung (UV)
(Néahrstoffe, gute Funktionsfahigkeit => Vermeidung von Strahlenschadigung
der lonenpumpen, etc.) des Organismus
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Resonanz-Ramanspektroskopie

Schwingungsspektren des All-Trans Retinals

unter verschiedenen Bedingungen

1 | 1 I (| 1 1 | 1
800 1000 (200 1400 1600
FREQUENCY (em ')

Mathies, 1987

Bandenver schiebungen
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ATR SB PSBE BREEB
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ATR: All-Trans Retinal PSB: Retinal mit protonierter
SB: Retinal mit Schiff*"scher Schiff’ scher Base
Base BR568: Retinal in BR

ATR® SB: | 44:360® 440 nm
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M esstechnik:Resonanz-Ramanspektroskopie

Ein grundsétzliches Problem bel der Resonanz Ramanspektroskopie ist, dass photosensitive
Molekile stindig mit dem Mesdlicht (im oder nahe dem Absorptionsmaximum) angeregt
werden mussen. Dieses Messlicht muss im algemeinen anders as bei Absorptionsmessungen
eine relativ hohe Intensitét haben, da die inelastische Ramanstreuung (auch trotz der Resonanz)
verhdtnismaldig schwach ist. Dieses intensive Mesdlicht fuhrt zu veranderten Photozyklen
(z.B. Ruckschuss in den Grundzustand) und kann massiv in die Kinetik der Zyklen eingreifen.

Um den Einfluss auf die Messergebnisse von solch un-
,rapid-flow* - Molekulstrom um erwiinschten Photoprodukten zu minimieren, wird im
phg;fempfm_d”che Moleule Messlichtstrahl ein schneller Fluss von Molekiilen
Spextroskopisch zu charakterisieren untersucht, so dass am Ort des Messlichts immer eine
geringe Konzentration von unerwinschten Photoprodukten
vorliegt. Der Anteil der photoaktivierten Moleklleist F:

P: Photonen/s

e: Extinktionskoeffizient

f . Quantenausbeute fur die

: photoaktivierung

| APEETROMETER v Fliessgeschwindigkeit [cm/9]

| _ = d: Strahldurchmesser (Laser) [cm]

F = (3.824x10'%) 3
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Zeitaufgel ste Resonanz-Ramanspektroskopie

Ziel der Funktionsstudien an Retinalproteinen ist es,
die Schwingungsspektren zeitaufgel Ost zu messen Zweistahl , rapid-flow* M essappar atur
(die Sequenz der Intermediate). Eine solche Studie fur zeitaufgel 6ste Ramanspektroskopie
kann in sogenannten ,, pump-probe” -M essungen

durchgef iihrt werden: s

» pump®-Licht (Probenbelichtung): die Probe H:U M~ s

wird an einer bestimmten Stelle des Mol ekilstroms ’ T ADJUSTMENT
belichtet.

, probe”-Licht (Mesdlicht): in einer definierten
Entfernung vom Belichtungsort wird die Messung
durchgefiihrt. i
Die Zeitauflésung der Messung (hier ca. ns—ms) %

PROBE
BEAM

wird durch die Fliessgeschwindigkeit des Mol ekl- =
stroms, durch den Abstand der Belichtungsorte, CAPILLARY -
sowie durch die Pulsdauer der beiden Belichtungen A /- ks >
bestimmt.

/
n’/
=~

FLOW AXIS
TO

SPECTROMETER

Y

Besser e Zeitauflbsung

* gepulste Laserquellen (ns-ps)

 Einfang der Photointermediate bei tiefen
Temperaturen (50 — 250 K)

N

"I'LINDRIC AL

LENS
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Resonanz-Ramanspektren der Bacteriorhodopsin-Intermediate

Einfluss der gemessenen Anderung im Retinal auf
die vektorielle Protonentransl okation:

K-Intermediat. Energie Speicherung (out of plane wag:
800-1000cmV; trans =>13-cis,
| somerisierung (fingerprint-Region:
~1200 cnmr?)

L-Intermediat: Strukturelle Entspannung (800-1000cnT?)

M -Intermediat: Deprotonierung der Schiff’schen Base
(1650 cntl)

O-Intermediat: Reprotonierung der Schiff’schen Base
(1650 cnrl)

Die jeweiligen Absorptionsmaxima der Intermediate
sind gut sichtbar mit der Ethylen-stretch-Bande (1509 —

1566) korreliert.

Biospektroskopie
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Resonanz-Ramanspektren der Rhodopsin-Intermediate
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Rhodopsins enthélt das 11-cis Retinal s gl |
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Nach Belichtung (bei 77 K) entsteht elne photostationare META I
Mixtur aus den Intermediaten Rhodopsin, Isorhodopsin
(mit 9-cisretinal) Bathorhodopsin (alle mit protonierter g
Schiff"scher Base). Im Bathorhodopsin (I 4543 nm) g
liegt das Retinal in der all-trans-Konfiguration vor. e e R

Biospektroskopie
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Resonanz-Ramanspektroskopie

Die Resonanz-Ramanspektren von Retinal proteinen Molkdlstruktur eines sieben-Helix
konnen auch daf ir genutzt werden die Banden- Retinalproteins
zuordnung in Infrarotspektren vorzunehmen. 4 - '-

Bandenzuordnung durch Vergleich von
FTIR und Resonanz-Ramanspektren H* cl-
FTIR-difference-spectrum
of Halorhodopsin
e 7
Remnanee—ﬁamanvs?:nectru Sehr ahnl | Che PrOteI nStrUkturen
il i ermdglichen das Pumpen von Protonen
g, und/oder Cl-lonen.
4700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000
wavenumber in cm™?

Heberle, 2002
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