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Kapitel 1
Einleitung

Innovative Forschungsideen der Wissenschaft und Technik werden seit jeher von der Natur
inspiriert. So basierten die bereits im frithen 16. Jahrhundert beschriebenen Flugmaschinen
von da Vinci auf seinen Beobachtungen des Vogelflugs. Um die in der Natur auftretenden
Prozesse auf Forschungsprobleme zu {ibertragen, ist zunichst ein tiefgreifendes Verstdnd-
nis dieser notwendig. Allerdings kénnen die Naturphdnomene hochkomplex sein, sodass ein
umfangreiches Verstindnis erschwert ist. Ein solches Beispiel ist die Photosynthese, bei der
mithilfe von Licht eine Umwandlung von energiearmen Molekiilen zu energiereichen Bio-
molekiilen erreicht wird. Die Idee der Photosynthese wird bereits bei der artifiziellen Pho-
tovoltaik zur Erzeugung von Solarstrom eingesetzt [1], wobei deren Effizienzmaximierung
angesichts des Klimawandels als umweltschonende Energiequelle zunehmend an Bedeutung
gewinnen wird [2]|. Das Konzept der Photosynthese liegt in der Natur in zwei unterschied-
lichen Formen vor: der chlorophyllbasierten und der Retinal-basierten Photosynthese. Bei
der chlorophyllbasierten Variante wird die Photosynthese in sogenannten Lichtsammel-
komplexen betrieben, wobei die Lichtabsorption sehr effizient stattfindet und dann die
Anregungsenergie sehr schnell iiber Energietransferprozesse an das Reaktionszentrum wei-
tergeleitet wird [3, 4]. Eine bedeutende Methode um diese ultraschnellen Prozesse unter-
suchen zu konnen, stellt die Anreg-Abtast-Spektroskopie mit Lichtpulsen im Zeitbereich
von Femtosekunden (1071° s) dar [5-7]. Denn mit dieser spektroskopischen Methode kann
der zeitliche Verlauf einer lichtinduzierten Reaktion in Echtzeit beobachtet werden. Die
Anreg-Abtast-Spektroskopie kann im ultravioletten und sichtbaren Spektralbereich ange-
wendet werden, um Informationen iiber die elektronischen Eigenschaften der untersuchten
Verbindungen zu generieren und daraus Einblicke iiber den Reaktionsmechanismus zu er-
halten. Eine zusétzliche Studie im infraroten Spektralbereich liefert Informationen iiber
mogliche strukturelle Anderungen der Verbindung infolge der optischen Anregung. Laufen
lichtinduzierte Reaktionen langsamer als einige Nanosekunden (10~ s) ab, dann sind ent-
sprechend zusétzliche spektroskopische Methoden anzuwenden, um ein vollstdndiges Bild
iiber den Reaktionsablauf zu erhalten.

Zudem kann Licht auf molekularer Ebene strukturelle Anderungen hervorrufen, was in
der Natur effizient bei der Retinal-basierten Photosynthese umgesetzt wird [8-10|. Hierbei
induziert Licht eine Isomerisierung des Chromophors Retinal, sodass dann Protonen iiber

die Membran transportiert werden kénnen. Das Konzept der optischen Schaltbarkeit auf
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molekularer Ebene wird in der Wissenschaft durch die Verwendung von bistabilen Photo-
schaltern realisiert [11H13]. Diese Photoschalter kénnen mittels Licht reversible Konforma-
tionsédnderungen ausfiihren, wobei die strukturellen Ubergéinge auch auf makromolekularer
Ebene zu Verdnderungen fithren kénnen. Die Verkniipfung von Struktur und Funktion er-
moglicht es, dass Photoschalter im Bereich der Materialforschung [14], als photodynamische
Therapie in der Onkologie [15, 16| oder als Datenspeichermedium [17-19|] eingesetzt wer-
den kénnen. Bei der Anwendung in biologischen Medien profitiert die Regulation mit Licht
von einer hohen Orts- und Zeitauflosung, sodass eine prézise Steuerung moglich ist. Da
Licht bestimmter Wellenldngen nicht mit zelluliren Komponenten wechselwirkt, tritt kei-
ne Schiadigung der lebenden Organismen auf. Folglich ist die lichtkontrollierte Steuerung
von biologischen Prozessen eine milde Variante, um den Ablauf komplexer biochemischer
Prozesse aufzukléren. Neben der Verwendung von Photoschaltern eignen sich hierfiir auch
sogenannte photolabile Schutzgruppen [20H24]. Diese Schutzgruppen werden an ein Biomo-
lekiil angebracht, sodass dieses temporir seine biologische Aktivitdt verliert. Durch einen
gezielten Lichtpuls kann das Biomolekiil irreversibel freigesetzt werden, wodurch nun un-
mittelbar eine zu erforschende Reaktion ausgelost wird. Diese Methode wird in der vor-
liegenden Arbeit dazu verwendet, um die temporir unterdriickte biologische Aktivitat des
photolabil-geschiitzten Antibiotikums Puromycin durch einen Lichtpuls wiederherzustellen.
Das genannte Antibiotikum induziert einen verfrithten Abbruch der ribosomalen Protein-
biosynthese. Die photoinduzierte Freisetzung von Puromycin kann verwendet werden, um
die posttranslationale Faltung von Proteinen zu untersuchen und den Proteinabbau in Ner-

venzellen zu beobachten.

Im Kapitel 2 werden die theoretischen Hintergriinde dieser Arbeit beschrieben. Im Zuge
dessen werden die spektroskopischen Grundlagen im UV /vis- und IR-Bereich dargelegt.
Im Speziellen werden die Mechanismen, die zu einer spektralen Linienverbreiterung im
UV /vis-Bereich fiithren, erklirt. Zudem werden die moglichen Relaxationsprozesse nach
elektronischer Anregung im Hinblick auf strahlende und nichtstrahlende Desaktivierung
erldutert. Im wird das Anreg-Abtast-Experiment detailliert vorgestellt, was
auch die Themen iiber die Erzeugung von ultrakurzen Pulsen sowie nichtlinearer Optik
beinhaltet. Des Weiteren werden Prozesse beschrieben, die zur nichtlinearen Optik assozi-
iert sind (z.B. Weiklichterzeugung) und zur Durchfithrung eines Anreg- Abtast-Experiments

notig sind. Zudem werden die Grundlagen quantenmechanischer Methoden erldutert.

Im Kapitel 3 werden zunichst photoaktivierbare Verbindungen im Allgemeinen vorge-
stellt, wobei das Konzept der Photoschalter mit dem der photolabilen Schutzgruppen
verglichen wird. Anschliefend werden wichtige Vertreter der photolabilen Schutzgruppen
(ortho-Nitrobenzole, Nitroindoline, p-Hydroxylphenacyl und Cumarine) beschrieben und
auf bereits mogliche Applikationsmodelle eingegangen. Im Besonderen werden verschiede-
ne Cumarin-Derivate auf bekannte Vor- und Nachteile in der Anwendung als photolabile

Schutzgruppe tiberpriift.



Zudem werden die charakteristischen Eigenschaften des Antibiotikums Puromycins und
mogliche Einsatzgebiete, die durch das Schiitzen dieses Biomolekiils entstehen, vorgestellt.
Im Hinblick auf potentielle Applikationsmoglichkeiten fiir das in dieser Arbeit untersuchte
System im biologischen Kontext werden die Prozesse der Proteinfaltung und der dendriti-

schen Proteinsynthese néher betrachtet.

Das Kapitel 4 umfasst die in dieser Arbeit verwendeten spektroskopischen und quantenme-
chanischen Methoden. Hierzu wird eine detaillierte Beschreibung der Anlagen zur zeitkor-
relierten Einzelphotonenmessung und zur Messung der ultraschnellen Dynamiken mittels
der Anreg-Abtast-Spektroskopie im UV /vis- und IR-Bereich geliefert. Aufserdem werden
fiir jede Messmethode die dazugehdrigen Datenanalyseverfahren erklirt. Zudem wird die
Handhabung von Fluoreszenzspektren im Hinblick auf notwendige Korrekturmafnahmen

beschrieben.

Im Kapitel 5 wird die photoinduzierte Freisetzung von Puromycin aus einer mit Cuma-
rin geschiitzten Verbindung untersucht, welche bei in-vivo Applikationen zur Inhibierung
der Proteinsynthese durch einen Lichtpuls fithren soll. Zunéchst erfolgt dabei eine Cha-
rakterisierung der elektronischen Eigenschaften des Systems in Kombination von DFT-
Rechnungen und UV /vis-Spektroskopie. Durch eine Losungsmittelstudie konnte gezeigt
werden, dass die Prisenz von Wasser die Photospaltung der geschiitzten Verbindungen be-
schleunigt. Durch zeitaufgelste spektroskopische Methoden im UV /vis-Bereich konnte ein
Einblick in den Reaktionsmechanismus gegeben werden. Dariiberhinaus konnte mittels ei-
nes Assays zur Analyse der Zellviabilitdt gezeigt werden, dass eine erfolgreiche Freisetzung
von Puromycin in Zellen moglich ist. Der spektroskopische Nachweis fiir die Freisetzung
konnte iiber das simultan zu Puromycin freigesetzte Kohlenstoffdioxid mittels FTIR gege-

ben und die Effizienz der Photofreisetzung quantifiziert werden.
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Kapitel 2
Theoretischer Hintergrund

Der Begriff Spektroskopie umfasst verschiedene Analyseverfahren mit denen die Wechsel-
wirkung zwischen einer elektromagnetischen Welle und Materie untersucht werden kénnen.
Das Ziel dieser Methoden ist es, zentrale Informationen zur Strukturaufkldrung, zu mo-
lekularen FEigenschaften und sogar zur potentiellen Reaktionsdynamik der untersuchten
Substanz zu generieren. Eine Wechselwirkungsmaglichkeit ist die Absorption, wobei durch
eine Substanz die Intensitét einer elektromagnetischen Welle abgeschwécht wird.

Mittels der Absorptionsspektroskopie im ultravioletten (UVED und sichtbaren (viﬂ) Spek-

tralbereich (Unterabschnitt 2.1.1]) kénnen elektronische Molekiileigenschaften untersucht

werden. Aufgrund der hohen Nachweisempfindlichkeit wird die UV /vis- Absorptionsspektro-
skopie in der analytischen Chemie zur quantitativen Analyse von Verbindungen eingesetzt.
In dieser Arbeit wird diese Methode neben der photophysikalischen Charakterisierung von
Substanzen zur Bestimmung von Reaktionskinetiken verwendet, indem zeitabhéngige Ab-
sorptionsianderungen wihrend des Reaktionsverlaufs beobachtet werden. Zudem kann der
Reaktionsverlauf auch anhand von Absorptionsinderungen im infraroten (IREI) Spektral-
bereich mithilfe der TR-Spektroskopie (Unterabschnitt 2.1.2) detektiert werden, da Ande-

rungen im IR-Bereich auf strukturelle Unterschiede des Molekiils im Laufe der Reaktion

hinweisen.

Um die vollstdndige Kinetik einer (photo-)chemischen Reaktion zu untersuchen, ist es not-
wendig, die Absorptionsinderungen auf den entsprechenden Zeitskalen zu betrachten. Sta-
tische Spektrometer fiir den UV /vis- sowie im IR-Bereich ermdglichen das Beobachten von
Reaktionen im Bereich von Sekunden oder sogar noch ldngere Zeitskalen. Fiir schnellere
Dynamiken miissen jedoch andere Messmethoden mit einer héheren Zeitauflosung verwen-
det werden, wie z.B. das Anrege-Abtast-Experiment , das zur Detektion von
Absorptionsénderungen im Pikosekunden-Bereich dient. Auf dieser Zeitskala kénnen fun-
damentale (photo-)chemische Prozesse auftreten, wie beispielsweise Bindungsbriiche oder
-bildungen.

Zum besseren Verstandnis der experimentell gemessenen UV /vis- und IR-Spektren kénnen

quantenmechanische Rechnungen (Abschnitt 2.3)) ein wichtiges Hilfsmittel sein, mit denen

1 Ultraviolett
2Visible (sichtbar)
3Infrarot
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Molekiileigenschaften, wie Bindungscharakteristika, Dipoleigenschaften sowie Molekiilorbi-

tale, berechnet werden konnen.

2.1 Spektroskopische Grundlagen

Wenn elektromagnetische Strahlung in Wechselwirkung mit Materie tritt, kann es zur Ab-
sorption von Photonen bestimmter Wellenldngen A\ bzw. Wellenzahlen 7 kommen. Eine
Absorption ist mdglich, wenn die Photonenenergie E resonant mit einem erlaubten Uber-
gang zwischen einem besetzten und unbesetzten Zustand ist. Diese Resonanzbedingung
wird durch die Planck’sche Gleichung (Gleichung beschrieben,

AFE = hv = % = hev (2.1)

wobei h dem Planck’schen Wirkungsquantum 6,626 - 10734 Js und ¢ der Lichtgeschwindig-
keit (2,998 - 108 ) entspricht. In der vorliegenden Arbeit wurden elektronische Ubergiinge
im Bereich von 6,2-1,5 eV (200-800 nm) und Schwingungsiibergénge im Bereich von 0,11-
0,50 eV (900-4000 cm~1) untersucht.

Obwohl geméif Gleichung fiir einen Ubergang diskrete Energien aufgenommen werden,
sind in einem Absorptionsspektrum experimentell keine diskreten Absorptionslinien mess-
bar. Die Ursache fiir die Linenbreite ist nicht ausschliefslich die begrenzte Auflésung der

Spektrometer, sondern insbesondere die im Folgenden dargestellten Mechanismen.

e Die natiirliche Linienbreite einer Absorptionsbande entspricht der maximalen mess-

baren spektralen Auflosung gemif der Heisenberg’schen Unschérferelation (Glei-

chung [25].
AEAt > 1 (2.2)
47
Je kleiner die Lebensdauer eines angeregten Zustandes, desto kleiner wird die Un-
schirfe At bei der Bestimmung der Lebensdauer. Aus Gleichung folgt dann eine
grofere Unschérfe bei der Bestimmung der Energie dieses angeregten Zustandes und

somit eine breitere Absorptionsbande.

e Der Doppler-Effekt fiihrt zu einer Linienverbreiterung von Spektrallinien die Doppler-
Verbreiterung genannt wird [26]. Denn fiir die Wahrnehmung einer emittierten Strah-
lung mit der Wellenldnge A ist es im Bezug auf einen ortsfesten Beobachtungspunkt
entscheidend, ob sich diese Strahlung ausgehend von ihrer Strahlungsquelle mit einer
bestimmten Geschwindigkeit auf den Beobachtungspunkt zu bewegt oder sich von
ihr entfernt. Bewegt sich der Emitter auf den Beobachtungspunkt zu, dann wird eine
Verschiebung zu kleineren Wellenldngen registriert, und bei einer sich entfernenden
Bewegung wird eine Verschiebung zu groferen Wellenldnge beobachtet. Schliefilich
wird am Beobachtungspunkt eine Bande als Uberlagerung aller durch den Doppler-
Effekt verschobenen Linien detektiert.

e Durch die Wechselwirkung zwischen zwei sich stofsenden Teilchen werden deren Ener-

gieniveaus geringfiigig geéndert, was zu einer Linienverbreiterung der Spektrallinie
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fithrt. Die Stofverbreiterung wird etwa durch Stofte des absorbierenden Molekiils mit

dem Losungsmittel verursacht.

2.1.1 UV /vis-Absorptionsspektroskopie

Der Spektralbereich zwischen 200 und 400 nm ist als Ultraviolett definiert, wobei der sich
daran anschliefende Bereich von 400 bis 700 nm fiir das menschliche Auge sichtbar ist.
Wenn die Resonanzbedingung aus erfiillt ist, dann legen die folgenden Aus-
wahlregeln fest, ob ein Ubergang im UV /vis-Spektrum sichtbar ist. Ein Ubergang ist er-
laubt und damit spektral sichtbar, wenn das Kriterium des Uberlappungsverbots
erfiillt ist. Demnach ist ein Ubergang verboten, wenn das Uberlappungsintegral
der Kernanteile der Wellenfunktion des Ausgangzustandes ¢; und des Endzustands ¢ Null
ist.

[ o6 20 23)

Die Wahrscheinlichkeit eines Ubergangs wichst mit der Groke der Uberlappung der beiden
Wellenfunktionen.

Die Intensitit eines Ubergangs ist abhingig von dem Ubergangsdipolmoment g i 1

chung 2.4)), wobei u den Dipoloperator beschreibt.

Die Wahrscheinlichkeit fiir einen Ubergang kann iiber das Betragsquadrat des Ubergangs-

dipolmomentes |,ufi|2 bestimmt werden, welches gemél [Gleichung 2.5 proportional zur

Oszillatorstérke f ist,

2
f= T g 2.
wobei m, der Masse eines Elektrons, vy; der Ubergangsfrequenz und e der Elementarla-
dung entspricht. Fiir einen erlaubten Ubergang ist die Oszillatorstirke f < 1 und fiir einen
verbotenen Ubergang gilt f < 1. Die Oszillatorstirke ist proportional zum Extinktionsko-
effizient ¢, der die Stirke des Ubergangs mit dem Extinktionskoeffizient des Absorptions-

maximums €,,4; und der Halbwertsbreite der Absorptionsbande Av; auf makroskopischer

Ebene angibt (Gleichung 2.6)).

€maz AV;

f 5 5 10° (2.6)

Uber den wellenlingenabhiingigen Extinktionskoeffizienten ey wird nach dem Lambert-
Beer’schen Gesetz die Grobe der Absorbanz A einer Probe mit der Kon-
zentration ¢ und einer Schichtdicke d bestimmt. Experimentell geschieht dies durch das
Messen der Intensitit des einfallenden Lichtes Iy im Vergleich zu dem durch die Probe
transmittierten Lichts L ;

A =exed = —log T (2.7)
0
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(a) (b) . . -
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Abbildung 2.1: Orbitaldarstellung von Formaldehyd mit méglichen elektronischen Uber-
gingen (a) und resultierendes Absorptionsspektrum (b).

Das Lambert-Beer’sche Gesetz ist nur in einem bestimmten Konzentrationsbereich giiltig,
indem aufgrund geringer Konzentration Aggregation, elektrostatische Wechselwirkungen
und Anderungen des Brechungsindex vernachlissigt werden kénnen.

Fiir einen erlaubten Ubergang mit groker Oszillatorstirke sollte die Multiplizititsregel ein-
gehalten werden, wonach sich der Gesamtspin S eines Molekiils infolge des Ubergangs nicht
andern darf (AS = 0). Da sich zahlreiche Molekiile im elektronischen Grundzustand im
Singulett-Zustand (S = 0) befinden, ist nur ein Ubergang in einen angeregten Singulett-
Zustand erlaubt. Spinerlaubte Ubergiinge zeigen sehr intensive Absorptionsbanden im Ab-
sorptionsspektrum. Ein direkter Ubergang in den ersten angeregten Triplett-Zustand T}
(S = 1) kann trotz Verbot auftreten, duflert sich dann aber in einer geringen Intensitét die-
ser Absorptionsbande. Die Laporte-Regel besagt, dass bei zentrosymmetrischen Molekiilen
nur Uberginge erlaubt sind, wenn sich die Paritiit der beteiligten Orbitale #ndert. Eine
Symmetrieerniedrigung aufgrund von Kernbewegung setzt die Regel jedoch aufer Kraft.
Die Paritét eines Orbitals wird als gerade (g) bezeichnet, wenn sich die Vorzeichen nach
Inversion am Symmetriezentrum des Molekiils nicht &ndern. Entsprechend ist die Paritét
eines Orbitals ungerade (u) fiir den Fall, dass sich infolge der Inversion die Vorzeichen
andern.

Durch Absorption im UV /vis-Bereich wird ein Valenzelektron eines sich im Grundzustand
befindlichen Molekiils in einen angeregten Zustand iiberfiihrt. Die rdumlich definierte Wel-
lenfunktion eines Elektrons in Kernndhe wird als Atomorbital bezeichnet. Atomorbitale
lassen sich anhand der Bahndrehimpuls-Quantenzahl I (I = 0,1,2,3,...) in die verschie-
denen Orbitalarten (s,p,d,...) einteilen. Ndhern sich zwei Atome unter Ausbildung einer

Bindung an, verschmelzen die Atomorbitale zu Molekiilorbitalen, die in bindende Orbitale
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(¢ und 7), nicht-bindende (n) und anti-bindende Orbitale (¢* und 7*) unterteilt wer-
den konnen. Die Orbitalbesetzung erfolgt nach zunehmendem Energieniveau (0 < 7 <
n< 7 < 0*), wobei das héchste besetzte Orbital als HOMOE] und das niedrigste unbe-
setzte Orbital als LUMO[ﬂ bezeichnet wird. Bei elektronischer Anregung geht ein Elektron
aus einem besetzten Orbital (z.B. dem HOMO) in ein unbesetztes Orbital (z.B. LUMO)

iiber. In organischen Verbindungen konnen nach [Abbildung 2.1| die folgenden Uberginge
auftreten:

e 0 — o*: Fiir den elektronischen Ubergang von einem bindenden o-Orbital zu einem
energiereicheren anti-bindenden o*-Orbital ist eine Energie im Bereich unterhalb von
200 nm noétig. Um ein Spektrum unterhalb von 200 nm aufzunehmen, muss unter
Vakuum gearbeitet werden, da die Absorption von Sauerstoff alle Banden iiberlagern
wiirde. Zudem muss auch die Absorption von Wasser in diesem Bereich beriicksichtigt
werden. Daher sind diese Uberginge, die vor allem bei Alkanen auftreten, in der Regel

nicht relevant fiir die UV /vis-Spektroskopie.

e n — o*: Diese Ubergange treten insbesondere bei gesiittigten Verbindungen mit

einem Heteroatom auf, wie beispielsweise Alkoholen.

e 7w — 7*: Bei Verbindungen mit Doppelbindungen (C=C-Doppelbindung oder C=0-
Bindung) kénnen Uberginge von dem bindenden m-Orbital in ein Orbital mit an-
tibindenden Charakter 7m* auftreten. Fiir eine isolierte Doppelbindung wiirde der
Ubergang im UV-Bereich liegen, wobei durch Konjugation die Energie abgesenkt

wird und ein Ubergang im sichtbaren Bereich méglich ist. Da es sich um einen er-
laubten Ubergang handelt, ist der Extinktionskoeffizient grof, siche |Abbildung 2.1|

e n — 7: GemiR [Abbildung 2.1| handelt es sich bei dem n — 7*-Ubergang um die

Anregung von einem Elektron aus dem HOMO in das LUMO, wobei dieser Ubergang
fiir Carbonylverbindungen im Allgemeinen energiearm (etwa 290 nm, 4 eV) ist. Al-
lerdings ist dieser Ubergang symmetrieverboten, daher ist der Extinktionskoeffizient

relativ klein.

2.1.2 Infrarotspektroskopie

Durch Absorption im mittleren Infrarotbereich (MIRﬁ) kénnen Ubergiinge zwischen Schwin-
gungsmoden eines Molekiils induziert werden. Ein solcher Ubergang erfolgt nur, wenn das
Molekiil einen permanenten Dipol besitzt oder sich das molekulare Dipolmoment infolge
der Schwingung éndert. Klassischerweise werden Schwingungen als Auslenkungen der Ato-
me aus ihrer Ruhephase betrachtet. Als Modell kénnen in einem zweiatomigen Molekiil die
Atome als Massepunkte angenommen werden, die durch eine massenlose Feder verbunden

sind. Fiir eine harmonische Oszillation kann die Frequenz vy dann analog zum Hooke’schen

*Highest occupied molecule orbital (H6chstes besetzte Molekiilorbital)
®Lowest unoccupied molecule orbital (Niedrigstes unbesetztes Orbital)
°400-4000 cm ™"
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Gesetz durch beschrieben werden,

1 |k
= /= 2.8
=5 (2.8)

mi-mo
mi+ma

der quantenmechanischen Betrachtung folgen mit der Schwingungsquantenzahl v (v =

wobei k£ der Kraftkonstanten und p der reduzierten Masse pu = entspricht. Aus

0,1,2,...) nur dquidistante Energieniveaus F fiir die Schwingungsmoden

B = hup(o + ) (2.9)

Im Fall des harmonischen Oszillators sind nur Schwingungsiiberginge erlaubt, wenn die
Auswahlregel Av = +1 erfiillt ist.

Allerdings ist die Beschreibung durch den harmonischen Oszillator unzureichend, was ins-
besondere durch die Nichtberiicksichtigung des Bindungsbruchs nach energiereicher Schwin-
gungsanregung deutlich wird. Zudem werden elektrostatische Wechselwirkungen der Atome
bei kleinen Gleichgewichtsabstdnden vernachléssigt. Fiir eine realistischere Beschreibung
der anharmonischen Oszillationen eignet sich daher das Morse-Potential (Gleichung 2.10)),

V = D¢l — e~ Fa)? (2.10)

das iiber die Dissoziationsenergie D¢, den Gleichgewichtsbindungsabstand Rg; und die
molekiilspezifische Konstante a (a = \/%uo) mit der Kraftkonstanten k¥ im Minimum
definiert ist. Die Energieniveaus sind im Fall des anharmonischen Oszillators nicht mehr
dquidistant, sondern werden wie folgt beschrieben (Gleichung 2.11)),

1 1
E= v+ §)h1/0 —(v+ 5)2xGthg (2.11)
wobei xg; der Anharmonizitdtskonstante (zg; = &) entspricht. Die Auswahlregel fiir

einen erlaubten Ubergang im anharmonischen Fall ist Av = +1, 42, 43, ... .

2.1.3 Desaktivierung eines elektronisch angeregten Zustandes

Die Boltzmann-Verteilung gibt an, wie grofs das Besetzungsverhaltnis zweier Energieni-
veaus eines Systems ist. Das Besetzungsverhiltnis Ny fiir den Grundzustand und N; zu dem
ersten angeregten Zustand ergibt sich aus dem Entartungsfaktor g; des ersten angeregten
Zustands, der Temperatur 7T, Boltzmann-Konstanten & sowie der Energiedifferenz AFE fiir

die betrachteten Niveaus.
M - (2.12)
[ . ET .
No gi1-€

Bei Raumtemperatur ist die Energiedifferenz zwischen elektronischem Grundzustand und

ersten angeregten Zustand AE ungefihr 10* cm ™!, sodass die Besetzung des elektronisch

angeregten Zustandes nicht wahrscheinlich ist, da des Besetzungsverhéltnis %—é ungefihr

bei 1,1 -1072! liegt. Die Energieabstiinde zwischen Schwingungsniveaus liegen in der Regel

1

bei etwa 102 ecm ™!, woraus folgt, dass bei Raumtemperatur auch iiberwiegend der Schwin-
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Abbildung 2.2: Jablonski-Diagramm mit Desaktivierungsmoglichkeiten nach elektroni-
scher Anregung. Prozesse sind gekennzeichnet mit der Absorption A, der nichtstrahlenden
Relaxation NR, der Fluoreszenz F, der inneren Umwandlung IC, der Interkombination ISC
und der Phosphoreszenz P.

gungsgrundzustand (% = 0,008) besetzt ist.

Die Absorption von Photonen erfolgt innerhalb von wenigen Attosekunden (10718 s), so-
dass Atomkerne aufgrund ihrer grofen Masse auf dieser Zeitskala nicht reagieren konnen.
Daraus folgt das Franck-Condon-Prinzip [27-29], wonach sich die Kernabstinde eines Mo-
lekiils withrend einer elektronischen Anregung nicht indern und folglich ein vertikaler Uber-
gang im Jablonski-Diagramm [30] resultiert. Der Ubergang findet aus dem
Schwingungsgrundzustand vy des elektronischen Grundzustands Sy in eine schwingungsan-
geregte Mode des elektronisch angeregten Zustandes S7 oder energiereichere elektronische
Zustdnde S,, statt. Anschliefend findet innerhalb von Pikosekunden eine strahlungslose
Desaktivierung des S7 iiber den Prozess der Schwingungsrelaxation zu der Nullpunkts-
schwingung des ersten angeregten Zustandes statt. Auf der gleichen Zeitskala findet eine
Desaktivierung der elektronisch héher angeregten Zustande statt, die iiber den Prozess der
inneren Umwandlung in einen schwingungsangeregten Zustand des néchsttieferen elektro-
nischen Niveaus mit darauffolgender Schwingungsrelaxation iibergehen, wobei sich diese
Abfolge wiederholt bis die Nullpunktsschwingung des S energetisch erreicht ist. Aufgrund
der hohen Geschwindigkeit dieser Relaxationskaskade kann der im folgenden beschriebe-
ne Prozess der Fluoreszenz mit dem IC nicht konkurrieren. Aus dieser Beobachtung folgt
die Regel von Kasha [31], wonach weitere Desaktivierungsmoglichkeiten generell aus dem
Schwingungsgrundzustand vy des S7 folgen. Ausnahmen dieser Regel sind mdoglich, wenn
die Energiedifferenz zwischen Ss und S vergleichbar mit der Differenz von S; und Sy ist.
Bei Azulen erfolgt die Emission beispielsweise aus dem Ss-Zustand, da der energetische
Unterschied zwischen S2 und S; so grof ist, dass der 1C-Prozess verlangsamt ist und die
Fluoreszenz in Konkurrenz dazu treten kann [32].

Die Desaktivierung des S7 in den Sp unter Emission eines Photons wird Fluoreszenz ge-
nannt. Dieser Ubergang erfolgt in der Regel in schwingungsangeregte Moden des Sy und
besitzt typischerweise eine Lebensdauer von etwa 1072 s. In Konkurrenz dazu koénnen IC-

Prozesse bis in den Sy auftreten.
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Abbildung 2.3: Beispiel eines Anreg-Abtast-Experiments

Ausgehend vom Schwingungsgrundzustand des S; kann alternativ ein isoenergetischer
Ubergang unter Spinumkehr in einen schwingungsangeregten Zustand des Triplett-Zustand
Ty stattfinden, welcher sofort strahlungslos relaxiert. Dieser Prozess der Interkombination
ist eigentlich spinverboten, wobei dieses Verbot jedoch mit zunehmender Spinbahnkopp-
lung umgangen werden kann. Von der Nullpunktsschwingung des 7T kann unter Emission
eines Photons und unter erneuter Spinumkehr ein Ubergang in schwingungsangeregte Mo-
den des Sy erfolgen. Dieser Vorgang wird als Phosphoreszenz bezeichnet und lauft auf einer
Zeitskala bis zu 10% s ab.

Zudem kann ein Molekiil ausgehend von dem S7 chemische Reaktionen eingehen, wodurch
es nicht mehr in seine Geometrie des Sy zuriickkehrt. Denkbare Photoreaktionen sind die

Dissoziation, Isomerisierung und Protonentransferreaktionen.

2.2 Zeitaufgeloste Spektroskopie

Fundamentale Prozesse der Natur basieren auf chemischen Reaktionen, die in verschiede-
nen Zeitbereichen von Femtosekunden bis hin zu Tagen ablaufen kénnen. Zur Aufklarung
der Reaktionspfade ist es notwendig, dass die verwendete Untersuchungsmethode eine ge-
eignete Zeitauflosung fiir den untersuchten Bereich aufweist. Zur Untersuchung von Pro-

zessen auf der Femto- bis Pikosekundenzeitskala eignet sich das sogenannte Anreg-Abtast-

Experiment (Unterabschnitt 2.2.1)), was auf der Verwendung von ultrakurzen Laserpulsen
basiert (Unterabschnitt 2.2.2)).

2.2.1 Anrege-Abtast-Experiment

Um Reaktionsdynamik anhand von zeitabhéngigen Absorptionsinderungen zu messen,
kann das sogenannte Anreg-Abtast-Experiment (siehe verwendet werden.
Das Experiment basiert auf der Verwendung eines Anregungspulses (Pump) und eines Ab-
tastpulses (Probe), deren Strahlengénge ausgehend von der Laserquelle bis zum Probenort
gleich lang sind, sodass die Pulse am Probenort simultan auftreffen kénnen. Durch die
Verwendung einer variablen Verzégerungsstrecke in einem der beiden Strahlengéinge kann
eine zeitliche Verzogerung generiert werden, was iiber einen elektronisch ansteuerbaren
Verschiebetisch mit einem Retroreflektor realisiert werden kann. Der Anregungspuls fiihrt
zur Anregung der Probe, deren Absorptionsinderung durch den Abtastpuls abgefragt wird.

Hierbei verfiigt der Abtastpuls iiber eine gewisse spektrale Bandbreite, sodass die dynami-
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schen Informationen {iber einen grofen Spektralbereich gewonnen werden kénnen. Durch
Variation der Verzdgerungsstrecke kann die Absorptionsdnderung der Probe nach Pho-
toanregung als Funktion der Zeit erhalten und somit die Dynamik der Probe analysiert
werden. Da diese Methode auf der Detektion von Absorptionsdnderungen beruht, muss
jeder Abtastpuls mit und ohne Anregungspuls gemessen werden, sodass anhand des Trans-
missionsverhéltnisses die Absorptionsinderung ermittelt werden kann. Experimentell wird
dies durch den Einsatz eines Unterbrecherrades umgesetzt, wodurch beispielsweise jeder

zweite Anregungspuls geblockt wird.

2.2.2 Erzeugung von ultrakurzen Laserpulsen

Die Erzeugung ultrakurzer Laserpulse [33H35] ist ein elementarer Baustein, um (bio-)chemi-
sche Reaktionen auf einer Zeitskala von wenigen Femtosekunden bis hin zu Nanosekunden
mittels spektroskopischer Methoden untersuchen zu kénnen. Die rauschfreie und kontrol-
lierte Erzeugung der ultrakurzen Puls hat sich seit der Realisierung des ersten Rubinlasers
durch Maiman 1960 [36] aufgrund der Verwendung neuer Lasermedien stetig verbessert,
wobei zundchst Farbstofflaser eingesetzt wurden und seit den 1990er Jahren Festkorper-
laser im Fokus stehen. Besonders die Verwendung von Titan:Saphir als Lasermedium hat
aufgrund dessen hoher thermischer Leitfdhigkeit und hoher Verstdrkungsbandbreite die
Realisierung von Femtosekundenpulsen erméglicht [37]. Heutzutage sind Laser mit Puls-
dauern von unter 100 Attosekunden moglich [38].

Um solche ultrakurze Pulse zu generieren, eignen sich verschiedene Techniken, die am Bei-

spiel der Giiteschaltung und Modenkopplung im Folgenden néher erldutert werden.

Giiteschaltung

Das Prinzip der Giliteschaltung basiert auf der Idee, dass ein effizienten, gepulsten Laserbe-
trieb erst moglich ist, wenn die maximale Besetzungsinversion erreicht ist. Realisiert wird
dieses Prinzip durch die Modulation der Resonatorverluste, wobei ein schnell schliefsharer
Modulator in den Strahlengang eingebracht wird. Bei geschlossenem Modulator (Pump-
phase) wird die Besetzungsinversion erhoht. Nach dieser Pumpphase wird der Modula-
tor gedffnet und die Riickkopplung auf das Lasermedium wird wiederhergestellt, sodass
die Lichtleistung dann aufgrund der stimulierten Emission exponentiell ansteigt. Da die
Modulation der Verluste eine Anderung der Resonatorgiite bedeutet, wird diese Art der
Pulserzeugung als Giiteschaltung bezeichnet. Die generierte Pulsdauer ist abhéngig von
der Schaltschnelligkeit des Modulators, wobei diese im Bereich von wenigen Nanosekunden

liegen kann [39].

Modenkopplung

Eine sehr grofte spektrale Bandbreite des Lasermediums fiihrt bei Abwesenheit von mo-
denselektierenden Elementen im Resonator dazu, dass mehrere Moden ohne feste Phasen-
beziehung zueinander anschwingen kénnen und eine kontinuierliche Lageremission erfolgt.
Aufgrund von Interferenzeffekten wiirde in diesem Fall auch eine zeitlich instabile Inten-

sitdtsverteilung resultieren. Durch einen Frequenzmodulator kann eine feste Phasenbezie-
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hung der einzelnen Moden und eine konstruktive Uberlagerung der Einzelmoden induziert
werden, was als Modenkopplung bezeichnet wird. Hierbei gilt, dass die Pulsdauer umso kiir-
zer ist, umso mehr Moden konstruktiv miteinander interferieren. Folglich ist die Pulsdauer

Tz abhingig von der spektralen Breite des Emissionspektrums Av des Lasermediums.

TH > & (2.13)
Die Modenkopplung kann entweder mittels der aktiven oder passiven Modenkopplung er-
folgen. Bei der aktiven Modenkopplung befindet sich der Frequenzmodulator innerhalb des
Resonators, wobei der akusto-optische Effekt ausgenutzt werden kann. Zur Regulation der
Modulation muss dann eine Spannung mit der Frequenz Awv angelegt werden, die dem
Abstand zweier Moden zueinander entspricht, wobei ¢ der Lichtgeschwindigkeit und L die
Lange des Resonators ist. .
c
Av = P =37 (2.14)
Zur passiven Modenkopplung kénnen sittigbare Absorber in den Resonator eingebracht
werden. Die Modulation beruht hierbei auf der intensitdtsabhingigen Absorption, sodass
nur Moden mit fester Phasenbeziehung den Absorber passieren konnen. Zudem eignen
sich beispielsweise Kerr-Linsen, bei denen deren intensitdtsabhingiger Brechungsindex zur
Moddenkopplung ausgenutzt wird. Das Kerr-Medium hat eine Reaktionszeit von wenigen
Femtosekunden. Aufgrund der schnelleren Reaktionszeit der Medien konnen mittels der
passiven Modenkopplung kiirzere Pulsdauern erzeugt werden als mit der aktiven Moden-

kopplung.

2.2.3 Nichtlineare Optik

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass immer ein lineare Abhéngigkeit zwischen dem
elektromagnetischen Feld E des auftreffenden Lichts und der Polarisation eines Materials
P(E) besteht:

P(E)=¢-xV - E (2.15)
Hierbei ist x(1) die lineare Suszeptibilitit und ey die dielektrische Konstante.
Die ersten Beobachtungen zu nichtlinearen Prozessen machte Kerr in den 1870er Jahren,
als er feststellte, dass sich der Brechungsindex einiger Materialien beim Anlegen eines
starken elektrischen Feldes dndert [40, 41]. Um einen solchen Effekt mittels Licht herbeizu-
fiihren, mussten jedoch erst entsprechend starke Lasersysteme realisiert werden. Das erste
erfolgreiche Experiment zur Untersuchung von nichtlinear optischem Verhalten wurde in
den 1960er Jahren an der University of Michigan durchgefiihrt, in dem ein Rubinlaser auf
einen Quarzkristall fokussiert wurde und somit eine Frequenzverdopplung (SHGE]) des La-

serstrahls induziert wurde [42].

Die lineare N#herung unter |Gleichung 2.15|ist bei grofen elektrischen Feldstidrken unzu-

reichend, sodass zusitzlich Terme héherer Ordnung beriicksichtigt werden miissen |33, 43~

45|. Mathematisch erfolgt die Beschreibung des nichtlinearen Verhaltens dann mit einer

"Second Harmonic Generation (Frequenzverdopplung)
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Taylor-Reihenentwicklung,
P(E) = o (xV - E) + (@ B) - E) + . (2.16)

wobei x(™ der Suszeptibilitit n-ter Ordnung entspricht. Der Prozess der Frequenzver-
dopplung ist ein Prozess 2. Ordnung, dessen nichtlinearer Anteil dann folglich durch

beschrieben wird.
PO () = (2 - £) - F) (2.17)

Wenn zwei ebene elektromagnetische Wellen mit der Ausbreitungsrichtung 2, den Fre-

quenzen wi und wo sowie den Wellenvektoren k‘_i und /c_é iiberlagern, dann folgt fiir das

elektrische Feld (Gleichung 2.18§)).
E = FE; - cos <w1-t+kz-2) + Ey - cos (wg-t+k3-2) (2.18)

Fiir die induzierte Polarisation in einem isotropen dielektrischen Medium gilt dann

OB = o] (5o 5-2))

+ (52 - oS (wg Ny Z)Q) (2.19)

+251E)2-cos<w1-t+k1-5) -Cos<w2~t+k_é-z_'>]

Aufgrund von cos?(z) = $(1 + cos(2z)) und cos(z) - cos(y) = 3[cos(z + y) + cos(z — y)]
ergibt sich:

1 -2 12 1 - -
—FEy + 7E22 + §E12 - COS <2w1t + 2/@15)

B () — e 1
(E) =¢0- X 5 5

1 - -
+ *E22 - COS (2’(0275 + 2](525)
2 o (2.20)
+ E1FEy - cos ((wl + ’LUQ) t+ <k‘1 + k‘g) 2)

+ 5152 + COS ((w1 — wg) t+ (k_i — k;) 5)]
Daraus ist ersichtlich, dass aus der Wechselwirkung der beider Wellen eine Polarisation re-

sultiert, die zur Erzeugung neuer Frequenzen fithren kann (Abbildung 2.4)). Diese Prozesse

konnen anhand der entstehenden Frequenzen unterschieden werden, sodass geméf

chung 2.20| der frequenzunabhéngige Term ( %E}Q + %522 ) der optischen Gleichrichtung,

die Terme mit 2w; und 2ws der Frequenzverdopplung, der Term w; + wo der Summen-
frequenz (SFGﬂ) sowie der Term w; — we der Differenzfrequenz (DFGﬂ) entsprechen. Die

8Sum-Frequency Generation (Summenfrequenzerzeugung)
Difference Frequency Generation (Differenzfrequenzerzeugung)
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(@) . (b)

20

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung nichtlinearer Effekte 2. Ordnung. (a) Frequenz-
verdopplung, (b) Summenfrequenzerzeugung, (c) Differenzfrequenzerzeugung.

nichtlineare Suszeptibilitit zweiter Ordnung x? ist ein Tensor dritter Stufe, wobei sich

fiir die i-te Komponente eine Polarisation der zweiten Ordnung von ergibt
[43].

2
vPi(w) = Z Z ngll(wn + Wi, Wr, Wi ) Ej (W) - B (wim) (2.21)
Jjk nm
Durch m,n in Gleichung 2.21 werden die eingestrahlten Frequenzen indiziert, die in einem
Dreiwellenmischprozess zur Polarisation beitragen. Fiir die nichtlineare Suszeptibilitét gilt

dann:

2
ngz; = (w3, w1, ws) w3 = w1 + wo (2.22)
Zur Beschreibung der nichtlinearen Suszeptibilitdt miissen die folgenden sechs Tensoren
berechnet werden, woraus sich zusétzlich weitere sechs Tensoren mit der jeweiligen nega-

tiven Frequenz ergeben.

2 2 2
X'Ej]z;(w17w37_w2) X%])ﬁ(wl,—wg,wg), X%J.]){(w%w& wl),
2 2 2
ngl)c(w% —w1, w3), Xij])g(w37 w1, Ww2), xij,){(wg, wa, wr)

Anhand von 4,5,k wird in jeweils eine der drei Raumrichtungen beschrieben,
wonach sich jeder der 12 Tensoren der Suszeptibilitit aus 9 - 3 = 27 Komponenten zusam-
mensetzt (Gleichung 2.23)) und letztlich 324 verschiedene Elemente beriicksichtigt werden

miissen, um die nichtlineare Suszeptibilitéit eines Dreiwellenmischprozesses zu beschreiben.

2 2 2
X
2 _ X121 X122 Xi23

X (2.23)

Ximn X X
Die Suszeptibilitét ist stark abhéngig von Symmetrieeigenschaften des nichtlinearen Medi-
ums, wodurch die Komponentenanzahl des Tensors durch diverse Symmetriebetrachtungen
reduziert werden kann. Des Weiteren muss beriicksichtigt werden, dass die elektrischen Fel-

der der beteiligten Wellen reell sind, da es sich um eine physisch bestimmbare Messgrofe
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handelt. Dies fiithrt zu folgenden Bedingungen:

(2.24)

Da aus [Gleichung 2.21] resultiert, dass die Polarisation und die elektrischen Felder iiber

x? miteinander in Beziehung stehen, kann fiir die positiven und negativen Frequenzkom-

ponenten der Suszeptibilitdt geschlussfolgert werden, dass gilt:

ngi(—wn — Wiy —Wp, — W) = xg,l(wn + Wiy Wy W)™ (2.25)

Zudem gilt die intrinsische Permutationssymmetrie, wonach eine Vertauschung der erzeu-

genden Frequenzen w; und we moglich ist, sodass folgt:

X (w3, wr,we) = X (ws, we, wr) (2.26)

Veranschaulicht wird die [Gleichung 2.26| durch die Uberlegung, dass es bei dem Produkt

E;(wy)Ey(wp,) keine Rolle spielt, welches das erste bzw. das zweite Feld ist. Fiir ein ver-

lustfreies Medium gilt, dass die Gesamtenergie des Systems konstant bleibt und die Sus-
zeptibilitdt reell ist. Folglich resultiert die volle Permutationssymmetrie fiir diese Art von
Medien, sodass alle Frequenzen vertauschbar sind, wenn die dazugehorigen Indizes 4,7,k
simultan getauscht werden:

Xg;)f(UJB, wy, wy) = Xﬁ)i(_wlv —wg, —w3) (2.27)

(2)

2
jki(wl’ —ws, w3)*7

Gemils [Gleichung 2.25[entspricht die rechte Seite der obigen Gleichung x

sodass aufgrund der rellen Suszeptibilitdt der verlustfreien Medien gilt:

xﬁ?,l(ws,wh ws) = xﬁ)i(wh —wa, w3) = xfj}(wm w3, —wr) (2.28)

Wenn die Dispersion der Suszeptibilitdt vernachléssigt werden kann, ist die Kleinman-

Symmetriebedingung erfiillt, wobei gilt:

2 2 2
ngll(w:%,wh w2) = xﬁ-,}i(wl, *w2,w3) = X;(ﬂ;(wza w3, *wl)

= XEZ;-(UJ?),IUQ, wy) = X;(j-)i(wm —wi,ws3) (2.29)

(2)

= ink(wb w3, —UJQ)

Liegt nach [Gleichung 2.29]die Kleinman-Symmetrie vor, so kann zur Beschreibung der Sus-

(2)
ijk

zeptibilitdt x. ;. gemif |Gleichung 2.30|die sogenannte kontrahierte Schreibweise verwendet

werden: .
2
diji = ixgﬂ)f (2.30)
Unter der Annahme das d;;, symmetrisch beziiglich der beiden Indizes j,k ist, konnen

diese zu einem Index [ zusammengefasst werden. Folglich reduziert sich der Tensor aus
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Gleichung 2.23| zu einer (6x3)-Matrix mit

di1 di2 diz dia dis die
djg = | da1 doa dog doa das dog (2.31)
d31 d3o d3z d3s d3s dsg

In dieser Arbeit wurde ein BBO @—Kristall zur Erzeugung der SHG verwendet. Ein BBO-
Kristall hat die Raumgruppe 8m, wonach sich nach obiger Symmetriebetrachtung die Ma-

trix reduziert zu:

0 0 0 0 d31 —doo
dyg=|—doya doo 0 d31 O 0 (2.32)
d31 d31 d33 0 0 0

2.2.4 Phasenanpassung

Phasenanpassung

Geméf [Gleichung 2.20| werden durch eine einstrahlende Grundwelle in einem nichtlinearen
Medium oszillierende Dipole induziert, die ihrerseits zur Erzeugung einer Oberwelle fiihren:
Fiir den Wellenvektor k; gilt,

ki:n(wi)?: = (2.33)

wobei v(w;) die frequenzabhingige Phasengeschwindigkeit, n; der Brechungsindex bei der
Frequenz w; und ¢ die Lichtgeschwindigkeit ist. Eine effektive Konversion ist nur méglich,
wenn sich Grund- und Oberwelle in Phase zueinander im nichtlinear optischem Kristall
ausbreiten. Aufgrund der unterschiedlichen Phasengeschwindigkeit sind die beiden Wellen
jedoch nach einer gewissen Wegstrecke im dispersiven Medium im Allgemeinen nicht mehr

in Phase.

A
lc _ Grundwelle (234)
4 [nOberwelle - nGrundwelle}

Je grofer der Unterschied der Brechungsindices n; zwischen Grund- und Oberwelle ist,
desto kleiner ist die Kohérenzldnge [., die eine destruktiven Interferenz und somit die

Ausléschung der Oberwelle bewirkt. Fiir effektive Erzeugung einer Frequenzverdoppelten

muss daher neben der Energieerhaltung ,
wy = 2w = w1 + W (2.35)
auch die Impulserhaltung bzw. Phasenanpassung (Ak = 0) gegeben sein:
ks =2k = k1 + k1 (2.36)

In isotropen Medien ist eine Phasenanpassung aufgrund normaler Dispersion (1 < n(Ayqy) <
n(Agriin) < n(Aror)) nicht moglich, sodass zur Realisierung der Phasenpassung Ak = 0 ani-

sotrope Medien zu verwenden sind. Hierbei beschréankt sich die weiterfithrende Beschrei-

10 3_Bariumborat
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z extraordinary wave (e)
X {
y ~~"..
= RN 0) z z
unpolarized wave ordinary wave (0)
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Doppelbrechung, wobei eine Aufspaltung
des eintreffenden Strahls in einen ordentlichen Strahl (o) und in einen auferordentlichen
Strahl (e) stattfindet. Es ist zu beachten, dass der Hauptschnitt in der Zeichenebene liegt.

bung auf uniaxiale Kristalle. Diese doppelbrechenden Kristalle besitzen eine Vorzugsrich-
tung, die als optische Achse bezeichnet wird, und erzeugen zwei unterschiedliche Strahlen.
Die optische Achse und die Ausbreitungsrichtung des einfallenden Strahls spannnen den
sogenananten Hauptschnitt auf, der in in der Zeichenebene liegt. Anhand
des Hauptschnitts kdnnnen die erzeugten Strahlen unterschieden werden. Der Strahl dessen
Polarisation senkrecht zu dem Hauptschnitt ist, wird als ordentlicher Strahl (o) bezeichnet,
da dieser den Gesetzméafigkeiten des Snellius’schen Brechungsgesetzes folgt. Der auferor-
dentliche Strahl e) wird geborchen und das Snellius’schen Brechungsgesetz ist nicht giiltig.
In der Ebene des Hauptschnitts wird der auflerordentliche Strahl entweder nach oben oder
unten abgelenkt. Doppelbrechende Kristalle werden unterteilt in optische negative Kristal-
le (ne < n,) und in optische positive Kristalle (n. > n,), wobei im Folgenden nur optische
negative Kristalle betrachtet werden (siehe [Abbildung 2.6)). In diesen Kristallen wird der
aulerordentliche Strahl nach oben gelenkt. Zur Phasenanpassung kann nun die funktio-
nelle Abhingigkeit des Brechungsindex n. von dem Winkel © ausgenutzt werden, der sich

zwischen der Ausbreitungsrichtung und der optischen Achse ergibt.

No * Ne

ne(0©) =
©) V/nosin? © + n, cos2 ©

(2.37)

Bei der Winkelphasenanpassung (kritische Phasenanpassung) konnen zwei Grundtypen

unterschieden werden:

e Typ I — skalare Phasenanpassung. Es wird eine kollineare Geometrie entsprechend
Abbildung 2.7| (a) gewéhlt. Da fiir negativ uniaxiale Kristalle gilt, dass (ne < n,)
und von einer normalen Dispersion ausgegangen wird, ist die erzeugende Grundwelle
der ordentliche Strahl und die erzeugte Oberwelle der aufserordentliche Strahl. Fiir
die Frequenzverdopplung gilt dann:

ne(2w, ©) = ny(w, O) (2.38)

e Typ II — vektorielle Phasenanpassung. Um die Phasenanpassungsbedingung zu erfiil-
len, wird eine Geometrie geméfs (b) verwendet. Die Grundwelle wird in
einem Winkel verkippt zur optischen Achse eingestrahlt, sodass sich die Polarisation
auf ordentlichen und auferordentlichen Strahl verteilt. Die Oberwelle resultiert dann

entweder als ordentlicher oder aulserordentlicher Strahl. Diese Art der Phasenanpas-
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K

Abbildung 2.6: Indexellipsoid fiir einen optisch negativen uniaxialen Kristall fiir eine
Fundamentalwelle und deren zweite Harmonische.

sung findet bei der Erzeugung von SFG und DFG Verwendung.

Zusétzlich zur Phasenanpassung iiber den Winkel ist es moglich bei einem Winkel © = 0°
oder ® = 90° eine sogenannte nichtkritische Phasenpassung {iber Temperaturinderung
herbeizufiihren, wobei die anisotrope Temperaturabhéngigkeit der Brechungsindices von n,
und n. ausgenutzt wird. Der Vorteil dieser Methode ist, dass die Phasenanpassung iiber

einem weiten Akzeptanzbereich fiir Wellenlange, Temperatur und Winkel vorliegt.

Gruppengeschwindigkeit

Als Gruppengeschwindigkeit vy(\) wird die Geschwindigkeit bezeichnet mit der die Hiill-
kurve eines Pulses mit der Zentralwellenldnge A sich in einem Medium ausbreitet, wobei

gilt:
o

Vg(N) = ————
o) n(A)—A- 42

(2.39)

Aufgrund der unterschiedlichen Brechungsindices und somit folglich verschiedenen Grup-
pengeschwindigkeiten resultiert bei Dreiwellenmischprozessen ein zeitliches Auseinander-
laufen (zeitlicher walk-off) der beteiligten Pulse.

1 1

GVM (A1, \o) = T ERIRTew (2.40)

Diese Fehlanpassung der Gruppengeschwindigkeiten (GVMED limitiert die effektive Wech-
selwirkungsldnge im nichtlinearem Medium und fithrt somit zu geringen Konversionseffi-
zienzen. Dariiber hinaus beeinflusst die Gruppengeschwindigkeitsdispersion (GVIT__TD die
Einhiillende, wodurch sich die verschiedenen Frequenzkomponenten des Pulsspektrums mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit im Medium ausbreiten. Langwelligere Frequenzanteile
passieren ein transparentes Medium schneller als kurzwelligere, sodass die langwelligere
Komponenten im zeitlichen Pulsprofil vorauseilen und die kurzwelligeren dazu zeitlich
verzogert sind. Daraus folgt ein zeitliche Verbreiterung des Pulses. Die Oszillatorstirke

sowie elektronische und vibronische FEigenschaften des Mediums beeinflussen dabei den

1 Group Velocity Mismatch (Fehlanpassung der Gruppengeschwindigkeit)
12Group Velocity Dispersion (Gruppengeschwindigkeitsdispersion)
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Abbildung 2.7: Phasenanpassungsbedingung mit kollinearer Geometrie zu Typ I Pha-
senanpassung (a) und nichtkollineare Anordnung zu Typ IT Phasenanpassung (b).

Brechungsindex n, der geméf der Sellmeier-Gleichung (Gleichung 2.41f) berechnet werden

kann,
B1\? By)\? B3\?
2 1 2 3
A =1 2.41
=S TE t s T (241)
dabei stellen Bj, B2, Bz, Ci, Co und Cs empirisch ermittelte Koeffizienten dar [46, 47].

Im Allgemeinen induziert ein Medium mit normaler Dispersion einen positiven Chirp des

propagierenden Laserpulses. Infolge der Transmission durch verschiedene Medien verlin-
gert sich also die Pulsdauer. Um diesen Effekt insbesondere fiir Experimente mit Bedarf
an hochster Zeitauflésung zu kompensieren, wird durch die Anordnung mehrerer Prismen
ein negativer Chirp generiert, der dann der Gruppengeschwindigkeitsdispersion entgegen
wirken soll. In dieser Arbeit wurde ein Prismenkompressor mit zwei Prismen zur Kompen-
sation der normalen Dispersion verwendet.

Neben den optischen Medien induziert auch das Losungsmittel in der Probe eine Dispersi-
on, deren Einfluss sich besonders bei dem Abtastpuls bemerkbar macht [48|. Die durch das
Losungsmittel erzeugten Artefakte sowie die Dispersion werden daher bei der Korrektur
der aufgenommen Spektren beriicksichtigt. In ist exemplarisch der wellen-
laingenabhingige Brechungsindex fiir die beiden in der Arbeit verwendeten Losungsmittel
Dimethylsulfoxid (DMSOEI) und Wasser dargestellt. Die Brechungsindexkurven wurden
anhand der [Gleichung 2.41] berechnet, die entsprechenden Sellmeier-Koeffizienten wurden
der Literatur entnommen [49, |50]. Aus der geht hervor, dass bei Messungen

in DMSO ein stirker ausgeprigter positiver Chirp zu erwarten ist als in Wasser.

2.2.5 Optisch parametrische Verstiarkung

In einem nichtlinearen Medium kann unter Einhaltung der Phasenanpassungsbedingung

(]Gleichung 2.36[) fiir x(?)-Prozesse eine parametrische Zerlegung von einer Eingangsfre-

quenz in zwei kleinere Frequenzen erfolgen. Die eintreffende Welle wird Pump, die erzeugte
Welle Signal und die geméf der Energieerhaltung resultierende Welle Idler genannt. In
dieser Anordnung wiirde ohne weitere Beeinflussung eine frequenzunspezifische Aufteilung
stattfinden. Wenn allerdings eine weitere Welle mit spezifischer Frequenz (Seedwelle) si-
multan auf das Medium eintrifft, dann wird bevorzugt diese spezifische Frequenz verstarkt.

Dieser Prozess wird dann als optisch parametrischer Verstérker (OPAED bezeichnet.

13Dimethylsulfoxid
" Optical Parametric Amplifier (Optisch parametrischer Verstirker)
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Abbildung 2.8: Darstellung des wellenl&ingenabhingigen Brechungsindex von Dimethyl-
sulfoxid (schwarz) und Wasser (rot) sowie ein exemplarisches Weiflichtspektrum (grau)
und Anregungspuls mit SHG (blau).

2.2.6 Weilllichterzeugung

Die Generierung von Weifllicht bzw. eines Superkontinuums mittels ultrakurzer Laserpulse
ist ein komplexer x(3)-Prozess, der erstmals von Alfano und Shapiro anhand von Pikose-
kundenpulsen beschrieben wurde [51-53|. Das Fokussieren hochintensiver Pulse in isotrope
Medien (X(Q) = 0) resultiert in einem intensitdtsabhingigen Brechungsindex n, was als
optischer Kerr-Effekt bezeichnet wird:

n(l) =ng+ ng - I(t) (2.42)

Hierbei ist ng = /(1 + x(1)) der lineare Brechungsindex und ny resultiert aus dem x®)-

1
NoCE

Prozess (ng ~ -x3). Da die Pulsintensitit iiber die Zeit gaukformig verteilt ist, folgt

ein entsprechendes Zeitprofil der Intensitdt auch fiir den Brechungsindex. Fiir die Phase

einer elektromagnetischen Welle um eine zentrale Frequenz wy gilt:
wonZ wonoz_’ WQHQI(t)E

¢:w0t—E2:w0t— = wt
Co Co Co

(2.43)

Dabei handelt es sich bei %{f(tﬁ um die Phasendifferenz der Propagation einer Welle unter

Einfluss des Kerr-Effektes im Vergleich zu einer Welle mit linearem Brechungsindex. Die
zeitlichen Differentiation von |Gleichung 2.43| ergibt das zeitabhingige Frequenzspektrum:

0
ow(t) = a—f
woz O0I(t) (2.44)
dw(t) = wy — cong O

Aus|Gleichung 2.44|ist ersichtlich, dass wihrend des Pulsanstiegs die Ableitung 8(197(:) positiv

ist, sodass langwelligere Frequenzen im Vergleich zur eingestrahlten Frequenz wy generiert

werden. Dementsprechend werden im zeitlichen Intensitdtsabfall des Pulses in Relation zu
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wo Frequenzen mit héherer Energie generiert. Durch diese sogenannte Selbstphasenmodu-
lation im Kerr-Medium wird also aus jedem eingestrahlten Puls mit der Zentralfrequenz

wo ein weiterer Fliigel von Frequenzen induziert.

2.3 Quantenchemische Methoden

2.3.1 Schrédinger-Gleichung und Born-Oppenheimer-Nidherung

Das Fundament der Quantentheorie bildet die zeitabhéingige Schrodinger-Gleichung (Glei-
chung 2.45), wodurch die zeitliche Entwicklung eines molekularen Systems mit dem Zu-

stand ¥ abhéngig von dem Hamilton-Operator H beschrieben wird,

H(2)(x,t) = ih%\ll(x,t) (2.45)

wobei z die Spinkoordinate (eine Kombination aus Ort und Spin) und ¢ die Zeit darstellt.
Ausgehend von einem zeitunabhingigen Hamilton-Operator kann aus unter
Verwendung eines Separationsansatzes die zeitunabhéngige Schrodinger-Gleichung
generiert werden. Das molekulare System bestehend aus N Elektronen und N
Kernen wird durch die Wellenfunktion ®(r, R) beschrieben, die abhingig von den Koor-
dinaten der Elektronen (r = r1,r2,73,...) und der Atome (R = Ry, Ra, R3, ..) sind. Durch
das Losen der zeitunabhingigen Schrodinger-Gleichung kénnen dann die stationiren Fi-

genzustinde n erhalten werden,

H(r, Ry (r, R) = Egthn(r, R) (2.46)

wobei E,, die Energieeigenwerte des Systems sind. Der nichtrelativistische Hamilton-Ope-
rator H in atomaren Einheiten setzt sich aus kinetischer 7' und potentieller Energie V der

Elektronen e und Atomkerne K zusammen.

H=T+V
N N N N N N
1 1 1 ZAZ5B
=—*ZV?—*Z*V%—ZZ *+Z > (247)
2 i=1 2 A A i=1 A=1 i=1 j>i Tij Ao BSA=1 Ras
T. Ty Ve (ri,RA) Vee(rs) Vi (Ra)

Als V ist der Nabla-Operator, als m4 ist die Masse des Atomkerns, als Z ist die Kern-
ladungszahl, und als r bzw. R ist der jeweilige Abstand der betrachteten Spezies un-
tereinander definiert. Die potentielle Energie resultiert dabei jeweils aus der Coulomb-
Wechselwirkung der Kerne und Elektronen.

Allerdings ist die zeitunabhéngige Schrédinger-Gleichung fiir biochemisch interessante Sys-

teme nicht exakt 16sbar. Mittels der Born-Oppenheimer-Niaherung ist eine Separation der

[Gleichung 2.46] in einen elektronischen und einen Kernanteil mdglich, wenn die elektro-

nischen Zustinde energetisch ausreichend voneinander getrennt sind und aus Symmetrie-
griinden keine Kopplung moglich ist. Geméfs dieser Naherung ist es aufgrund der ver-

gleichsweise trigen Masse der Atomkerne erlaubt, die Elektronenbewegung im Feld eines
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festen Kerngeriistes zu betrachten, sodass T ' anndhernd 0 und VK konstant ist. Die Ker-
ne nehmen effektiv nur das gemittelte Feld der Elektronen war. Fiir die elektronische

Schrodinger-Gleichung gilt dann:

H.(r,R)e(r, R) = E.(R)te(r, R) (2.48)

[Gleichung 2.48] kann geldst werden, indem die Kernkoordinaten als Parameter behandelt

werden. Mit den resultierenden elektronischen Energieeigenwerten E,(R) kann dann die
Kern-Schrédinger-Gleichung berechnet werden. Die Summe aus den Energieeigenwerten

E,(R) und der potentiellen Energie Vi i der Kerne wird als Potentialfliche bezeichnet.

2.3.2 Hartree-Fock Methode

Die elektronische Schrédinger-Gleichung ist ebenfalls ohne weitere Annahmen nicht 16sbar.
Einen Losungsansatz stellt die Hartree-Fock Naherung dar. Bei dieser Methode werden
die Bewegung eines Elektrons im gemittelten Feld aller anderen Elektronen untersucht,

wobei das gemittelte Feld keinen Einfluss auf die Bewegung des betrachteten Elektrons

hat (Vee = 0). In diesem Fall ist die Losung von |Gleichung 2.48| eine Slater-Determinante
(Gleichung 2.49)), die sich aus n Spinorbitalen ¢; zusammensetzt, welche wiederum als das
Produkt der rdumlichen Wellenfunktion v; und der Spinfunktion o; definiert sind.

o1(r1)  ¢i(r2) ... é1(rw)

po L |ol) ) T alrw (2.49)

on(r1) on(r2) ... on(rN)
Aufgrund der antisymmetrischen Eigenschaft der Slater-Determinante wird das Pauli-

Prinzip erfiillt [54]. Zudem wird das Variationsprinzip verwendet, wonach der berechnete

Energieeigenwert immer grofer als der tatsdchliche Eigenwert des Grundzustandes Ey ist.

5, < W)

= "0l (2:50)

Unter der Annahme, dass die Spinorbitale zueinander orthonormiert (1|v) sind, ergibt sich

dann die Hartree-Fock-Gleichung,

Flrigi(ri) = egi(ri) (2.51)

die den Fock-Operator f enthilt, fiir den gilt:

Fr) = ) + 3 [T+ EKatr) (2.52)
=1
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Der in |Gleichung 2.52| enthaltene Einelektronenoperator h ist definiert als:

N

1 Z A
_§VZ2_ Z

A=00 TiA

h(r:) i (ri) = br(r4) (2.53)

Der Coulomb-Operator .J (r;); beschreibt die klassische Wechselwirkung zweier verschiede-

ner Elektronendichten:
(rl 10k (1i) = [/ o ( rj ld:x]} or(x;) (2.54)

Der Austausch-Operator K (r;); ergibt sich aus der Wechselwirkung zweier identischer Elek-
tronendichten stellt somit einen Korrekturterm des Coulomb-Operators dar, da dieser auf-
grund der Vernachlédssigung von antisymmetrischen Eigenschaften der Elektronendichte die

abstokende Wirkung der Elektronen iiberschitzt.

K(ri)i¢n(ri) = [/ ®7 (1) </>kd$g] o1(xi) (2.55)

Allerdings kann auch [Gleichung 2.5T| nur iterativ gelost werden. Hierzu wird ausgehend von
einer gewissen Anzahl an Startfunktionen ("initial guess") der Fock-Operator berechnet,
anhand dessen dann die Hartree-Fock-Gleichung gelost wird, sodass ein Satz an Losungs-
funktionen zur Verfiigung steht. Anschlieliend wird erneut ein solcher Zyklus gestartet und
diese Optimierung solange durchgefiihrt, bis die berechneten Wellenfunktionen sowie die

Energien konvergieren. Das Ergebnis ist dann selbstkonsistent (SCFE-Verfahren).

2.3.3 Dichtefunktionaltheorie

Die Dichtefunktionaltheorie basiert auf dem Theorem von Hohenberg und Kohn nach
dem die Elektronendichte die elektronische Energie und alle molekularen Eigenschaften
des Grundzustandes eineindeutig beschreibt [55| [56]. Daher wird bei dieser Methode die
Schridinger-Gleichung eines polyatomaren Systems nicht in Abh#ngigkeit der Wellenfunk-

tion, sondern als Funktion der Elektronendichte gelost.

N
r) = Z > 1w(rs)? = p(r) (2.56)

Ein zentraler Vorteil dieser Methode ist, dass sich die Dimensionalitit des betrachteten
Systems drastisch reduziert. Denn wahrend die Wellenfunktion eine Abhéngigkeit von der
Anzahl der im System vorhandenen N Elektronen zeigt, ist die Elektronendichte unabhén-
gig von der Elektronenanzahl und immer dreidimensional.

Die Energie eines Systems E kann dann als Funktion der Elektron-Kern Wechselwirkung
FExe, der kinetischen Energie T und der Elektron-Elektron-Abstofsung F.. beschrieben

15Gelf-Consistent Field
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werden, wobei Fyg der Hohenberg-Kohn-Operator ist:

E(p) - EKe(p) + T(p) + Eee(p) (257)
e —

Fuk

Das zweite Hohenberg-Kohn-Theorem beruht auf dem Variationsprinzip, wonach die Grund
zustandselektronendichte diejenige ist, die in der niedrigsten Energie resultiert (Eepare <
E(5).

Die Kohn-Sham Theorie ermoglicht die zeitabhdngige Dichtefunktionaltheorie (TDDF’I@,
wonach die Elektronendichte eines Systems anhand der Kohn-Sham-Orbitale v;(r) be-

schrieben werden kann [57]:
N
p(r) =22 Wilr,s)P (2.58)
=1 s

Basierend darauf ist es moglich, die Gesamtenergie E des Systems entsprechend als Funk-
tionale nichtwechselwirkender Elektronen zu formulieren, wobei J(p) der effektiven Cou-

lomb-Wechselwirkung und Fg.(p) dem Austausch-Korrelations-Funktional entspricht:

E(p) = Exe(p) + Ts(p) + J(p) + Ezc(p) (2.59)

Das Austausch-Korrelations-Funktional umfasst alle Energien, die zur Abweichung von
der exakten Grundzustandsenergie fithren. Allerdings ist das Funktional abhingig von je-
der Elektronendichte bei jeder exakten Position des Systems, wodurch es nahezu unlésbar
ist. Um dennoch eine Losung fiir das Funktional zu generieren, sind weitere Nidherun-
gen notwendig. Die einfachste Ndherung ist der sogenannte LDAE]—Ansatz [57], wonach die
Elektronendichte in einem kleinen Volumenelement als homogen verteilt angenommen wer-
den kann. Um die Inhomogenitat der Dichte nicht vollstdndig zu vernachléssigen, wurde im
Rahmen des GGAnsatz ein Gradient zur Beschreibung der Anderung der Elektronen-
dichte eingefiihrt. Ausgehend von diesen beiden Losungsansitzen gibt es eine Vielzahl an
Funktionalen, die in Austausch- und Korrelations-Funktionale unterteilt werden kénnen.
Austauschfunktionale (z.B. Slater [58] oder Becke [59]) beschreiben die Austauschener-
gie durch ein homogones Elektronengas und fithren zu einer nicht hinreichend genauen
Beschreibung von Bindungsldngen. Als Korrelationsfunktionale sind P86 von Perdew [60]
und LYP [61] von Lee, Yang und Parr zu nennen. Fiir eine genauere Beschreibung der
Systeme werden meist Hybrid-Funktionale verwendet, die eine Kombination aus Hartree-
Fock Austausch- und DFT Austausch-Korrelations-Funktionalen darstellen. Hierbei wird
die nichtlokale Austauschenergie durch die Hartree-Fock Theorie exakt bestimmt und um
die fehlenden Korrelationseffekte durch die Austausch-Korrelations-Funktionale ergénzt.

In dieser Arbeit wurde das Dreiparameterpotential von Becke (B3LYP) [62] verwendet,

ERPIYP = AEJ + (1 - A)E[T + BEP* + (1 - C)AEY"WN + CEMYP (2.60)

16Time-Dependent Density-Functional Theory
"Locally Density Approximation (lokale Dichtensiherung)
'8Generalized Gradient Approximation (Gradientenniherung)
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wobei A,B und C angepasste Parameter sind. Uber Parameter A werden die Anteile an
exakter Austauschenergie aus der Hartree-Fock-Methode EXF und dem Anteil aus dem
LDA-Funktional E>!" festgelegt. Parameter B legt die Anteile der Austauschenergie fest,
die anhand des GGA-Funktionals EZ*¢ bestimmt werden. Die Korrelationsenergie wird
iiber das GGA-Funktional LYP sowie das LDA-Funktional VWN [63] von Vosko, Wilk und

Nusair ermittelt, deren Anteile iiber den Parameter C' determiniert sind.
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Kapitel 3
Photoaktivierbare Verbindungen

Heutzutage gelten fundamentale Prozesse in der Biologie und Chemie immer noch als
nicht vollstindig verstanden. Die Kontrolle der Reaktionsabliufe mittels Licht kann in
Kombination mit biotechnologischen Methoden einen wichtigen Beitrag zum Verstdndnis
dieser komplexen Prozesse liefern |64, 65]. Der Einsatz von Licht ist eine sehr attraktive
Untersuchungsmethode, da es sich um eine nichtinvasive Methode handelt. Zudem bietet
die lichtinduzierte Regulation die Mdglichkeit, in lebenden Organismen Prozesse mit ei-
ner hohen Orts- und Zeitauflosung zu induzieren. Fin weiterer Vorteil der Lichtsteuerung
ist, dass durch die Wahl einer entsprechenden energiearmen Wellenldnge und geringen In-
tensitdt nur eine minimale Energiedosis auf die Probe gelangt, was einer Beschidigung
der Probe vorbeugt. Bisher sind auf molekularer Ebene zwei verschiedene Strategien der
Lichtregulation biologisch aktiver Molekiile etabliert. Zum einen kann ein bistabiler Pho-
toschalter in das zu untersuchende System eingebracht werden [11H13]. Diese Molekiile
kénnen gezielt durch Lichtabsorption von einem biologisch aktiven Konformationszustand
A reversibel in einen Konformationszustand B iiberfiihrt werden, wobei letztere iiber kei-
ne biologische Aktivitdt mehr verfiigt. Die Reversibilitédt erlaubt ein mehrfaches An- und
Ausschalten der Aktivitét . Die Photoschalter unterscheiden sich in der
Art der photoinduzierten Konformationséinderung. Azobenzole [66-68| sowie Stilbene |69,
70| fithren nach Absorption eine cis/trans-Isomerisierung aus und Spiropyrane [71-75] so-
wie Fulgimide [76, 77| zeichnen sich durch Ringoffnungs-/schlussreaktionen aus. Werden
diese Photoschalter in Makromolekiile eingebaut, kann die lichtinduzierte Konformations-
dnderung des Photoschalters eine Strukturdnderung des kompletten Molekiils bewirken,
die sich dann beispielsweise auch auf die makroskopischen Materialeigenschaften des Mo-
lekiils auswirkt. Auf diese Weise wurden bereits optisch kontrollierbare Daten- [18]| sowie
Energiespeicher [78|, Enzyme [79] und DNA [73, 80, 81] auf der Basis molekularer Schalter
realisiert.

Ein weiteres Konzept der lichtbasierten Aktivitdtskontrolle von Biomolekiilen beruht auf
der Verwendung von photolabilen Verbindungen oder auch caged-compounds [20-24], wel-
che fortlaufend als photoaktivierbare Biomolekiile bezeichnet werden. Hierbei wird ein Bio-
molekiil durch das Anbringen eines Chromophors temporér inaktiv. Infolge eines gezielten

Lichtimpulses wird der Chromophor vom Biomolekiil gespalten, das dadurch irreversibel
aktiviert wird (Abbildung 3.1J). Daher kann mit den geschiitzten Verbindungen ein biolo-
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Méglichkeiten der Licht-
regulation eines Biomolekiils (blau), wobei durch einen Photoschalter (oben) eine reversible
und durch eine photoaktivierbare Verbindung (unten) eine irreversible Steuerung moglich
ist.

gischer inaktiver Zustand in einen Zustand mit biologischer Aktivitéit tiberfithrt werden,
dieser eineindeutige An- und Auszustand stellt einen erheblichen Vorteil der geschiitzten
Verbindungen dar. Weitere Eigenschaften dieses Verbindungstyps werden in [Abschnitt 3.1

niaher erldutert.

3.1 Photoaktivierbare Biomolekiile

Charakteristisch fiir photoaktivierbare Biomolekiile ist, dass sie generell aus zwei Kom-
ponenten bestehen, einem Chromophor und dem Biomolekiil, das aufgrund der Bindung
zu einer photolabilen Schutzgruppe in seiner biologischen Aktivitdt gehemmt ist. Durch
Anregung der photolabilen Schutzgruppe kann die Bindung zum Biomolekil gespalten und
dadurch dessen biologische Aktivitdt wiederhergestellt werden, was als Uncaging bezeich-
net wird. Die erste photoinduzierte Freisetzung wurde von Ciamician und Silber bereits
1901 am Beispiel von ortho-Nitrobenzylaldehyd beschrieben [82]. Zunédchst beschrankte
sich die Anwendung dieser photolabilen Schutzgruppen auf Anwendungen im Bereich der
organischen Synthese, wobei funktionelle Strukturen durch das gezielte Anbringen dieser
Gruppen fiir weitere Syntheseschritte inert sind. Das Konzept wurde von Engels fiir das
Uncaging von Biomolekiilen adaptiert, indem er zeigte, dass CAMP[I durch UV-Licht er-
folgreich aus einer mit Nitrobenzyl geschiitzten Verbindung freigesetzt werden kann [83].
Der Begriff caged-compounds fiir Molekiile mit photolabilen Schutzgruppen wurde 1978
von Kaplan eingefiihrt [84], wobei diese Bezeichnung aufgrund der irrefithrenden bildlichen
Darstellung des Konzepts oft kritisiert wurde, sich aber schliefslich doch in der Literatur

durchsetzte.

!Cyclic Adenosinmonophosphate (zyklisches Adeninmonophosphat)
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2-Nitrobenzyl derivatives 7-Nitroindoline derivatives
ol o ot ©3 pesines
NO,
(R=Me) NPE (R=Me) DMNPE  NDBF MNI DNI BNI
(R H)oNB (R =H)DMNB
p-Hydroxyphenacyl Coumarin-4-ylmethyl derivatives
Q)“ 1@& o, @@
(R = NMe,) DMACM °BCMeMm
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Abbildung 3.2: Strukturen verschiedener cages, wobei x immer die Positi-
on des Biomolekiils darstellt. Als Beispiele sind 2-Nitrobenzyl-Derivate [oNB (or-
tho-Nitrobenzyl), NPE [85, [86](1-(2-Nitrophenyl)ethyl), DMNPE [87, 88| ((1-(4,5-
Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-Ester), DMNB [89, 90] (4,5-Dimethoxy-nitrobenzyl)
und NDBF [91, 92] (Nitrodibenzofuran)|, 7-Nitroindolin-Derivate [MNI [93 94| (4-
Methoxy-7-nitroindolin), DNI (5,7-Dinitroindolin), BNI (5-Brom-7-nitroindolin)|, p-
Hydroxylphenacyl (pHP [95]) und Cumarin-Derivate [Bhc(6-Bromo-7-hydroxycumarin-4-
ylmethoxycarbonyl [96,, 97]), DMACM ((7-Dimethylaminocumarin-4-yl)methyl), DEACM
(|7-(Diethylamino)cumarin-4-yljmethyl), BCMCM (|6,7-Bis(carboxymethoxy)cumarin-4-
yljmethyl)| gezeigt.

Als Anforderungen an eine photolabile Schutzgruppe kristallisieren sich folgende Kriterien

heraus:

e Schnelle Freisetzung: Um eine hinreichende Aussage iiber den anschlieffenden biolo-
gischen Prozess treffen zu kdnnen, sollte die Freisetzung des Biomolekiils auf einer

schnellen Zeitskala ablaufen.

o Effizienz: Die Uncaging-Reaktion sollte sehr effizient sein, sodass die Belastung der
biologischen Probe durch die Lichtquelle méglichst gering gehalten werden kann. Die
Effizienz wird zum einen durch den Extinktionskoeffizient bei der Belichtungswel-
lenlénge beeinflusst, wobei bei einem grofen Extinktionskoeffizienten eine vergleichs-
weise niedrige Lichtdosis angewendet werden kann. Zum anderen spielt die photo-
chemische Quantenausbeute eine erhebliche Rolle, die das Verhéltnis der Anzahl der
reagierten Molekiile zu den absorbierten Photonen angibt. Folglich kann bei einer

hohen Quantenausbeute eine niedrige Lichtdosis verwendet werden.

e Photolyse bei geeigneten Wellenldngen: Zu bedenken ist, dass viele Biomolekiile im
Bereich zwischen 260 und 280 nm absorbieren sowie Wasser bei 900 nm. Daher sollte
die Absorption der photoaktivierbaren Biomolekiile in dem Fenster zwischen diesen
Wellenldngen liegen, um eine kompetitive Absorption auszuschliefsen, die neben ei-
nem gewissen Filtereffekt womdglich zu Photoschdden der Biomolekiile fithren kénn-

te. Zudem ist auch hier zu bedenken, dass bei einer Absorption der geschiitzten
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Verbindung im sichtbaren im Vergleich zum UV-Spektralbereich eine Photolyse mit
relativ energiearmen Wellenldngen induziert werden kann, sodass in biologischer Um-
gebung mildere Reaktionsbedingungen angewendet werden konnen. Daher wird ver-
sucht, photoaktivierbare Biomolekiile mit Absorptionsmaxima bei mdéglichst grofen

Wellenlidngen zu entwickeln [98-100].

o Toxizitdt: Die aus der Freisetzungsreaktion entstehenden Produkte sollten inert und

ungiftig sein.

e Loslichkeit und Permeabilitdt: Im Hinblick auf biologische Anwendungen sollten die
photolabil geschiitzten Verbindungen eine Loslichkeit im wassrigen Medium aufwei-
sen. Zudem sollte fiir zellbiologische Anwendung die Zellmembran permeabel fiir die

photoaktivierbaren Biomolekiile sein.

e Zweiphotonenphotolyse: Beim Prozess der Zweiphotonenanregung werden zwei Pho-
tonen simultan absorbiert, wobei meist dasselbe Energieniveau wie in der Einphoto-
nenanregung populiert wird. Jedoch gelten andere Auswahlregel fiir die Einphotonen-
und Zweiphotonenanregung im Hinblick auf die beteiligten Anfangs- und Endzu-
stdnde, wobei fiir die Drehimpulsquantenzahl bei Zweiphotonenanregung Al = 0, £2
erfiillt sein muss. Die Technik ermdglicht ein Anregungsvolumen von wenigen Fem-
tolitern (10~!1) mit energiearmen Anregungswellenlingen, die ungefihr der doppel-
ten Wellenlénge des Absorptionsmaximums der photoaktivierbaren Biomolekiile ent-
spricht [101-104]. Aufgrund der sehr prézisen rdumlichen Auflésung dieser Methode
ist diese geeignet fiir zellbiologische Anwendungen [105} |106|. Damit eine erfolgreiche
Photolyse mit der Zweiphotonenanregung erfolgen kann, muss das photoaktivierbare
Biomolekiil einen hohen Zweiphotonenwirkungsquerschnitt aufweisen, was ein Maf

fiir die Effizienz nach Zweiphotonenanregung darstellt.

Neben den oben genannten Eigenschaften kdnnen weitere anwendungsspezifische Kriterien
fiir einen cage definiert werden.

In sind in der Literatur weitverbreitete, photolabile Schutzgruppen darge-
stellt, die im Folgenden unter dem Gesichtspunkt der oben genannten Anforderungsbe-
dingungen vorgestellt werden. Da die grundlegenden photochemischen Eigenschaften der
ortho-Nitrobenzylaldehyde bereits seit mehr als 100 Jahren bekannt sind, konzentrierte sich
die Forschung auf die Entwicklung verschiedener Derivate dieser Schutzgruppen mit ver-
besserten Photolyseeigenschaften. Durch das Anbringen von elektronenschiebenden Resten
an das Grundgeriist kann eine bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums auf
bis zu 350 nm herbeigefithrt werden, was sich giinstig auf Anwendungen in biologischer
Umgebung auswirkt [107, [108]. Der Reaktionsmechanismus der schlieflich zur Freisetzung
des Biomolekiils fiihrt, wurde spektroskopisch bei verschiedenen Derivaten untersucht. Es
zeigte sich, dass in Gegenwart von Wasser die UV-Anregung nach einem Protonentransfer
zur Population eines Aci-Nitro-Intermediats fiihrt [109], welches in einen zyklischen Uber-
gangszustand iibergeht [108] und dann irreversibel zur Freisetzung des Biomolekiils sowie
des Nitroso-Produktes fiihrt. Die Photofreisetzung erfolgt im Allgemeinen mit einer gerin-

gen Quantenausbeute, was durch die Population eines nicht reaktiven Triplettzustandes des
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Abbildung 3.3: Chemische Struktur von Cumarin (rot) als photolabile Schutzgruppe mit
der Abgangsgruppe X und Nummerierung des Grundgeriistes nach TUPAC.

Aci-Nitro-Intermediats begriindet wird [110-112]. Der relativ kleine Extinktionskoeffizient
und die toxischen Nitrosophotoprodukte sind nachteilig fiir biologische Anwendungen.
Eine weitere Klasse der cages stellen die Nitroindoline dar, deren Photolyse erstmals von
Pass et al. 1981 beschrieben wurde [113]. Nach Photoanregung ist es abhéngig vom Lo-
sungsmittel, welches Photoprodukt gebildet wird. Bei Présenz von Wasser entsteht ein
Nitrosoprodukt [114], wobei sich in anderen nukleophilen Lésungsmitteln ein Nitropro-
dukt bildet [115]. Diese cages zeichnen sich durch eine hohe Resistenz gegeniiber Hydroly-
se sowie einem Absorptionsmaximum von etwa 350 nm aus. Aufgrund der kommerziellen
Verfiigbarkeit sind diese cages weit verbreitet. Allerdings weisen sie meist einen geringen
Extinktionskoeffizienten und eine geringe photochemische Quantenausbeute auf, sodass ei-
ne hohe Lichtdosis fiir ein erfolgreiches Uncaging nétig ist, was unvorteilhaft fiir biologische
Anwendungen ist.

Dass p-Hydroxyphenacyl als cage Verwendung finden kann, wurde zuerst von Sheehan
und Umezawa 1973 publiziert [116]. Dieser cage besticht durch eine hohe photochemische
Quantenausbeute sowie durch eine schnelle Freisetzungsrate. Der Reaktionsmechanismus
scheint nach Anregung iiber eine Interkombination zur Population eines Tripletts zu fiih-
ren, welches im Anschluss eine Photo-Favorskii-Umlagerung ausfiihrt. Nachteilig bei der
Verwendung von p-Hydroxyphenacyl ist, dass die Anregung aufgrund schwacher Absorp-
tion oberhalb von 300 nm mittels UV-Licht herbeigefiihrt werden muss, sodass dieser cage
fiir biologische Fragestellungen weniger gebréuchlich ist.

Cumarin-Derivate spielen eine wichtige Rolle unter den cages, und werden in Abschnitt
3.1.1 genauer erlautert.

Mit den genannten cages war es bereits mdoglich, folgende Targetmolekiile photochemisch
zu kontrollieren: Peptide [117], DNA [118] [119], tRNA [120} [121], Ca2?* [122-124] sowie
Neurotransmitter [94} 125] |126].

3.1.1 Cumarin-Derivate

Die Cumarin-Derivate basieren auf dem namensgebenden natiirlich vorkommenden Farb-
stoff Cumarin, dessen Grundgeriist ein 1,2-Benzopyronring darstellt (siehe.
Dank ihrer stark fluoreszierenden Eigenschaften wurden Cumarine zunéchst hauptséchlich
als Laserfarbstotfe [127, [128] oder Chemosensoren u.a. fiir Cyanide [129] und A3t [130,131]
eingesetzt. Givens und Matuszewski beschrieben 1984 als erstes die Anwendungsmoglich-
keit von 4-(Hydroxymethyl)-7-methoxycumarin (MCM) als cage fiir Phosphatester [132],

indem sie nachwiesen, dass aus der Belichtung mit 360 nm der entsprechenden geschiitzten
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Verbindung neben Diethylphosphat der respektive Cumarin-Alkohol (MCM-OH) resultier-
te. Da bei der Photolyse keine toxischen Nebenprodukte entstehen, wurde das Interesse an
der Entwicklung von Cumarin-Derivaten mit einem langwelligeren Absorptionsmaximuim
und somit einer energiedrmeren Uncaging-Moglichkeit geweckt. Zudem sollte beim Design
neuer Cumarin-Derivate eine Erhohung der Wasserloslichkeit sowie der photochemischen
Quantenausbeute im Hinblick auf biologische Anwendungen erzielt werden [95]. Furuta
et al. stellten die These auf, dass durch das Anbringen elektronenziehender Reste sowie
Substituenten mit Schweratomeffekt an das Cumarin-Grundgeriist die photochemischen
Eigenschaften verbessert wiirden. Daher wurde von ihnen 1999 das an der C6-Position
modifizierte Cumarin-Derivat (6-Brom-7-hydroxycumarin-4-yl)methyl (Bhc) und die da-
zugehorigen strukturellen Analoga vorgestellt [102], wobei deren Absorptionsmaxima nun
bei 370 nm liegen und die photochemische Quanteneffizienz fiir ein Uncaging dem Zwanzig-
fachen von DMNB entspricht [133]. Offensichtlich kann ein durch Bhc geschiitztes Zielmole-
kiil entweder wasserlgslich sein oder eine Membranpermeabilitdt aufweisen [96]. Allerdings
ist bei der Anwendung von Bhc-cages zu beachten, dass die Absorptionsbande bei 370 nm
aus der an der C7-Position deprotonierten Hydroxyl-Einheit resultiert, sodass bei niedri-
gen pH-Werten aufgrund der Abwesenheit jener Spezies eine hypsochrome Verschiebung
des Absorptionsmaximums um bis zu 50 nm erfolgt.

Eine weitere Verbesserung der photochemischen Eigenschaften konnte durch das Finfiihren
eines Diethylamino-Substituenten an der C7-Position erzielt werden [134]. Hervorzuheben
sind neben dem Absorptionsmaximum im Bereich von 380-400 nm, ein sehr hoher Ex-
tinktionskoeffizient (ca. 20000 M~'cm™!) und eine im Vergleich zu Bhc weiter erhdhte
photochemische Quantenausbeute von 7-Diethylaminocumarin-4-yl (DEACM). Aufgrund
dieser wertvollen Charakteristika ist DEACM bei biologischen Fragestellungen weit ver-
breitet, wobei bereits Aminosduren [135], Nukleobasen [136] oder ATPP| [137] mit diesem
cage geschiitzt worden sind. Zur Untersuchung der Proteinsynthese wurden tRNA [121]
und auch das Antibiotikum Puromycin |138] als Zielmolekiil durch DEACM geschiitzt und
photoinduziert reaktiviert.

Das Bestreben das Absorptionsmaximum der Cumarin-Derivate zu noch grokeren Wellen-
langen zu schieben, ist nach wie vor Bestandteil der Forschung. Ellis-Davies et al. fithrten
ein Analogon zu DEACM ein, welches bei 450 nm absorbiert [99] und Jullien et al. haben

ein Cumarin-Derivat vorgestellt, welches ein Uncaging mit 470-500 nm erlaubt [98].

3.1.2 Photochemie von Cumarin

Die Komplexitdt der Photochemie von Cumarin-Derivaten ist eine Herausforderung der
aktuellen Forschung [139], wobei die Verwendung der Cumarine als cage das Bestreben
nach Aufklarung der Reaktionspfade vorantreibt. Das Absorptionsverhalten wird mafgeb-
lich von den Substituenten sowie dem umgebenden Loésungsmittel beeinflusst. So wird
die langwellige Absorptionsbande vieler Cumarin-Derivate als m-7*-Ubergang identifiziert.
Bei vielen Cumarinen ist der n-7*-Ubergang dem letztgenannten energetisch sehr nahe,

sodass eine Mischung der beiden Uberginge beobachtet wird. Aufgrund der erheblich klei-

% Adenosintriphosphat (ATP)
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Abbildung 3.4: Vermeintlicher Reaktionsmechansimus fiir DEACM-geschiitzte Carbama-
te nach Schade et al. [141],142]. Die Raten fiir die unterschiedlichen Reaktionspfade wurden
mit k bezeichnet, sodass ky; der Fluoreszenz, k;, der nichtstrahlenden Relaxation, k;sc
dem Intersystem Crossing, kser dem Einzelelektronentransfer, k1 dem ersten Uncaging-
Schritt, krecomp der Rekombination zum Grundzustand, kes. dem 16sungsmittelassistierten
Separationsschritt, kj,q der Hydratation, kj..¢ der Protonierung und kgecqry der Decar-
boxylierung entspricht.

neren Ubergangswahrscheinlichkeit fiir den n-7*-Ubergang ist der m-m*-Ubergang meist
dominant [140, [141]. Der Umgebungseinfluss auf diese Uberginge wurde anhand von (7-
Methoxycumarin-4-yl)methyl (MCM) gezeigt, wobei in nicht-polaren Losungsmitteln die
Population des S; aus einem n-m*-Ubergang und in polarer protischer Umgebung aus ei-
nem 7 — 7*-Ubergang resultiert [141]. Die Uberginge sind assoziiert zu Ubergingen von
dem HOMO und HOMO-1 zum LUMO, wobei bei unsubstituierten Cumarinen ein La-
dungstransfer von dem Benzylring auf die Pyranon-Einheit stattfindet. Die elektronischen
Eigenschaften von Substituenten konnen diesen intramolekularen Ladungstransfer (ICTﬂ)
unterstiitzen, indem ein sogenanntes Push-Pull-System kreiert wird. Ein solches System
kann durch einen elektronenschiebenden Rest (z.B. Diethlyamino) in der C7-Position und
einen starken elektronenziehenden Rest (z.B.CHO) in der C3-Position realisiert werden
[143]. Generell verursachen die 7-Dialkylamino-Substituenten aufgrund ihrer starken Do-
noreigenschaften eine bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums sowie einen
stark erh6hten Extinktionskoeffizienten, wobei die langwellige Absorption aus einem m-7*-
Ubergang resultiert [140|. Bei diesen Derivaten wurde in polaren Medien neben ICT auch

ein sogenannter twisted intramolecular charge tranfer (TICTEI) beobachtet. Nach Anregung

Intramolecular Charge Transfer
“Twisted intramolecular charge transfer
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Abbildung 3.5: Wirkungsweise des Antibiotikums Puromycin auf die ribosomale Pro-
teinsynthese.

eines 7-Dialkylamino-Cumarins wird demnach zunéchst ein partieller Ladungstransfer im
ICT-Zustand ausgebildet, der unter einer Verdrillung des Substituenten in den TICT-
Zustand tibergeht [144]. Im TICT-Zustand findet ein vollstdndiger Ladungstransfer statt,
wobei der Subsituent eine pyramidale Struktur einnimmt.

Die Betrachtung dieser photophysikalischen Eigenschaften ist wichtig, um die Dynamik
von Cumarin-geschiitzten Verbindungen zu verstehen, da der Fluoreszenz- und der Un-
caging-Pfad ein kompetitives Verhiltnis zueinander haben. Der Reaktionsmechanismus
dieser photolabilen Schutzgruppen wurde bisher besonders fiir Cumarin-geschiitzte Phos-
phatester und Carboxylate untersucht [140-142, 145 146]. Es wird angenommen, dass
eine elektronische Anregung zundchst unmittelbar zur Besetzung des angeregten Zustands
Sy fithrt. Anschliefsend kann eine strahlungslose Desaktivierung und Fluoreszenz zu ei-
ner Population des Grundzustandes oder eine heterolytische Bindungsspaltung zu einem
Ionenpaar fithren. Die Rekombination des Ionenpaars ist ein Pfad zuriick zum Grund-
zustand, welcher in Konkurrenz zur Ausbildung des Cumarin-Alkohols als Photoprodukt
steht. Dieser Schritt wird assistiert durch das Losungsmittel, wobei dieses eine Hydrata-
tion ausfithrt und anschliefend mit dem Cumarin-Kation unter Deprotonierung reagiert.
Die Effizienz der Uncaging-Reaktion ist dabei durch die Eigenschaften der Abgangsgruppe
determiniert, wobei eine schwache Base eine gute Abgangsgruppe darstellt. Zudem kann
in polaren Losungsmitteln eine Stabilisierung des lonenpaares durch das Losungsmittel zu
einer erhohten Effizienz fithren. Ein polares protisches Losungsmittel fiihrt zusitzlich zu
einer verringerten Fluoreszenzquantenausbeute, sodass der Pfad des Uncagings bevorzugt
wird [141]. Des Weiteren wurde von Hagen et al. beobachtet [141], dass die Freisetzungs-
rate durch die Anwesenheit eines polaren protischen Lésungsmittels beschleunigt wird.
Unter den Cumarin-Derivaten zeigte sich, dass DEACM eine vergleichsweise hohe photo-
chemsiche Quantenausbeute und eine schnelle Freisetzungsrate kombiniert. So betragt die
Quantenausbeute fiir DEACM-geschiitztes cAMP 21% und im Vergleich dazu fiir MCM-
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geschiitztes cAMP nur 3%, wobei festzuhalten ist, dass die Untersuchungen unter gleichen
Bedingungen durchgefiihrt wurden [142]. Fiir DEACM-geschiitztes Glycin wurde mittels
zeitaufgeloster Spektroskopie eine Freisetzung innerhalb von 3 ps beobachtet [147].

Es ist zu beachten, dass Furuta et al. einen radikalischen Reaktionsmechanismus fiir Cu-
marin cages vermuten, wonach infolge der Photoanregung ein Triplett-Zustand populiert
wird, der im Anschluss zu einer homolytischen Bindungsspaltung fiihrt [102|. Diese gegen-
sétzlichen Ideen werden daher in dieser Arbeit untersucht.

Verschiedene Cumarine wurden auch schon zum Schiitzen von Aminen verwendet, wobei
die funktionelle Gruppe als Carbamat an das Cumarin-Geriist angebracht wurde [102, [148].
Vermutlich erfolgt nach der photoinduzierten Bindungsspaltung eine Decarboxylierung, die
dann zur Freisetzung des Amins fiihrt. Eine Untersuchung der Photodynamik dieser Art

der cages ist bisher nicht erfolgt und wird daher in dieser Arbeit diskutiert.

3.2 Puromycin

Die Substanzklasse der Antibiotika stellt einen variantenreichen Werkzeugkoffer dar, wobei
ein jedes dieser Werkzeuge fiir Bakterien sowie andere Mikroorganismen hemmend oder
gar todlich sein kann. Antibiotika konnen anhand ihrer Wirkungsweise in verschiedene
Klassen unterteilt werden: Wirkung auf die Zellwand (z.B. Penicilin G), auf ribosomale
Proteinsynthese (Neomycin, Tetracyclin, Puromycin) und auf Nukleinsiuren der Bakteri-
en (Levofloxacin).

Der Wirkmechanismus von Puromycin beruht beispielsweise auf der strukturellen Analo-
gie zur Tyrosyl-Adenosin-Einheit am 3’-Ende der Tyr-tRNA [149, 150|. Aufgrund dieser
Ahnlichkeit wird Puromyecin von einem Ribosom filschlicherweise als tRNA erkannt und
kann wahrend des Peptidyltransfers anstelle der tRNA kodonunspezifisch an die ribosoma-
le A-Seite binden. Anschliefend wird die naszierende Polypeptidekette auf das Puromycin
iibertragen, wobei die neu ausgebildete Peptidbindung vom Ribosom jedoch nicht spaltbar
ist. Zudem weist das Peptidyl-Puromycin-Fragment einen Mangel an struktureller Ahnlich-
keit mit der Aminoacyl-tRNA auf, sodass die Affinitéit vom Ribosom zu diesem Fragment
minimiert ist und dieses ausgestofen wird. Die Proteinsynthese wird verfriiht abgebrochen.
Das Anwendungsgebiet fiir Puromycin ist breit gefachert, so kann Puromycin verwendet
werden, um die Bildung von Peptidbindungen zu untersuchen [150H155|, wobei der Ein-
satz von Puromycin eine vergleichsweise wenig invasive Methode darstellt [156]. In hohen
Konzentrationen dient Puromycin als Proteinsyntheseinhibitor und in niedrigen Konzen-
trationen kann sich Puromycin als Marker fiir kiirzlich zuvor synthetisierte Proteine in
deren C-terminales Ende einbauen, wobei es keine Rolle spielt, ob die Proteine die volle
Lénge aufweisen oder verkiirzt vorliegen [157, [158]|. Um die Proteinsynthese in Echtzeit in
Zellen beobachten zu kénnen, steht die Synthese von zellpermeablen Puromycin-Analoga
im Mittelpunkt des Interesses, sodass eine Fluorophor-markierte Bildgebung in Zellen er-

moglicht werden kann [159].
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3.2.1 Photoaktivierbares Puromycin

Indem eine photolabile Schutzgruppe an das Puromycin-Geriist angebracht wird, kann des-
sen Aktivitidt temporér unterdriickt werden. Mittels eines Lichtpulses kann die Reaktivitit
des Antibiotikums wieder regeneriert werden, wobei der Lichtpuls simultan als Triggersi-
gnal einer entsprechenden Beobachtungsmethode fungieren kann. Geschiitztes Puromycin
kann dann zur Kontrolle der Proteinsynthese verwendet werden, sodass beispielsweise die
posttranslationale Proteinfaltung mittels NMR, untersucht oder die lokale Proteinsynthese

in Nervenzellen iiberwacht werden konnte.

Proteinfaltung

Der hochkomplexe Vorgang der Faltung von Polypeptiden in die Tertidrstruktur eines
Proteins ist bisher nicht vollstindig verstanden. Der Faltungsprozess kann in zwei Stufen
unterteilt werden, wobei sich die erste Stufe wihrend der Elongation der Proteinkette wih-
rend der Translation abspielt. Die endgiiltige Faltung ereignet sich posttranslational nach
dem die Polypeptide vom Ribosom getrennt sind. Unter den Sekundéarstrukturen wird z.B.
in a-Helix und g-Faltblatt unterschieden, wobei entscheidende Informationen zur Faltung
bereits in der Primérstruktur, d.h. in der Aminoséuresequenz determiniert sind [160, [161].
Allerdings scheint die Faltung geméfs dem Levinthal-Paradoxon nicht zuféllig zu erfolgen,
sondern entlang eines vorgegebenen Pfads abzulaufen, da ein Ausprobieren aller moglicher
Konformationskombinationen unendlich viel Zeit in Anspruch nehmen wiirde [162].

Eine treibende Kraft der Faltung ist der hydrophobe Effekt, wonach sich hydrophile Ami-
nosduren in einem hydrophilen Lésungsmittel zur Aufenseite des Proteins ausrichten und
sich dazu ein hydrophober Kern bildet. Des Weiteren stabilisieren sich ausbildende Was-
serstoffbriicken, Disulfidbriicken, sowie ionische und van-der-Waals-Effekte das Protein.
Zudem wird die Faltung durch sogenannte Chaperone unterstiitzt, die eine Fehlfaltung
der Proteine verhindern koénnen. Egs ist bekannt, dass die Faltung nicht entlang von defi-
nierten Ubergangszustiinden abliuft [163]. Die Energielandschaft der Faltung kann mittels
eines dreidimensionalen Faltungstrichters (folding funnel) beschrieben werden, wodurch
das Levithal-Paradoxon umgangen wird. Der Ausgangspunkt bzw. die Weite der Trichter-
offnung entspricht dem Ensemble aller méglichen denaturierten Konformationen. An dieser
Stelle ist die Entropie maximal. Wird die Faltung induziert, dann minimiert sich die Entro-
pie, es werden lokale Energieminima des Trichters erreicht und semistabile Zwischenstufen
(molten globule) ausgebildet, in denen die Seitenketten der Aminosduren noch nicht op-
timal stabilisiert sind. Das globale Energieminimum entspricht der nativen Struktur. Um
den Prozess der posttranslationalen Proteinfaltung zu untersuchen, kann photoaktivierba-
res Puromycin verwendet werden. Die in der geschiitzten Form unterdriickte Funktion des
Puromycins kann durch einen mit Licht getriggerten Prozess freigesetzt werden, sodass
das Puromycin die Proteinsynthese stoppt und die posttranslationale Faltung des Protein-
Fragments induziert wird. Mittels NMR kann dann die Faltung beobachtet werden [164].
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Energielandschaft wahrend der Proteinfal-
tung, wobei die Energie in Abhéngigkeit der Anzahl an Konformeren gezeigt ist.

Dendritische Proteinsynthese

Kognitive Fahigkeiten wie das Gedéchtnis sind komplexe Prozesse, die im zentralen Ner-
vensystem ablaufen. Die Komplexitit ergibt sich aus der Zusammensetzung des Gehirns,
das aus 10 Nervenzellen besteht, welche iiber insgesamt 104~ Synapsen untereinander
verbunden sind und iiber Dendriten Signale aufnehmen kénnen. Bereits vor 70 Jahren wur-
de erkannt, dass die Proteinsynthese in Neuronen eine wichtige Rolle bei der Etablierung
eines Langzeitgedachtnisses spielt . Als Langzeitgedichtnis werden im Gehirn dauer-
haft abgespeicherte Informationen bezeichnet. Es wurde lange Zeit angenommen, dass sich
die fiir das Langzeitgedichtnis relevante Proteinsynthese in den Zellkernen der Neuronen
abspielt . Im Jahr 1996 wurde dann erstmals die Bedeutsamkeit der dendritischen
Proteinsynthese von Kang und Schuman nachgewiesen [167]. Die lokale Proteinsynthese
in den Dendriten ist ein wichtiger Faktor bei der Ausbildung der synaptischen Plastizi-
tat , welche der neuronalen Fahigkeit entspricht, ihre Morphologie und Funktion
je nach Aktivitdtsbedarf anzupassen. Die Plastizitét ist ein fundamentaler Mechanismus
beim Etablieren des Langzeitgedéchtnisses . Diese Langzeit-Plastizitdt scheint zudem
durch den lokalen Proteinabbau beeinflusst zu werden , der verantwortlich fiir
neurodegenerative Krankheiten wie Alzheimer, Huntington oder Parkinson ist , .
Zur Erforschung der lokalen Proteinsynthese sowie des Proteinabbaus ist es sehr inter-
essant, die wichtigen Proteine beobachten bzw. markieren zu kénnen. Experimentell war
es aufgrund der chemischen Ununterscheidbarkeit der Proteine schwierig, die interessanten
Proteine zu markieren. Ein Ansatz soll nun auf der Verwendung von photoaktivierbarem
Puromycin beruhen, wobei das Puromycin durch einen nichtinvasiven Lichtpuls freigesetzt
wird und sich dann in frisch hergestellte Proteine einbaut . Anschliefsend bindet ein
Puromycin- Antikérper selektiv an das Protein-Puromycin-Fragment, was eine fluoreszie-

rende Farbung auslost, sodass eine mikroskopbasierte Beobachtung der Proteine ermoglicht

wird [182].
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Kapitel 4

Experimentelles

4.1 Materialien

4.1.1 Untersuchte Verbindungen

Die in dieser Arbeit untersuchten Verbindungen (DEACM-OH und DEACM-Puromycin)
wurden von Isam Elamri des AK Schwalbe synthetisiert [138]. Ausgehend von dem kom-
merziell erwerblichen 7-Diethylamino-4-methylcumarin wird zunéchst der Cumarin Alkohol
DEACM-OH nach einer Strategie von Weinreich et al. hergestellt [183]. Hierzu wird die ge-
nannte Verbindung mittels DMF-DMA[T]in ein Enamin tiberfiihrt und anschlieRend durch
Natriumperiodat zu einem Aldehyd oxidiert. Dann erfolgt die Reduktion mithilfe von Na-
triumborhydrid zu DEACM-OH. Um die biologisch aktive Aminofunktion des Puromycins
als Carbamat zu schiitzen, ist es notwendig DEACM-OH zunéchst zu Aktivieren. Dies wird
durch die Reaktion mit Chlorameisensiure-4-nitrophenylester zu einem Aktivester reali-
siert. Tm Anschluss kann diese Verbindung in Gegenwart von DIPEAP| und DMAPF] mit

Puromycin zu der geschiitzten Verbindung DEACM-Puromycin reagieren.

4.1.2 Losungsmittel

Fiir diese Arbeit wird wasserfreies DMSO der Firma Carl Roth (ROTIPURAN, > 99,8%,
p-A.) und PBSH-Puffer mit einem pH-Wert von 7,4 verwendet. Der Puffer wurde im
AK Heckel mit den folgenden Konzentrationen hergestellt: 1,4 mM KHsPHO,4, 10 mM
NaHoPHOy4, 137 mM NaCl und 27 mM KCI.

4.2 Statische Absorptionsmessungen

4.2.1 Messungen im UV /vis-Bereich

Die Absorption der Proben im UV /vis-Bereich wird entweder mit dem Specord S600 oder
dem Specord S100 Spektralphotometer der Firma Analytik Jena aufgenommen, deren

! Dimethylformamid-Dimethylacetal

2Diisopropylethylamin

34-(Dimethylamino)-pyridin

*Phosphate Buffered Saline (phosphatgepufferte Salzldsung)
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Funktion jeweils auf der Diodenarraytechnik beruht. Diese Technik erlaubt das simultane
erfassen eines Wellenlédngenbereiches von 200 bis 900 nm.

Eine Probenlésung wird so hergestellt, dass die Absorption der betrachteten Absorptions-
bande im Bereich von 0,8 bis 1 OD in einer 1x1 cm Quarzglas-Kiivette lag. Fiir Belichtungs-
experimente wird die Probe iiber eine Belichtungseinheit angeregt, die eine 385 nm-LED
(Thorlabs) beinhaltete, deren Licht iiber eine Linse auf eine Glasfaser fokussiert und dann
auf die Probe geleitet wird. Die Belichtung erfolgte von oben, wobei die Kiivette mit einer
Quarzglasscheibe verschlossen wird. Wahrend der Belichtungsdauer wird die Probe geriihrt

und die Temperatur bei 20° iiber ein Peltier-Element konstant gehalten.

4.2.2 Messungen im IR-Bereich

Die statischen IR-Messungen werden mittels des FTIR-Spektrometers VERTEX 80 der
Firma Bruker aufgenommen. Die Probenkammer des Spektrometers wird wahrend der
Messung kontinuierlich mit Stickstoff gespiilt, um den Einfluss von Wasserdampf und
Kohlenstoffdioxid zu minimieren. Die Messungen erfolgten bei Raumtemperatur in einem
Wellenzahlbereich von 900-4000 ¢m ™! mit einer spektralen Auflésung von 2 em~!. Vor
jeder Messung und jedem Probenwechsel wird die Probenkammer mindestens 30 Minuten
gespiilt bevor mit einer Hintergrundmessung begonnen werden konnte. Zudem wird zu je-
der Probe eine Losungsmittelmessung durchgefiihrt.

Zur Probenvorbereitung werden zunéchst 36 uL der Probenlésung auf ein Calciumfluorid-
Fenster gegeben, anschliefend ein Teflon®-Ring mit einer Dicke von 50 pm dariiber plat-
ziert und dann ein zweites Fenster darauf gelegt. Damit die Probe dicht verschlossen war,
wird der Teflon®-Ring mit einer PTFE-Paste (Carl Roth) eingefettet. Die Konzentratio-
nen der Proben bewegten sich im mM-Bereich.

Fiir Belichtungsexperimente wird eine 385 nm-LED (Thorlabs) in die Probenkammer ein-
gesetzt, wobei zu garantieren war, dass die Probe vollstindig ausgeleuchtet wird. Um Ab-
sorptionsanderungen im IR-Bereich unter dem Einfluss der Belichtung zu messen, wird
zunéchst ein Spektrum ohne Lichteinfluss und dann im Abstand von 112 Sekunden wie-
derholt Spektren unter der LED-Belichtung aufgenommen bis keine Signaldnderungen mehr
zu beobachten waren. Die Spektren werden alle absolut zu einem zuvor aufgezeichneten

Hintergrundspektrum gemessen. Eine Losungsmittelkorrektur wird nicht vorgenommen.

4.3 Fluoreszenzsmessungen

4.3.1 Statische Fluoreszenzmessungen

Die statische Emission der in dieser Arbeit untersuchten Verbindungen wird mit dem Spek-
tralfluorimeter FP-8500 von Jasco Germany aufgenommen. Die Emission wird nach An-
regung mit 388 nm gemessen, wobei die Fluoreszenz im Bereich von 300-800 nm in einer
Schrittgrofe von 2,5 nm mit einer Abtastgeschwindigkeit von 200 nm/min detektiert wird.
Zu jeder Probe wird das entsprechende Lésungsmittel gemessen, um dessen Einfluss auf
die Fluoreszenz beriicksichtigen zu kénnen. Um Reabsorptionseffekte zu minimieren, wird

die Probenkonzentration so gewéhlt, dass die maximale Absorption der Probe kleiner als
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0,1 OD entlang der 10 mm Seite der 1x10 mm Kiivette war.
Zur Korrektur der Systemeigenschaften sowie der Reabsorption werden auf die aufgenom-

menen Fluoreszenzspektren die folgenden schrittweisen Korrekturen angewendet.

e 1. Basislinienkorrektur: Das unkorrigierte Spektrum wird einer Basislinienkorrektur
unterzogen, indem ein Mittelwert lim F},,;,, in einem Spektralbereich ohne Emission
gebildet und anschliefend vom Rohspektrum Fpgop(A) subtrahiert wird. Auf diese

Weise lassen sich Artefakte vermeiden.

Fkorrl ()\) = FRoh()\) - Mme (41)

e 2. Korrektur des Verlustes an Anregungsintensitdt: Hierbei wird beriicksichtigt, dass
die Anregungsintensitdt abhingig von der Wellenléinge aufgrund der Gerdtepara-
meter verschieden sein kann. Zudem muss beachtet werden, dass die Abfrage der
Fluoreszenz in einem 900 Winkel zur Anregungsrichtung erfolgt und bis zur Abfrage

typischweise % des Anregpulses zuriickgelegt wird.

ka’rl (A)
107 A 5

In (Gleichung 4.2| enspricht A(Ae;) dem Absorptionswert der Anregungswellenldnge,
bezogen auf die Gesamtlinge der Kiivette d und le“ Anteil am Lichtweg (d) in An-

Fkorr2(/\) - (42)

regungsrichtung bis zum Punkt der Detektion.

e 3. Korrektur der spektralen Eigenschaften des Detektorzweiges: Das bisher korri-
gierte Spektrum Fyopro(A) wird um die wellenldngenabhéngige Empfindlichkeit des

Detektors D(\) korrigiert.
o Fk:aer()\)

Fkorr3()\) - W (43)

e 4. Korrektur von Reabsorptionseffekte: Diese Korrektur in [Gleichung 4.4 ist insbe-

sondere wichtig, wenn Absorptions- und Emissionsspektrum der untersuchten Probe

iiberlappen,
FkorrS (A>

Forr A) = ———
k 4() 10_A(>‘)‘lebm

(4.4)

wobei A(\) das Absorptionsspektrum entlang der Seite d und leTm Anteil der Strecke,
bezogen auf den Lichtweg d, vom Aufsammelpunkt der Emission bis zum seitlichen
Rand der Kiivette ist.

4.3.2 Zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung

Um Fluoreszenzlebensdauern im Nanosekundenbereich zu bestimmen, eignet sich die Me-
thode der zeitkorrelierten Einzelphotonenzahlung (TCSP(ﬂ). Bei dieser Technik wird die
Zeitdifferenz zwischen Anregung und Emission einer Probe mittels eines elektronischen

Zahlers gemessen. Pro Anregpuls wird ein emittiertes Photon in zeitlicher Korrelation zum

"Time Correlated Single Photon Counting - TCSPC
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des Aufbaus zur TCSPC-Messung.

Anregpuls gezdhlt. Durch das mehrfache Wiederholen des Vorgangs resultiert am Ende
der Messreihe ein Histogramm, in welchem die gezéhlten Photonen in Bezug zur zeitli-
chen Differenz eingeordnet sind. Der ist zu entnehmen, dass ein Laserpuls
sowohl als Anregpuls als auch als Startsignal fiir die Messung fungiert, wobei das Signal
an eine Zidhlelektronik weitergeleitet wird. Das von der Probe emittierte Photon wird zu-
néchst mit einem Farbglasfilter vom Anregpuls abgetrennt, dann mittels eines Off-Axis
Paraboloidspiegels (Janos Technologies, A8037-205) aufgefangen und auf einen Doppelmo-
nochromator (Jobin-Yvon D3- 180 Gemini, Gitter 530 22 XXX, 330 nm holographic blaze)
geleitet. Anschliefkend trifft das Fluoreszenzlicht auf einen Photomultiplier (Becker & Hickl
PMC 100-4) und das Photosignal wird an eine computergesteuerte TCSPC-Karte (Becker
& Hickl, MSA-1000) mit 1024 Kanélen bei maximaler Zeitaufldsung von einer Nanosekun-
de weitergeleitet. Die Auflésung ist bedingt durch die zeitliche Auflésung der Laserpulse
sowie durch die Dauer der Signalverarbeitung der Messelektronik. Zudem muss bei der
Auswertung die Entfaltung der Instrumentenantwort(ﬁ) beriicksichtigt werden, wobei die
IRF anhand einer Losungsmittelmessung (DMSO) bestimmt wird. Durch eine wiederholte
Messung wird eine statistische Verteilung der Fluoreszenzlebensdauern erhalten, die einem
Abfall der Fluoreszenzintensitét entspricht. Die Probenlésung wird in 1x10 mm Quarzglas-
kiivetten gemessen, wobei eine Konzentration von etwa 0,1 mM gewahlt wird.

Die Datenanalyse erfolgt mit dem auf Matlab basierten Programm Tespcfit von J. Ender-
lein und R. Erdmann [184]. Bei der Auswertung ist eine multiexpontentielle Fitanayl-
se der Daten im Vergleich zur aufgenommenen IRF moglich. Das Programm macht sich
zur schrittweisen Anpassung ausgehend von einer abgeschitzten Lebensdauer den Nelder-
Meade Algorithmus zu nutze, wobei die Giite des Fits anhand der Groke der kleinsten
Fehlerquadrate abgelesen werden kann. Eine ausfiihrlichere mathematische Beschreibung
kann der folgenden Quelle entnommen werden |184].

Als Laserquelle diente hier ein Spectra-Physics Tsunami-Spitfire-System, wobei eine ge-
naue Beschreibung dieses Systems der Dissertation von N. Gildenhoff entnommen werden
kann [185|. Die Laserfundamentale von 775 nm wird iiber einen SHG-Prozess in die Anre-

gungswellenldnge von 388 nm umgewandelt.

Instrument Response Function - IRF
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Abbildung 4.2: Schematischer Darstellung des Clark MXR/CPA2001.

4.4 Femtosekundenlaserspektroskopie

4.4.1 Femtosekundenlaserquelle

Fiir die Erzeugung der Femtosekundenlaserpulse wird ein Clark-MXR CPA 2001 fiir IR-
Messungen bzw. ein Clark-MXR CPA 2010 fiir die UV /vis-Messungen verwendet. Beide
Lasersysteme bestehen aus den in dargestellten Komponenten: Laserdiode,
Faseroszillator, Strecker, Nd:YAG, Regenerativer Verstirker und Kompressor. Die Laser-
diode ist ein Halbleiterlaser (InGaAsE]) und liefert bei einer Wellenlédnge von 980 nm eine
Leistung von 160 mW. Das so erzeugte Licht wird {iber eine Faserverzweigung in den
Faseroszillator geleitet, wodurch im erbiumdotierten (Er3T) aktiven Medium eine Beset-
zungsinversion induziert wird. Der Oszillator besteht neben der dotierten auch aus einer
undotierten Faser sowie einer Freistrahlstrecke, die wiederum aus verschiedenen Kompo-

nenten besteht, um eine additive Puls-Modenkopplung zu ermdéglichen. Die Modenkopp-
A
2
%—Pliittchen), wodurch nur Laserstrahlen mit sehr hohen Intensitdten transmittiert wer-

lung basiert hierbei auf der nichtlinearen Polarisationsdrehung von Wellenplatten (5- und
den und ein Pulsbetrieb ermoglicht wird. Die Pulse besitzen eine Pulsdauer von 100 fs
sowie eine Zentralwellenldnge von 1550 nm und werden in einem Lithiumniobat-Kristall
(PPLNE-D auf eine Wellenldnge von 775 nm frequenzverdoppelt. Bevor die Pulse in den
Verstarker geleitet werden, ist eine Streckung der Pulse ndtig, um eine Zerstérung der
Optiken durch zu hohe Intensitdten auszuschlieffen. Mithilfe eines Gitterpulssteckers wer-
den die Pulsdauern auf circa 200 ps zeitlich gedehnt, sodass eine Abschwéchung der Pulse
um den gleichen Faktor resultiert. Dieser zeitlich gedehnte Puls wird dann als Seed-Puls
in den regenerativen Verstirker eingekoppelt, wo dieser auf einen frequenzverdoppelten
Pumppuls trifft, der mittels eines Nd:YAG{ﬂ-Laser generiert wird. Dieser Laser basiert auf

einem Nd:YAG-Kristall, der durch eine Blitzlampe mit kontinuierlicher Emission gepumpt

"Indiumgalliumarsenid
8periodisch gepolter Lithiumniobat
9Neodym:Yttrium-Aluminium-Granat
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des Aufbaus fiir transiente UV /vis-Messungen
im Femtosekundenbereich mit referenzierter Abfrage.

wird. Das so erzeugte Laserlicht mit der Wellenldnge 1064 nm wird dann mithilfe eines
KTP@-Kristalls auf 532 nm verdoppelt. Im Resonator befindet sich ein akusto-optischer
Piezokristall, wodurch eine Giiteschaltung realisiert wird. Der akusto-optische Modulator
erzeugt eine stehende akustische Welle, welche zu hohen Beugungsverlusten im Resonator
des Nd:YAG-Lasers fithrt und die Resonatorgiite reduziert. Durch das Ausschalten des Mo-
dulators erhéht sich sofort die Resonatorgiite, die Besetzungsinversion wird ausgenutzt und
der Resonator kann nach Passieren des Verdopplerkristalls in Richtung des regnerativen
Verstérkers verlassen werden. In diesem Verstirker ist ein Titan-Saphir-Kristall das akti-
ve Medium, sodass die Energie des zeitlich gestreckten Oszillatorpulses um einen Faktor
von 10% erhéht wird. Fiir eine erfolgreiche Verstirkung ist eine prizise zeitliche Abstim-
mung des Seed- und Pumppulses notwendig. Dies wird durch eine Pockelszelle ermoglicht,
die mit einer Taktrate von 1 kHz betrieben wird und die Polarisation des transmittier-
ten Lichtes abhéngig von der angelegten Spannung drehen kann. Die Besetzungsinversion
wird im Ti:Sa Medium generiert, wobei die Pockelszelle den Seedpuls an der Einkopplung
in den Resonator hindert, um eine spontane Laseremission zu umgehen. Hat sich die Be-
setzungsinversion aufgebaut, wird der Seedpuls eingekoppelt und simultan der Resonator
geschlossen. Innerhalb weniger Resonatorumliufe kann der Puls dann die Besetzungsinver-
sion abrdumen, sodass die gewiinschte Verstdrkung der Pulse resultiert. Die verstarkten
Pulse kénnen durch eine erneute Polarisationsdrehung den Resonator verlassen, wobei ein
Zuriicklaufen der Pulse in den Strecker durch einen sogenannten Faraday Rotator verhin-
dert wird. Nach der Auskopplung aus dem regenerativen Verstérker wird der Puls durch

einen Gitterkompressor auf eine Pulsdauer von circa 170 fs komprimiert.

10K aliumtitanylphosphat
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Abbildung 4.4: Aus dem Einsatz eines Unterbrecherrades im Strahlengangs des Anreg-
sowie des Abfragepulses resultierendes Pulsschema.

4.42 UV/vis

Die Femtosekunden zeitaufgelosten Absorptionsmessungen im UV /vis-Bereich werden an
der in gezeigten Anlage durchgefiihrt, die von L. Dworak aufgebaut wur-
de. Der Fundamentalpuls mit der Wellenlénge 775 nm wird zunéchst in einen Anreg- und
einen Abtastpuls aufgeteilt. Im Anschluss passiert der Abtastpuls ein Unterbrecherrad,
sodass die Pulse entsprechend geblockt werden. Anschliefend wird der Puls
in einen CaFﬂKristall fokussiert, um ein Superkontinuum-Weifslicht zu generieren. Das
erzeugte Weiklicht wird dann aufgeteilt, wobei ein Anteil zur Abfrage durch die Probe und
der Andere zur Referenzierung der Messung an der Probe vorbei geleitet wird, um ein bes-
seres Signal-zu-Rausch-Verhiltnis zu erhalten. Beide Pulse werden je auf ein Spektrometer
mit 64 Kanélen zur Datenerfassung geleitet. Zur Probenanregung wird der Fundamen-
talpuls dann individuell zur gewiinschten Wellenldnge konvertiert. In dieser Arbeit wird
ein Anregpuls der Wellenldnge 388 nm verwendet, der durch einen SHG-Prozess des Fun-
damentalpulses in einem BBO-Kristall (d=0,5 mm; 6=30°) generiert wird. Zur zeitlichen
Kompression der Pulse wird der Anregpuls iiber einen Prismenkompressor geleitet. Zudem
befindet sich auch im Strahlengang der Anregung ein Unterbrecherrad, sodass fiir dieses
Experiment insgesamt ein Pulsschema geméif resultiert. Zur zeitlichen Ver-
zogerung des Anregpulses gegeniiber dem Abtastpuls wird der Anregpuls iiber eine rium-
lich variable Verzogerungsstrecke geleitet. Mithilfe eines %—Pliittchens wird die Polarisation
des Anregpuls um 54,7° im Vergleich zum Abtastpuls gedreht, um polarisationsbedingte
Anisotropie zu vermeiden. Anschlieffend treffen die beiden Pulse am Probenort aufeinan-
der, wobei darauf zu achten ist, dass der Strahldurchmesser des Abtast- im Vergleich zum
Anregpuls kleiner ist, um zu garantieren, dass nur die jeweils homogen angeregte Probe
abgetastet wird. Die Daten werden mit dem auf einer globalen Lebensdaueranalyse (GLA)
basierenden Programm OPTIMUS von C. Slavov analysiert [186]. Als Ndherung wird ein

multiexponentielles Model an die Daten angepasst, das foldende mathematische Form hat:

N
—t
S(Apumpv Aprobev t) = Z Az ()\probea )\pumpTi) exrp <> (45)

T
i=1 v

wobei N der endlichen Anzahl der Zerfallskomponenten, A den wellenlingenabhingigen

Amplituden und 7 den respektiven Lebensdauern entspricht. Das Ergebnis der Anpassung

1 Calciumfuorid
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Abbildung 4.5: Schematische Darstellung des Messaufbaus fiir Femtosekundenspektro-
skopie im TR-Bereich.

ist ein zerfallsassoziiertes Spektrum (DASP__QD7 in dem die Amplituden als Funktion der
detektierten Wellenldnge dargestellt sind und diese den Einfluss einer jeden Lebensdauer
auf das gemessene Spektrum zeigen. Die Zerfallsfunktion ist mit einer idealisierten IRF
gefaltet, die durch eine Gaufische Fehlerfunktion dargestellt ist. Die aus der Anpassung
erhaltene Breite der IRF wird zur Bestimmung der zeitlichen Auflésung des Experiments
herangezogen. Typischerweise wird mit einer maximalen Zeitauflésung von 100 fs gemessen.
Die gemessenen Transientenkarten werden um den Chirp des Abfragepulses korrigiert und
der Zeitnullpunkt mittels eines Polynomenfits angepasst. Das aus der Messung resultierende
kohérente Artefakt wird mit einer Gaukfunktion sowie deren erster und zweiter Ableitung
simuliert und dann von den gemessenen Daten subtrahiert [187, [188]. Alle hier gezeigten

Daten werden um die genannten Einfliisse korrigiert.

4.4.3 IR

Die in schematisch dargestellte IR-Anlage wurde von K. Neumann aufge-
baut [189]. Die Erzeugung der Anregpulse beruht auf dhnlichen Geometrie, wie bereits fiir

die sichtbare Anlage beschrieben, sodass sich hier besonders auf die Erzeugung der Ab-
tastpulse im mittleren Infraroten konzentriert wird. Die Abtastpulse werden mittels eines
zweistufigen OPA-Prozesses mit anschliefsender Differenzfrequenzerzeugung generiert, wie
von Hamm et al. beschrieben [190]. Der Fundamentalpuls wird zunéchst in einen Strahlen-
gang fiir den Anreg- und einen Abtastpuls aufgeteilt. Darauthin wird der Fundamentalpuls

im Abtastpuls erneut in zwei Strahlengénge geteilt, wobei ein Teil zur Weiklichterzeugung

2Decay Associated Spectra - DAS
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in einen Saphirkristall fokussiert wird. Der andere Teil wird zunéchst {iber eine variable
Verzogerungsstrecke gefithrt und dann weiter aufgeteilt, sodass er jeweils als Pumppuls in
dem OPA-Kristall fungieren kann. Fiir die erste Stufe des OPA wird das zuvor erzeugte
Weiklicht als Seedpuls und der Fundamentalpuls als Pumppuls in einen BBO-Kristall fokus-
siert, um einen OPA-Prozess geméf der Typ II Phasenanpassung zu realisieren. Aus diesem
Prozess entstehen ein Signalpuls und Idlerpuls, der nicht weiter ben6tigt und deshalb ent-
fernt wird. Der Signalpuls ist iiber die Kristallorientierung in einem Bereich von 1,2 bis
1,45 pm durchstimmbar und wird zunédchst {iber eine variable Verzégerungsstrecke geleitet.
Anschliefsend wird der Signalpuls zuriick in den BBO-Kristall fokussiert, wo dieser mit dem
Fundamentalpuls iiberlagert wird, um den zweiten OPA-Prozess zu induzieren. Die daraus
entstehenden Signalpuls und Idlerpuls werden mithilfe eines dichrotischen Spiegel getrennt.
Der Signalpuls wird dann iiber eine variable Verztgerungsstrecke geleitet und dann wieder
mit dem Idlerpuls in einen AgGaSZFEI Kristall zur Generierung der Differenzfrequenz fo-
kussiert und berlagert. Das nun entstandene mittlere infrarote Licht ist in einem Bereich
von 3 bis 10 pm durchstimmbar. Der Abtastpuls wird dann durch einen Germaniumfilter
zur Entfernung von verbliebenen Anteilen des Signalpulses und Idlerpulses in eine abge-
schlossene Box geleitet, die mit trockener COqo-freier Luft gefiillt ist. Diese Trockenluft wird
durch einen Spiilgasgenerator von Typ PG85L (CMC Instruments, Eschborn) durch die
Reinigung von Druckluft in Molekularsieben erzeugt, wodurch der Einfluss von dem in der
Luft befindlichem Wasserdampf als Storfaktor bei der Messung minimiert wird. Obwohl die
schmalen Absorptionsbanden der Rotationsschwingung des Gases spektral nicht aufgelost
werden, fithrt die Absorption dieser diskreten Linien zur Veréinderung des Spektrums und
zur Modulation des zeitlichen Verlauf des Abtastpulses. Zudem wird durch die Absorption
von Wasserdampf eine kohérente Polarisation und somit ein freier Induktionszerfall indu-
ziert. Hierbei wird MIR-Licht emittiert, welches wiederum absorbiert werden kann. Die
abgestrahlten Wellen konnen zu verschiedenen Zeiten an unterschiedlichen Orten interfe-
rieren, wodurch ein komplexer Pulszug generiert wird. Aufgrund der geringen Linienbreiten
der Rotationsiibergéngen in Gasen sind deren T»-Zeiten relativ grofs, sodass die abfallende
Flanke des Pulses um einige zehn Pikosekunden verzerrt werden kénnen. Uber eine weitere
variable Verzégerungsstrecke wird dann die zeitliche Verzogerung zum Anregpuls realisiert,
wobei die beiden Pulse dann am Probenort aufeinander treffen. Der Abtastpuls wird dann
in das Spektrometer Sure-Spectrum 250is (CHROMEX, Albuquerque, USA) mit einem
MCT@Detektorgeleitet, der 32 Messkanile zur Verfiigung stellt. Es kann in einem Spek-
tralbereich von <1 um bis etwa 13 pm mit einer maximalen Empfindlichkeit von 12 pum
gemessen werden.

Die Datenanalyse wird mit dem auf der Skriptsprache IDL beruhenden Programmpaket
z20 von I. Lutz und S. Spoérlein durchgefithrt [191} |192]. Zunéchst werden die einzelnen
Durchliufe der Messung gemittelt und daraufhin der zeitliche Nullpunkt korrigiert. Zur
weiteren Auswertung der transienten Spektren wird anhand eine globale Fi-
tanalyse ausgefiihrt, wobei die Daten eine Summe aus n exponentiellen Zerfallsfunktionen

entwickelt werden. Die Zerfallsfunktion ist dabei mit der Apparatefunktion gefaltet, welche

13Silberthiogallat
'Mercury-Cadmium-Telluride (Quecksilber-Cadmium-Tellurid)
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durch die Fehlerfunktion erf(x) = % Iy et dt dargestellt wird.

(4.6)

w? (D
AA(D,t) = ZAz‘('D)exp< 4722) - ;) [;erf (M) + %

27;

In [Gleichung 4.6| entspricht w der Kreuzkorrelationsbreite der gaufsférmigen Pulse. Ausge-
hend von einer gegebenen Anzahl an Zeitkonstanten N wird ein nichtlinearer Levenberg-
Marquart-Algorithmus angewendet, der die Summe der quadratischen Abweichungen fiir
alle Zeiten t; sowie Wellenzahlen v gleichzeitig minimiert. Das Ergebnis stellen dann die
global optimierten Zeitkonstanten 7; und die dazugehorigen wellenzahlabhdngigen Ampli-
tuden A;(0) dar.



Kapitel 5
Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der quantenmechanischen und spektroskopischen
Charakterisierung von DEACM-Puromycin sowie des korrespondierenden Photoproduk-
tes DEACM-OH vorgestellt und diskutiert. Zunéchst erfolgt dabei die Auswertung der
quantenmechanischen Studie der Cumarin-geschiitzten Verbindung im Hinblick auf die
elektronischen Molekiilzustinde im Grundzustand und angeregten Zustand. Des Weite-
ren folgt eine Untersuchung der photophysikalischen Eigenschaften anhand von statischen
Messungen der Absorption und der Fluoreszenz im UV /vis-Bereich. Im Zusammenspiel
mit zeitaufgelosten Fluoreszenzmessungen ist dadurch ein Einblick in die ersten Schritte
der photoinduzierten Uncaging-Reaktion gegeben. Die Dynamik auf der Femtosekunden-
bis Nanosekunden-Zeitskala wurde mittels Anreg-/ Abtast-Spektroskopie verfolgt und tragt
zu einem erweiterten Bild des Reaktionsschemas bei. Durch eine Kombination der IR-
Absorptionsmessungen und den DFT-Rechnungen konnte ein eindeutiger Nachweis fiir das
erfolgreiche Uncaging gegeben werden.

In dieser Arbeit gelang es, den Reaktionsmechanismus, welcher in der Literatur von Scha-
de et al. fiir Cumarin-Ester etabliert wurde [141], auf Cumarine mit Carbamat-Linker
zu adaptieren und somit ein detailliertes Bild fiir den Uncaging-Prozess von DEACM-
Puromycin zu entwickeln [138]. Zudem wurde die biologische Anwendbarkeit von DEACM-
Puromycin in Zellen nachgewiesen. Der hier verwendete cage zeichnet sich durch verbes-
serte photochemische bzw. -physikalische Eigenschaften gegeniiber dem bereits etablierten
NVOC-Puromycin aus, sodass zukiinftig DEACM-Puromycin bei Anwendungen in biolo-

gischen Systemen zu bevorzugen ist.

5.1 Elektronische Zustinde von DEACM-Puromycin
und DEACM-OH

5.1.1 Quantenmechanische Rechnungen

Um eine vollstindige Charakterisierung der elektronischen Zustinde des Cumarin-geschiitz-
ten Systems zu erhalten, wurden DFT-Rechnungen auf dem Theorielevel von B3LYP unter

Verwendung des cc-pVDZ-Basissatzes mit dem Programmpaket Gaussian09 [193| durch-
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Abbildung 5.1: Ausgewihlte Molekiilorbitale, die an elektronischen Ubergingen beteiligt
sind. Es sind jeweils die Hauptbeitrige der Uberginge dargestellt (a). Oszillatorstirken der
Ubergénge in Abhingigkeit von der Wellenléinge (b).

gefithrt. Auf das System wurde ein implizites Losungsmittelmodell mithilfe von CPCME]
in Form von DMSO angewendet. Zur Vereinfachung des Systems wurde das Puromycin-
Gertist durch eine Methylcarbamat-Funktion ersetzt. Bereits von Landgraf et al. wurde
nachgewiesen, dass die strukturellen Eigenschaften des Biomolekiils keinen Einfluss auf
die elektronischen Zustande haben [112], sodass die Subsitution von Puromycin durch die
Methylcarbamat-Funktion gerechtfertig ist. Aus den Berechnungen geht hervor, dass nach
vertikaler Anregung der energiedrmste angeregte Zustand im Singulet geméif eines Sp-S7-
Ubergangs mit einem 7-7*-Charakter besetzt wird. Der Ubergang erfolgt bei 3,10 eV mit
einer Oszillatorstirke von 0,649 und entspricht einem reinen HOMO-LUMO-Ubergang (sie-
he . Es handelt sich um den Ubergang mit der groften Oszillatorstirke des
Systems. Alle Molekiilorbitale (MOs), die zum HOMO beitragen, sind iiber das aromati-
sche Cumarin-Geriist sowie den 7-Diethylaminosubstituenten lokalisiert. Das ausgedehn-
te m-System erklért somit das im Vergleich zu anderen Cumarin-Derivaten bathochrom
verschobene Absorptionsmaximum. Ein &dhnliches Verhalten wurde von Bourbon et al.
gezeigt [194]. Der Anteil des Substituenten am LUMO ist geringer ausgepragt. Infolge ei-
ner Anregung in den S;-Zustand scheint ein Ladungstransfer der Amino-Einheit auf das

Cumarin-Geriist moglich zu sein. Im Gegensatz zum HOMO sind am LUMO auch MOs

!Conductor-like Polarizable Continuum Model
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Abbildung 5.2: Schematische Darstellung der geometrieoptimierten Strukturen des Sg-
(grau) und des Sq-Zustandes (rot) aus verschiedenen Perspektiven. Zur Veranschaulichung
sind die nach Photoanregung gespaltene C-O-Bindung (orangefarben) sowie die beiden
Ethylketten des 7-Diethylamino-Subsituenten farblich hervorgehoben, wobei die Ethylket-
ten in « (griin) und B (blau) unterschieden sind.

des 4-Substituenten beteiligt.

Der zweite angeregte Zustand mit einer Energie von 4,1 eV wird nach einem HOMO-1-
LUMO-Ubergang besetzt und besitzt eine Oszillatorstirke von 0,027. Aus einem HOMO-
1-LUMO+1-Ubergang resultiert der dritte angeregte Zustand bei 4,40 eV mit einer Os-
zillatorstérke von 0,096. Bemerkenswert ist, dass das HOMO-1 hauptsichlich entlang des
4-Substituenten lokalisert ist, sodass eine Anregung in die beiden genannten Zustinde eine
Elektronendichteverschiebung des Substituenten auf das Cumarin-Geriist zur Folge hét-
te. Die beiden niichsten Ubergiinge sind aufgrund einer Oszillatorstiirke kleiner als 0,005
verboten. Allerdings weist der Ubergang in den sechsten angeregten Zustand eine Oszilla-
torstirke von 0,154 bei 4,91 eV auf, wodurch in Uberlagerung mit dem So- und S3-Zustand
die UV-Absorption von diesem Cumarin-Derivat erklirt werden kann. Der Ubergang ent-
spricht einem HOMO-LUMO+2-Ubergang.

Da es sich bei dem Sp-S1-Ubergang um den Ubergang mit der grokten Oszillatorstéirke han-
delt, wurden die Geometrien der beiden Zusténde weitergehend analysiert, sodass zunéchst
eine Geometrieoptimierung der genannten Zustinde durchgefithrt wurde. Als Resultat zeig-
te sich, dass im Grundzustand das Cumarin-Geriist sowie der Stickstoff der 7-Diethylamino-
Substituenten in einer Ebene liegen (siche [Abbildung 5.2)). Die beiden Ethylketten dieses
Substituenten ragen dabei aber aus dieser Ebene heraus, wobei sie sich so entgegensetzt
zueinander anordnen, dass sie den groftmoglichen Abstand einnehmen konnen. Im ersten
angeregten Zustand sind die Ethylgruppen im Vergleich zur Grundzustandsstruktur leicht
verdreht. Zudem wurde beobachtet, dass die infolge der Photoreaktion zu spaltende C-O
Bindung im angeregten Zustand um 8% ldnger ist als im Grundzustand, was bereits ei-
ne potentielle Abspaltung andeutet. Sehr signifikant ist die Differenz der Dipolmomente
der beiden Zustinde. Wiahrend im Grundzustand ein Dipolmoment von 7,62 D vorliegt,
besitzt der S7 ein Dipolmoment von 13,99 D. Eine Erkldrung hierfiir kénnte eine Um-

verteilung der Elektronendichte nach Anregung sein [138]. Dieser signifikante Unterschied
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Abbildung 5.3: Absorptionsspektrum von DEACM-Puromycin (rot) und reinem
DEACM-OH (grau).

in der Polaritdt der beiden Zustdnde wird im Weiteren durch eine Losungsmittelstudie
experimentell untersucht, da durch ein polares Lésungsmittel eine Stabilisierung des Sj-
Zustandes zu erwarten wire, die sich in einem UV /vis-Spektrum in einer Verschiebung zu

kleineren Emnergien dufert.

5.1.2 UV /vis-Absorption

Das Absorptionsspektrum des Cumarin-Alkohols DEACM-OH ist dominiert von einem
Absorptionsmaximum bei 375 nm (siehe [Abbildung 5.3). Diese Absorptionsbande resul-
tiert aus einem m-m*-Ubergang, welcher im Vergleich zu anderen Cumarin-Derivaten ba-
thochrom verschoben ist. Da diese Bande auch zur Anregung der geschiitzten Verbindung
genutzt wird, ergibt sich im Hinblick auf biologische Anwendungen die Méglichkeit ei-
ner Initiilerung der Photoreaktion mit einer Wellenldnge grofser als 380 nm hilft etwaige
Photoschéden einer Probe infolge von UV-Absorption zu minimieren. Reines Puromycin
absorbiert bei 280 nm, wobei die Absorption von der Adenosin-Einheit verursacht wird,
sodass eine Anregung oberhalb von 380 nm keine Schidigung des Puromycins auslésen
sollte.

Das Absorptionsspektrum von DEACM-Puromycin geht nicht aus einer exakten Uberla-
gerung der beiden Einzelkomponenten hervor, da das Absorptionsmaximum von DEACM-
Puromycin gegeniiber dem reinen DEACM-OH um 5 nm rotverschoben ist. Diese energeti-
sche Absenkung scheint durch den Carbamat-Linker der geschiitzten Verbindung induziert
zu sein, indem eine Ausweitung des w-Systems aufgrund des freien Elektronenpaars des
Sauerstoffs aus dem Carbamat-Linker herbeigefiihrt wird. Dennoch kann aus den Spek-
tren abgelesen werden, dass sich Photoprodukt und DEACM-Puromycin in ihrer UV /vis-
Absorption nur marginal unterscheiden. Diese geringen Absorptionsunterschiede erhéhen
die Schwierigkeit der Detektion des Uncagings im UV /vis-Bereich.

Das Absorptionsverhalten in verschiedenen Lisungsmittelzusammensetzungen wurde un-
tersucht, indem schrittweise der Anteil an protischem Lésungsmittel mithilfe von PBS er-
hoht wurde (Tabelle 5.1)). Es zeigt sich, dass sowohl DEACM-Puromycin als auch DEACM-
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Tabelle 5.1: Absorptionsmaxima von DEACM-Puromycin und DEACM-OH in verschie-
denen Losungsmittelzusammensetzungen.

Verbindung Amaz [nm]
DMSO DMSO/PBS 4:1 DMSO/PBS 2:1
DEACM-Puromycin 380 386,5 389,5
DEACM-OH 375 379,56 383,95

OH eine bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums in Gegenwart eines proti-
schen Losungsmittels erfahren, wobei dieser Effekt aus der gemeinsamen Cumarin-Struktur
resultiert. Die bathochrome Verschiebung belegt eine Stabilisierung des angeregten Zu-
stands, die infolge einer intermolekularen Wasserstoffbriickenbindung zwischen Wassermo-
lekiilen des Losungsmittels und dem Carbonyl-Sauerstoff des Cumarins auftritt [195].
Eine Belichtung mit 385 nm fiihrt gemif zu einer Absorptionsabnahme
von DEACM-Puromycin bei 380 nm, was neben der Absorptionszunahme im Bereich der
Puromycin-Bande bei 280 nm auf ein erfolgreiches Entschiitzen der Probe hindeutet. Es
sind zwei eindeutige isosbestische Punkte bei 330 nm und bei 414 nm zu identifizieren,
die auf ein Zweizustandssystem hindeuten. Der isosbestische Punkt entspricht dem spek-
tralen Punkt im Ensemble aller Einzelspektren an dem Edukt und Produkt den gleichen
Extinktionskoeffizienten unabhingig von der gegenwértigen Gleichgewichtslage aufweisen.
Das Auftreten mehrerer isosbestischer Punkte deutet an, dass die Reaktionspartner bei
zwei Wellenldngen den gleichen Extinktionskoeffizienten aufweisen.

Die Reaktionslosung férbt sich infolge der Belichtung gelblich, was durch die entstehen-
de Bande bei 450 nm bewirkt wird. Diese Absorptionsbande lisst sich nicht durch das
simultan entstehende Produkt DEACM-OH erkléren, welches durch HPLCﬂ-Spektren SO-
wie anschlielender Massenanalyse von Isam Elamri als Hauptprodukt nachgewiesen wurde
[138]. Zudem wurde DEACM-OH auch in zuvor publizierter Literatur als das Hauptpro-
dukt bei der Belichtung von Cumarin-geschiitzten Estern [134, (142 147} 196, |197| identi-
fiziert. Das hier entstehende Photoprodukt wurde auch bei der UV-Belichtung von ande-
ren DEACM geschiitzten Verbindungen beobachtet [198]. Van Wilderen et al. weisen da-
bei daraufhin, dass eine grof spektrale Ahnlichkeit zwischen dem Photoprodukt und dem
Cumarin-Aldehyd vorliegt. Jedoch wurden bei Belichtungsexperimenten im IR-Bereich die
Entstehung einer Carbonylschwingung nicht beobachtet, was aufgrund der zusétzlichen
Carbonylschwingung des Cumarin-Aldehyds aber zu erwarten wire. Begriindet wurde dies
mit einem geringen prozentualen Anteil an Cumarin-Aldehyd nach Belichtung. Eine eindeu-
tige Identifikation des Photoprodukts liegt nicht vor, sodass weitere Analysen unternommen
wurden. Das Produkt ist iiber mehrere Tage in Losung stabil, sodass ausgeschlossen werden
kann, dass es sich um eine reaktive Spezies handelt. Um zu untersuchen, ob ein &hnliches
Produkt infolge der UV-Belichtung von dem reinen Cumarin-Alkohol DEACM-OH ent-
steht, wurde auch dieses entsprechend belichtet. Hierbei wurde keine Absorptionszunahme

im Bereich von 450 nm beobachtet, vielmehr wurden keine signifikanten Absorptionsinde-

2High Performance Liquid Chromatography (Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
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Abbildung 5.4: Reaktionsspektren infolge der 385 nm-Belichtung (12 mW fiir 1000s) von
DEACM-Puromycin in DMSO, wobei das Startspektrum in Blau und das Spektrum nach
1000 s in Rot dargestellt ist (a) Die Spektren wurden im Abstand von 60 s aufgenommen.
Differenzspektrum aus dem Spektrum vor und nach Belichtung (b).

rungen im untersuchten Spektralbereich zwischen 200-800 nm detektiert.

Der Einfluss der Losungsmittelzusammensetzung auf das beobachtete Phinomen wurde
analysiert, indem DEACM-Puromycin in verschiedenen Anteilen an wéssriger Lésung be-
lichtet wurde. Aus dieser Untersuchungsreihe geht hervor, dass in allen Lésungsmittelzu-
sammensetzungen eine Abnahme der DEACM-Puromycin Konzentration zu beobachten
war, aber mit steigendem Wasseranteil wesentlich weniger von der Spezies mit der Ab-
sorption bei 450 nm gebildet wird oder diese instantan weiterreagiert. Kamatham et al.
beschreiben die Entstehung eines durch die Belichtung generierten DEACM-Carbokations,
welches erst im Uberschuss von Wasser reagiert [199]. Hierdurch wiirde jeodch nicht zwangs-
laufig die Absorption bei 450 nm zu erkléren sein. Eine weitere Analyse mittels HPLC und
Massenspektrometrie deutet aufgrund einer zweifachen Masse dieses Photoproduktes von
DEACM-OH auf die photoinduzierte Dimerisierung nach Ausbildung des Carbokations
mit DEACM-OH hin. Dass sich in einem Lésungsmittel mit hherem Wasseranteil weni-
ger von dem Photoprodukt mit der Absorption bei 450 nm bildet, spricht dafiir, dass das
Carbokation in Gegenwart von Wasser bevorzugt zu DEACM-OH reagiert. Anscheinend
stehen die Dimerisierung und die Hydratation zur Bildung von DEACM-OH in Konkurrenz
zueinander. Fiir die Freisetzung des Biomolekiils scheint die Art der Reaktion des cages zu-
néchst unerheblich, da sie sich geméf nach der Abspaltung des Puromycins
ereignet. Sowohl in aprotischem Ldsungsmittel als auch in Wasser wurde die erfolgreiche

Freisetzung von Puromycin beobachtet [138].

5.1.3 Fluoreszenz

Zur Analyse der Fluoreszenzeigenschaften der geschiitzten Verbindung wurde die Emission
in Abhéngigkeit von der Anregungswellenldnge detektiert. Aus|[Abbildung 5.6| geht hervor,

dass das Emissionsmaximum unabhéngig von der Anregungswellenldnge bei 459 nm liegt.
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Abbildung 5.5: Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus zur photolytischen
Freisetzung von Puromycin aus einer DEACM-geschiitzten Verbindung nach [138].

Die Emission erfolgt aus dem Si-Zustand, welcher nach Anregung mit 380 nm besetzt
wurde. Dieses Verhalten ist analog zu DEACM-OH, sodass die strukturellen Unterschiede
der beiden Verbindungen keinen Einfluss auf die Fluoreszenz zu haben scheinen. Eine Er-
hohung des Wasseranteils im Losungsmittel induziert eine bathochrome Verschiebung des
Emissionsmaximums vergleichbar zur UV /vis-Absorption. Die spezifische Wechselwirkung
mit dem protischen Losungsmittel fiihrt folglich zu einer Stabilisierung des angeregten
Zustandes, welche mit zunehmenden Anteil an Wasser verstirkt wird. Des Weiteren ist
zu beachten, dass 7-Aminocumarine aufgrund des elektronenschiebenden 7-Diethylamino-
Substituenten und der elektronenziehenden Carbonylfunktion des Cumarin-Grundgeriistes
einen intramolekularen Ladungstransfercharakter (ICT) im angeregten Zustand aufweisen
kénnen [200-202]. Nach Anregung wird zunéchst ein locally excited Si-Zustand (Si(LE))
populiert, der sich dann unter dem Einfluss des Ldsungsmittels in einen polaren ICT-
Zustand (S1(ICT)) umwandelt, wie bereits fiir andere Systeme beschrieben [203-205]. Die
Ausbildung eines ICT-Zustands wird durch die grofe Differenz der Dipolmomente zwi-
schen Grundzustand und angeregtem Zustand belegt. Daraus folgt, dass der sehr polare
angeregte Zustand durch die erhohte Polaridt des anwesenden Losungsmittels stabilisiert
wird und eine bathochrome Verschiebung des Emissionsmaximums induziert. Diese Sta-
bilisierung ist auch in dem aprotischen Ldsungsmittel DMSO zu beobachten, was auf die
hohe Dielektrizitdtskonstante von DMSO zuriickzufiihren ist [206].

Zudem ist in einem protischen Losungsmittel eine definierte Schulter im Emissionsspektrum
oberhalb von 520 nm zu erkennen (Abbildung 5.6 (b)), wobei dieses Phénomen auch bei
dem Photoprodukt DEACM-OH zu beobachten ist. Dies kann mit der Anwesenheit eines
angeregten Zustands erklirt werden, der energetisch im Vergleich zu dem Zustand mit
ICT-Charakter abgesenkt ist. Dies kann zu einem durch intermolekulare Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen im S;, durch das Vorliegen eines verdrillten intramolekula-
ren Ladungstransferzustandes (TICT) oder aus einem Zusammenspiel beider Moglichkeiten
begriindet werden [207), |208]. Bei einem TICT-Zustand bildet die 7-Diethylaminogruppe
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Abbildung 5.6: Fluoreszenzspektren von DEACM-puormycin in DMSO, wobei die An-
regungswellenldnge gegen die Emission aufgetragen ist und die Fluoreszenzintensitat die z-
Achse darstellt, sowie einem Absorptionsspektrum von DEACM-Puromycin (a). Emissions-
spektrum von DEACM-Puromycin in einem Losungsmittelgemisch aus DMSO/PBS 2:1
(grau), wobei der Anteil an ICT-Zustand (blau) und an TICT-Zustand (rot) mit dazuge-
horigen Strukturformeln dargestellt sind.

infolge der Verdrillung eine pyramidale Struktur aus, sodass sie sich im Gegensatz zu dem
ICT-Zustand nicht mehr in einer Ebene mit der Cumarin-Einheit befindet und eine voll-
stdndige Landungstrennung erfolgt . Ein solcher TICT-Zustand wurde bereits
auch fiir andere Fluorophore beschrieben . Fiir die Entstehung des TICT-Zustandes
aus dem ICT-Zustand ist es notwendig, dass die 7-Diethylaminoeinheit frei drehbar ist, so-
dass dementsprechend bei Cumarin-Derivaten mit einer verbriickten 7-Aminoeinheit kein
TICT-Zustand beobachtet wurde. Zudem muss sich die Probe in einem polaren protischen
Lésungsmittel befinden, da durch intermolekulare Wasserstoftbriickenbindung der ladungs-
separarierte Zustand stabilisiert wird . Des Weiteren spielt die Viskositit des Mediums
eine Rolle. So wurde von Jones et al. kein TICT-Zustand in hochviskosen Medien aufgrund
der Verhinderung der Rotation der Aminogruppe beobachtet . Die Existenz eines
solchen Zustands dufert sich dann bei 7-Aminocumarinen in einer abnehmenden Fluores-
zenzquantenausbeute bei zunehmenden Anteil an protischem Lésungsmittel . Es wird
davon ausgegangen, dass der TICT-Zustand einen zusitzlichen Kanal fiir nichtstrahlende

Prozesse bereitstellt.
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Abbildung 5.7: Fluoreszenzspektren von DEACM-Puromycin (a) und DEACM-OH (b)
in verschiedenen Losungsmittelgemischen. Die Spektren wurden unter Beriicksichtigung
der ermittelten Fluoreszenzquantenausbeute skaliert.

Fluoreszenzquantenausbeute

Die Fluoreszenzquantenausbeute (FQA) ist definiert als das Verhéltnis aus der Anzahl
an fluoreszierenden (Ny;) Teilchen zu den zuvor absorbierten Photonen (Ng). Eine al-
ternative Formulierung der FQA kann iiber die Ratenkonstanten k erfolgen, indem das
Verhéltnis aus den Ratenkonstanten fiir die strahlende Desaktivierung kg und der Summe
der Ratenkonstanten aus allen moglichen Desaktivierungsprozessen (ky, + kg;) gebildet

wird (Gleichung 5.1). Generell gilt ¢ < 1, da u. a. Stokprozesse mit den Losungsmittel-

molekiilen auch zur Relaxation des angeregten Zustandes beitragen kdnnen.

Nfl _ kfl
Nabs km" +kfl

Op = (5.1)
Die l6sungsmittelabhéngigen Fluoreszenzquantenausbeuten ¢ von DEACM-Puromycin
und DEACM-OH wurden mittels der relativen Methode geméf der Anleitung der Firma
Horiba Scientific bestimmt [131]. Der Ansatz beruht darauf, die Fluoreszenz einer Kon-
zentrationsreihe eines Fluorophors mit bekannter FQA sowie der zu untersuchenden Probe
aufzunehmen. Anschliefend wurden die integrierten Fluoreszenzflichen gegen die Absorp-
tion der unterschiedlichen Konzentrationen aufgetragen. Aus der sich ergebenen linearen
Funktion wurden die jeweiligen Steigungen m,, in ein Verhiltnis zueinander gesetzt, sodass
die relative FQA in Bezug auf die Referenzsubstanz anhand [Gleichung 5.2 ermittelt werden

konnte,

2
¢J13lmbe _ ¢]1§leferenz ) mmProbe ) ?Probe (5.2)
Referenz  "Referenz
wobei n, dem Brechungsindex der gemessenen Losung entspricht. Als Referenzsubstanz
diente zunichst Cumarin 102 (Apae = 390 nm; A g = 465 nm; ¢y — 0,58) in Ethanol, da
sich aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten zu DEACM-OH vergleichbare Absorptions-
und Fluoreszenzspektren ergeben [216|. Anhand dessen wurde die FQA von DEACM-OH
in Ethanol ermittelt (Apmae = 375 nm; Ag = 455 nm; ¢ g = 0,46), welche im Anschluss als
Referenz zur Bestimmung der FQA von DEACM-OH in DMSO diente. Diese so erhaltene
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Abbildung 5.8: Graphische Darstellung der Fluoreszenzquantenausbeuten von DEACM-
Puromycin (rot) und DEACM-OH (grau) in Abhangigkeit des Anteils an PBS-Puffer im
Losungsmittelgemisch.
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Tabelle 5.2: Fluoreszenzquantenausbeuten von DEACM-Puromycin und DEACM-OH in
verschiedenen Losungsmittelzusammensetzungen nach Anregung mit 388 nm.

Verbindung Losungsmittel ~ Ag [nm] b

DEACM-OH DMSO 459 0,74 + 0,02
DEACM-OH DMSO/PBS 4:1 462 0,440 + 0,010
DEACM-OH DMSO/PBS 2:1 469 0,246 +0,006
DEACM-OH PBS 497 0,050 +0,003
DEACM-Puromycin DMSO 469 0,470+ 0,010
DEACM-Puromycin  DMSO/PBS 4:1 470 0,255 40,004
DEACM-Puromycin DMSO/PBS 2:1 477 0,163 +0,003

Ay entspricht dem Emissionsmaximum. Aufgrund der begrenzten Loslichkeit von DEACM-Puromycin in

wissrigem Medium konnte keine Fluoreszenzmessung in reinem PBS durchgefiihrt werden.

FQA fungierte als Referenz fiir alle untersuchten Systeme.

Aus geht hervor, dass DEACM-OH in DMSO eine hohe FQA aufweist, wel-
che vergleichbar mit strukturell hnlichen Cumarinen ist. Es fillt auf, dass die FQA von
DEACM-Puromycin im gleichen Loésungsmittel erheblich geringer ist. Dies kann mit alter-
nativen Relaxationspfaden fiir DEACM-Puromycin aus dem angeregten Zustand begriin-
det werden. Denn die FQA von geschiitzten Verbindung ist im Gegensatz zu der FQA von
DEACM-OH auch abhéngig von der photoinduzierten Uncaging-Reaktion, was in
durch die Ratenkonstante k; ausgedriickt wird.

$DEACM—OH _ ki $DBACM—Puromyein _ ki 3)
7l knr + kg1 fl knr + kg1 + k1

Wie bereits aus[Abbildung 5.7|deutlich wird, nimmt die Fluoreszenz von DEACM-Puromycin
und DEACM-OH jeweils durch einen erh6hten Anteil an protischem Lésungsmittel ab. Dies
manifestiert sich in den abnehmenden FQAs der beiden Verbindungen . In rei-
ner wéssrigen Losung ist die kleinste FQA fiir DEACM-OH festzustellen, was bereits zuvor
beschrieben wurde |217]. Dieser Quenching-Effekt kann nicht nur auf die Ausbildung von
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Abbildung 5.9: Vergleich der Sj-Lebensdauern von DEACM-Puromycin (rot) und
DEACM-OH (grau) in DMSO (a), DMSO/PBS 4:1 (b) sowie DMSO/PBS 2:1 (c). Die

IRF ist in schwarz dargestellt. Die Messungen wurden bei einer Anregungswellenldnge von
388 nm durchgefiihrt, wobei die hier gezeigten Daten bei 485 nm aufgenommen wurden.

intermolekularen Wasserstoftbriickenbindungen zuriickzufiihren sein, da in Ethanol noch ei-
ne wesentlich héherer FQA beobachtet wurde. Barik et al. konnten einen Zusammenhang
zwischen der FQA von DEACM und dem Lippert-Mataga Losungsmittelparameter A f
herstellen [218, 219|, der definiert ist als Funktion der statischen Dielektrizitdtskonstanten

¢, und dem Brechungsindex des Losungsmittels n [214].

e —1 n?—1
2, +1 2241

Af (5.4)

Mit steigendem A f wurde eine starke Abnahme der FQA beobachtet, was auf die Bereit-
stellung eines alternativen Relaxationsweges in polaren protischen Lisungsmitteln infolge

der Ausbildung eines nichtstrahlenden TICT-Zustandes zuriickgefiihrt wird.

5.1.4 Zeitkorrelierte Einzelphotonenmessung

Es wurden zeitkorrelierte Einzelphotonenmessungen anhand des in [Unterabschnitt 4.3.2]

vorgestellten Messaufbaus durchgefiithrt. Der Anregungspuls besafl eine Anregungswellen-
lange von 388 nm, die {iber einen SHG-Prozess aus der Lagserfundamentalen erzeugt wurde.
Die Emission wurde bei 485 nm detektiert. Bei jeder Messung wurde die IRF durch eine
Messung von reinem DMSO neu ermittelt. Die Proben DEACM-Puromycin sowie DEACM-
OH wurden dann in reinem DMSO, DMSO/PBS 4:1 und DMSO/PBS 2:1 gemessen, um
den Einfluss des protischen Lésungsmittels auf die Uncaging-Dynamik zu untersuchen. Die
erhaltenen Daten konnten alle mit einer monoexpotentiellen Kinetik beschrieben werden.
Aus der geht hervor, dass die Lebensdauern 74 von DEACM-Puromycin
und DEACM-OH mit steigendem Anteil an protischem Losungsmittel sinken. Da dieser
Effekt bei beiden Verbindungen zu beobachten ist, kann davon ausgegangen werden, dass
dieser Effekt aus dem Cumarin-Geriist resultiert. Zur weiteren Analyse wurden die Ra-
tenkonstanten fiir die emittierenden ky; und nichtstrahlenden Desaktivierungsprozesse ki,

berechnet, wobei zunéchst fiir DEACM-OH gilt, dass die Si-Lebensdauer TﬁEACM ~OH
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abhéngig von den eben genannten Raten ist.

1

DEACM-OH

= 5.5
L Kt Fonr (5.5)

Unter Beriicksichtigung von [Gleichung 5.1 kénnen dann bei Kenntnis der Fluoreszenzguan-
tenausbeuten qb][c)lE ACM=-OH 4ie Ratenkonstanten ermittelt werden.

1 DEACM-OH
ey = DEACM-OH (1 — P ) (5.6)

fl

¢DEACM—OH
_r

ki = —praci—om (5.7)

fl

Der ist zu entnehmen, dass mit zunehmenden Anteil an wéssrigem Losungs-
mittel ein erheblicher Anstieg der nichtstrahlenden Ratenkonstante k. erfolgt. Diese Zu-
nahme resultiert aufgrund der steigenden Dielektrizitdtskonstanten und der Mdglichkeit
zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen [206]. Zudem ist im wéssrigem Medium
die Présenz des zuvor beschriebenen TICT-Zustandes ursdchlich fiir den Anstieg von k.
Aus diesem Zustand wird ein schneller nichtstrahlender Desaktivierungskanal zum Grund-
zustand fiir 7-Dialkylaminocumarine ermdéglicht [195, 202, 211].

Eine Abnahme der Si-Lebensdauer mit erhohtem Anteil an wissrigem Medium ist auch
bei DEACM-Puromycin zu beobachten. Dies wird zum einen durch die Anwesenheit eines
TICT-Zustandes in der Cumarin-Einheit induziert. Zum anderen muss beachtet werden,
dass diese Lebensdauer zuséatzlich durch den ersten Schritt des photoinduzierten Entschiit-

zungsprozesses mit der Ratenkonstante k; limitiert ist. Folglich gilt dann:

DEACM —Puromycin 1
_ _ _ 5.8
fl kg + ke + k1 (58)

Aufgrund der sehr dhnlichen Absorptionseigenschaften von DEACM-OH und der geschiitz-
ten Verbindung kann gefolgert werden, dass im Grundzustand kein signifikanter Unter-
schied in der Energie sowie Symmetrie beziiglich der an einem HOMO-LUMO-Ubergang
beteiligten Orbitale vorliegt. Daher sollten die Ratenkonstanten &y und ky, fiir die unter-
suchten Verbindungen vergleichbar sein [141} [145]. Gem#f dieser Annahme kann dann k
als Differenz der inversen Lebensdauern von DEACM-Puromycin und DEACM-OH inter-
pretiert werden (Gleichung 5.9)).

1 1

DEACM—Puromycin ~ _DEACM—OH
T 1l T 1l

ki = (5.9)

Im Vergleich zu anderen 7-Dialkylcumarinen ist k1 um eine Groéfenordnung kleiner,
was auf die strukturellen Unterschiede der Abgangsgruppe zuriickzufithren sein muss [142,
146]. Im Gegensatz zu den genannten Studien erfolgt in dem hier gezeigten System eine
Freisetzung aus einer Carbamat-Funktion und nicht aus einer Ester-Einheit. Anscheinend
wird das infolge der Photoreaktion generierte Ionenpaar im Fall des Cumarin-Esters besser

stabilisiert, bzw. die zu spaltende C-O-Bindung ist im Cumarin-Ester polarer, sodass eine
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Photofreisetzung schneller ist.

Fiir DEACM-Puromycin muss beachtet werden, dass ein Anstieg von k; mit zunehmenden
Wasseranteil stattfindet. Dieser Effekt wird durch eine erhéhte Stabilitdt des lonenpaares
in polaren protischen Lésungsmitteln induziert, sodass der Uncaging-Pfad begiinstigt wird.
Des Weiteren ist die Fluoreszenz in einem polaren protischen Medium als direkter konkur-
rierender Prozess zu ky unterdriickt, wodurch das Uncaging bevorzugt ablaufen kann.

Es ist festzuhalten, dass die Abspaltung der photolabilen Schutzgruppe geméf % =7in
DMSO innerhalb von 14 ns erfolgt. Damit ist die Photolyse um drei Gréfkenordnungen
schneller als bei dem zuvor untersuchten NVOC-Puromycin, welche im gleichen Ldsungs-
mittel als 32 ps bestimmt wurde [112|. Zudem kann die Effizienz der Photolyse anhand

von

k1

- 5.10
k1 + ke + kg (5.10)

¢photolysis =

ermittelt werden. In DMSO ergibt sich dann eine Quantenausbeute von 17% und in dem
Losungsmittelgemisch aus DMSO/PBS sogar von 27% fiir die photoinduzierte Spaltung.
Dieses Phidnomen resultiert aus dem oben beschriebenen Effekt, dass die Fluoreszenz im
protischen Losungsmittel unterdriickt wird und zudem eine Stabiliserung des ionischen

Intermediats erfolgt.

5.1.5 Zeitaufgeloste UV /vis-Absorption

Zur Untersuchung der Dynamik nach Anregung mit einem 388 nm Laserpuls auf der
ultrakurzen Zeitskala im sichtbaren Spektralbereich wurden transiente Absorptionsmes-
sungen durchgefiihrt, wobei zunéchst die geschiitzte Verbindung DEACM-Puromycin und
DEACM-OH in reinem DMSO gemessen wurden (siehe [Abbildung 5.10]). Direkt nach der

Anregung ist in beiden transienten Absorptionsspektren eine positive Bande bei 425 nm zu

erkennen, deren Amplitude bis 100 ps zunimmt und bis zum Ende der Experimentdauer

an Intensitét verliert (siehe [Abbildung 5.11)). Zudem bildet sich simultan eine breite ne-

gative Absorptionsbande im Bereich zwischen 450 nm und 500 nm aus, die nahezu keine

Tabelle 5.3: Vergleich der S1-Lebensdauern 74, strahlender ky; sowie nichtstrahlender Ra-
tenkonstanten k., Ratenkonstante fiir den Uncaging-Prozess k1 von DEACM-Puromycin
und DEACM-OH in verschiedenen Lisungsmitteln.

. . . T*l kffl K k1
Verbindung Loésungsmittel [-flO_Ss] [~1085_1] [-1085_1} [-1083_1]
DEACM-OH DMSO 3,06 2,42 0,85 -
DEACM-OH DMSO/PBS 4:1 2,25 1,97 2,48 -
DEACM-OH DMSO/PBS 2:1 1,67 1,47 4,51 -
DEACM-OH PBS 0,94 18,25 -
DEACM-Puromycin  DMSO 2,51 1,88 1,39 0,71
DEACM-Puromycin DMSO/PBS 4:1 2,25 1,55 2,89 1,68
DEACM-Puromycin DMSO/PBS 2:1 1,67 1,34 4,64 2,25

*Es wird ein experimenteller Fehler von + 5% angenommen.
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Abbildung 5.10: Transiente Absorptionsspektren nach Anregung mit 388 nm (75 nJ) in
DMSO von DEACM-Puromycin (a) und DEACM-OH (b).

Struktur aufweist. Die spektrale Breite dieser Bande nimmt bis 2 ns eine Ausdehnung von
450 bis 580 nm an. Im zeitlichen Verlauf nimmt die Bande ebenfalls bis 100 ps an Inten-
sitdt zu und sinkt danach in ihrer Amplitude bis 2 ns. Da sich die letztgenannte und die
positive Bande bei 425 nm zeitlich sehr dhnlich verhalten, resultieren diese Absorptions-
anderungen aus der Besetzung eines angeregten Zustandes, wobei dieser als S;-Zustand
identifiziert werden kann. Folglich handelt es sich bei der positiven Bande um die Ab-
sorption durch einen angeregten Zustand (ESAEI) und bei der negativen Bande um eine
stimulierte Emission (Sﬂﬂ) aus dem S7. Diese Banden treten nur bei einem besetzten S
auf, sodass die Amplitudenabnahme eine Relaxation anzeigt. Bei dem Cumarin-Alkohol
DEACM-OH fiihrt eine Desaktivierung zur Wiederbevolkerung des Grundzustands. Unter
der Annahme, dass die Energiedifferenz zwischen HOMO-LUMO des Cumarin-Alkohols
vergleichbar mit der von DEACM-Puromycin ist, sollte die Relaxation in den Grundzu-

stand von DEACM-Puromycin bei Abwesenheit alternativer Desaktivierungsmdoglichkeiten

gleich schnell ablaufen. Aus den ausgewéhlten Transienten (Abbildung 5.11)) geht jedoch

hervor, dass der Si-Zustand von DEACM-Puromycin schneller depopuliert wird. Daher
kann davon ausgegangen werden, dass der S; von DEACM-Puromycin nicht ausschlieflich
in den Grundzustand relaxiert, sondern dass sich aus dem S7 das zu erwartende Ionenpaar
bildet. Im Zuge dessen ist festzuhalten, dass eine Triplett-Bildung auf der ultrakurzen
Zeitskala nicht beobachtet wurde, welche eine breite positive Signatur in dem transienten
Spektrum aufweisen wiirde. Dementsprechend kann die Abwesenheit von langlebigen Tri-
plettradikalen angenommen werden, wobei die Prisenz von Singulettradikalen infolge einer
homolytischen Bindungsspaltung nicht ausgeschlossen werden kann [141]. Allerdings sollte
die Lebensdauer dieser Radikale relativ kurz sein, sodass sie entweder sehr schnell das To-
nenpaar oder iiber einen ISC-Prozess ein Triplett bilden wiirden, wobei der letztgenannte
Prozess nicht beobachtet wurde.

Zudem ist zu beobachten, dass die SE-Bande im Verlauf des Experiments eine bathorchro-

me Verschiebung von 20 nm vollzieht, wobei sich das Amplitudenmaximum von 465 nm

3Excited-State Absorption - ESA
4Stimulated Emission - SE
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Abbildung 5.11: Normierte Einzeltransienten bei 425 nm (a) und 490 nm (b) der Ultra-
kurzzeitmessung von DEACM-Puromycin (Rot) und DEACM-OH (Grau) in DMSO. Die
Daten sind in Quadrate und die dazugehorigen Fits als Linie dargestellt. Zur Veranschau-
lichung wurden die Daten am auf das jeweilige Intensitdtsmaximum normiert.

zu kurzen Zeiten bis 485 nm bei 100 ps verschiebt. Diese Rotverschiebung ist bei beiden
Proben zu beobachten, sodass der Riickschluss zuléssig ist, dass das Cumarin-Geriist dafiir
verantwortlich ist. Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte neben Solvatationseffekten oder
einem Elektronentransfer eine l6sungsmittelunterstiitzte Anderung der Cumarin-Struktur
infolge der Anregung sein, wodurch die Besetzung eines Zustands mit niedrigerer Energie
moglich wird. Diese Beobachtung lésst sich einem intramolekularen Ladungstransfer von
dem freien Elektronenpaar des Stickstoffs des 7-Diethylaminosubstiuenten auf das Cuma-
rin assistiert von einem polaren Losungsmittel zuordnen [220].

In einer globalen Analyse zeigte sich, dass die Daten der beiden Verbindungen am besten
mit vier Zeitkonstanten beschrieben werden, deren zerfallsassoziierte Spektren in
gezeigt werden. Die Zeitkonstanten, die in der genannten Abbildung rot darge-
stellt sind, beschreiben sowohl den Zerfall der ESA- als auch der SE-Bande fiir beide Ver-
bindungen und entsprechen damit der Si-Lebensdauer. Diese Zeitkonstanten wurden aus
den zeitkorrelierten Einzelphotonenmessungen entnommen und zur weiteren kinetischen
Analyse jeweils fixiert. Die anderen so gewonnenen Zeitkonstanten beschreiben die batho-
chrome Verschiebung der SE-Bande. Marciniak und Lochbrunner erklérten, dass das multi-
exponentielle Verhalten dieser Verschiebung bei einem vergleichbaren Cumarin-Derivat auf
verschiedenen Effekten, wie bspw. der Losungsmittelumorientierung und intramolekularer
Relaxation, basiert [221]. Auffillig ist, dass dieses Phdnomen bei dem Cumarin-Alkohol
mit groferen Zeitkonstanten beschrieben wird.

Zur weiteren Analyse der beobachteten Effekte wurden die transienten Absorptionsmes-
sungen von DEACM-Puromycin und DEACM-OH auch in Lésungsmittelgemischen mit

erhdhtem Wasseranteil durchgefiihrt, wobei hier im Besonderen auf die Resultate der Mes-

sung der geschiitzten Verbindung eingegangen wird. Der [Abbildung 5.13|ist zu entnehmen,

dass in Gegenwart eines protischen Losungsmittels die gleichen spektralen Signaturen auf-
treten wie im aprotischen Losungsmittel DMSO zuvor. So entsteht direkt nach Anregung
ein ESA-Signal bei 425 nm, welches in seiner Intensitdt bis 100 ps zunimmt und dann
abnimmt. Zudem induziert die Anregung mit 388 nm in beiden Losungsmittelzusammen-
setzungen auch wieder ein SE-Signal, welches in seiner negativen Amplitude bis 100 ps

hin zunimmt und bis hin zu 2 ns abnimmt. Des Weiteren ist eine Rotverschiebung der SE
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Abbildung 5.12: Zerfallsassoziierte Spektern von DEACM-Puromycin (a) und DEACM-
OH in DMSO (b).

zu erkennen. Bereits aus den transienten Absorptionsspektren geht im Vergleich zur Mes-
sung in reinem DMSO hervor, dass die Lebensdauer der beschriebenen Signale kiirzer ist,
was eine kiirzere Sy-Lebensdauer anzeigt. Zur ausreichend guten Beschreibung der Daten-
sétze mittels einer globalen Analyse sind wiederum vier Zeitkonstanten notig. Auch hier
wurde die mittels TCSPC-Messungen ermittelte Si-Lebensdauer fiir die Analyse fixiert.
Aus den zerfallsassoziierten Spektren geht hervor, dass die drei weiteren Zeitkonstanten
die bathochrome Verschiebung der SE beschreiben. Wiahrend die Zeitkonstanten 7 und
73 unahdngig von der Losungsmittelzusammensetzung zu sein scheinen, zeigt sich bei der
To-Zeit eine Verkiirzung bei der Prisenz von protischem Lésungsmittel. Eine Hypothese ist,
dass diese drei Konstanten nicht einzelne physikalische Prozesse représentieren, sondern in
ihrer Gesamtheit betrachtet werden miissen. Ausgehend davon resultiert eine Beschleuni-
gung der Rotverschiebung in der Gegenwart eines protischen Losungsmittels. Diese Theorie
wird durch die Beobachtung untermauert, dass protische Losungsmittel aufgrund ihrer Fa-
higkeit Wasserstoffbriicken zu bilden, die Ausbildung bzw. Stabilisierung eines polaren bzw.
ionischen ICT-Intermediats unterstiitzen kénnen. Zudem besteht in polaren protischen L6-
sungsmitteln die Moglichkeit der Ausbildung eines TICT-Zustandes.

Fiir einen besseren Vergleich der Dynamik von DEACM-Puromycin in einem protischen

und aprotischen Lésungsmittel auf der ultrakurzen Zeitskala sind in [Abbildung 5.14] aus-

gewdhlte Zeitschnitte dargestellt. Aus diesen geht hervor, dass in beiden Féllen bereits
innerhalb von 0,3 ps die ESA-Bande bei 425 nm und die SE-Bande bei 477 nm entste-
hen. Im Fall des aprotischen Lésungsmittels intensivieren sich die beiden Banden bis etwa
100 ps, wobei diese Amplitudenzunahme im protischen Lésungsmittel bereits nach ca. 20 ps
abgeschlossen ist. Zudem findet im protischem Losungsmittel zwischen 10 und 80 ps eine
Abnahme der SE-Bande im Bereich zwischen 450 und 470 nm statt. Diese Beobachtung
konnte nur in der Gegenwart von Protonen gemacht werden. Eine mogliche Erklarung
fiir diese Amplitudenabnahme ausschlieflich begrenzt auf den energiereichen Anteil der
SE-Bande deutet daraufhin, dass hier ein emittierender Zustand zugunsten eines ebenfalls
emittierenden Zustandes mit niedriger Energie depopuliert wird. Das Auftreten einer zwei-
ten emittierenden Spezies bei der Prisenz von Protonen wurde bereits in den statischen
Fluoreszenzspektren gezeigt.

Auf der Zeitskala zwischen 100 und 1000 ps ist in beiden Lésungsmitteln eine Abnah-
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Abbildung 5.13: Transiente Absorptionsspektren von DEACM-Puromycin in einem L6-
sungsmittelgemisch aus DMSO/PBS 4:1 (a) und DMSO/PBS 2:1 (c) sowie jeweils die
dazugehorigen zerfallsassoziierten Spektren (b) und (d).

me der ESA- und SE-Bande zu erkennen, wobei die Amplitudendnderung im Fall des
protischen Losungsmittels schneller stattfindet. Wie bereits aus den TCSPC-Messungen
hervorgeht, fithrt die Gegenwart des protischen Losungsmittels zu einer Verkiirzung der
S1-Lebensdauer, die durch diese beiden Banden gekennzeichnet ist. Zudem tritt auf dieser
Zeitskala die bathochrome Verschiebung der SE-Bande auf, die im protischen Lésungsmit-

tel starker ausgeprégt ist.

5.1.6 Fazit

Die Untersuchung der elektronischen Zustinde von DEACM-Puromycin und DEACM-
OH ist wichtig, um einen Einblick in die friihe Uncaging-Dynamik zu erhalten. Uber die
Kombination von berechneten und gemessenen Spektren konnte gezeigt werden, dass die
Absorption von DEACM-Puromycin sowie von DEACM-OH aus einem m-7*-Ubergang
resultiert, der im Bereich von 380 nm liegt. Im Vergleich zur bisher untersuchten photola-
bilen Schutzgruppen NVOC fiir das Biomolekiil Puromycin ist das Absorptionsmaximum
um 30 nm bathorchrom verschoben, sodass wesentlich mildere Bedingungen fiir ein licht-
induziertes Uncaging bei DEACM-Puromycin verwendet werden kénnen [112].

Gemik der Absorptionsspektren ist die HOMO-LUMO-Differenz bei der geschiitzten Ver-
bindung und dem Photoprodukt sehr dhnlich, was zunéchst die Beobachtung der Freiset-
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Abbildung 5.14: Ausgewihlte Zeitschnitte nach verschiedenen Zeitpunkten nach der
Anregung. Es werden hierbei die Auswirkungen der Ultrakurzzeitmessungen im polaren
aprotischen Losungsmittel DMSO mit den Resultaten im polaren protischen Losungsmit-
telgemisch aus DMSO/PBS 2:1 verglichen.

zungsreaktion im UV /vis-Bereich aufgrund der geringen spektralen Unterschiede erschwert.
Andererseits konnte dieses Phdnomen bei der Berechnung der Ratenkonstanten k; fiir den
ersten Freisetzungsschritt ausgenutzt werden. Hierzu wurden die Fluoreszenzlebensdauern
des Produktes und der geschiitzten Verbindung zunéchst anhand von TCSPC-Messungen
ermittelt. Uber die Differenzbildung der beiden Lebensdauern konnte so k; erhalten werden.
In einer Losungsmittelstudie konnte gezeigt werden, dass bei im protischen Losungsmittel
eine schnellere Bildung des Ionenpaares stattfindet. Dies resultiert aus der Stabilisierung
des ionischen Intermediats durch das Losungsmittel infolge von Wasserstoffbriickenbin-
dungen. Zudem ist in Gegenwart eines protischen Losungsmittels der zum Uncaging in
Konkurrenz stehende Pfad der Fluoreszenz unterdriickt, sodass die Freisetzung deshalb
auch schneller ablaufen kann.

Auf der ultrakurzen Zeitskala wurde beobachtet, dass durch das polare Lésungsmittel die
planare Struktur eines ICT-Zustands stabilisiert wird, wodurch eine Verschiebung der SE-
Bande induziert wird. Durch die Erhohung des protischen Anteils im L&sungsmittelge-
misch wurde beobachtet, dass der Ladungstransfer vom 7-Diethylaminosubstiuenten auf

das Cumarin-Geriist schneller erfolgt. Zudem wurde nur im protischen L&sungsmittelge-
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Abbildung 5.15: Zusammenfassende Darstellung der Analyse der elektronischen Zustin-
den von DEACM-Puromycin in Abhéngigkeit des Losungsmittelcharakters.

misch eine Abnahme der stimulierten Emission bei 450-470 nm auf einer Zeitskala bis 80 ps
beobachtet, die fiir eine Umwandlung von ICT-TICT-Zustand spricht.

In [Abbildung 5.15] sind nun alle auftretenden Prozesse im Lésungsmittelvergleich darge-
stellt. In beiden Fallen findet eine Anregung in den locally excited Si-Zustand (S (LE))

statt. Anschliefend ereignet sich in polaren Lésungsmitteln eine Relaxation unter Einbezug

der Losungsmittelumorientierung und der Ausbildung eines ladungsseparierten Zustands
mit niedrigerer Energie (S1(ICT)). Basierend auf dem Modell fiir die Umwandlung von
ICT- zu TICT-Zustand von Grabowski et al. fiir p-(Dimethylamino)benzonitril [203-205],
ist eine solche in sehr polaren Losungsmitteln auch fiir 7-Aminocumarine méglich. Im Un-
terschied zu diesem Modell gelten die TICT-Zustédnde der 7-Aminocumarine als schwach
bis gar nicht emittierend. Es wird davon ausgegangen, dass in aprotischen Lésungsmit-
teln die Rotationsbarriere zur Ausbildung eines TICT-Zustands nicht tiberwunden wird.
In protischen Losungsmitteln kann der TICT-Zustand durch Wasserstoffbriickenbindung
stabilisiert und somit durch diese energetische Absenkung populiert werden. Dieser TICT-
Zustand erklirt das zusitzliche Emissionsmaximum in den Fluoreszenzspektren. Die An-
wesenheit dieses Zustandes fiihrt zudem zur Verringerung der Fluoreszenzquantenausbeu-
te und der Rate fiir die strahlende Relaxation zum Grundzustand, da durch den TICT-

Zustand ein weiterer Kanal zur nichtstrahlenden Relaxation zur Verfiigung steht.

5.2 Freisetzung des aktiven Puromycins

Es ist wichtig zu belegen, dass infolge der Photoreaktion die biologische Aktivitiat des Puro-

mycins regeneriert werden kann, sodass die in [Unterabschnitt 5.2.1] dargestellten Analysen

in Zellen durchgefiihrt wurden.
Der entscheidende Reaktionsschritt zur Reaktivierung der biologischen Fahigkeiten des Pu-
romycins ist der Decarboxylierungsschritt, da hier die vollstindige Abspaltung des Chro-

mophors und Linkers von dem Biomolekiil erfolgt. Folglich ist die Decarboxylierung ein
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Abbildung 5.16: XTT Zellviabilitdts Assay mit Sf9 Insektenzellen (a). Die Zellen wurden
mit 6,3 uM DEACM-Puromycin oder kommerziell erwerblichen Puromycin inkubiert, wo-
bei die Zellaktivitat vor Belichtung in grauen und nach Belichtung mit 365 nm fiir 5 min in
gelben Balken dargestellt ist. Die Kontrollexperimente beinhalteten nur Zellmedium oder

0,1 % DMSO (b) [138].

entscheidender Faktor zur Beurteilung der Giite der DEACM-geschiitzten Verbindung.
Zur Untersuchung der C'Oz-Freisetzung eignen sich IR-spektroskopische Untersuchungen,
da das entstehende C'O eine eindeutige Absorptionsbande in diesem Spektralbereich auf-

weist.

5.2.1 In-vitro Freisetzung von Puromycin

Um die lichtkontrollierte antibiotische Eigenschaft von DEACM-Puromycin zu untersu-
chen, wurde von Isam Elamri ein sogenannter X TYﬂ viabilty assay durchgefiihrt . Mit
dieser Methode kann die Zelllebensfahigkeit in der Gegenwart des freien und geschiitzten
Puromycins untersucht werden. Der Assay beruht auf der Tatsache, dass in aktiven Zellen

das Tetrazoliumsalz XTT durch zelluldre Enzyme der Mitochondrien zum farbigen Pro-

dukt Formazan metabolisert werden kann (Abbildung 5.16|(a)). Infolge eines Zelltodes sind

diese Enzyme unmittelbar inaktiv, sodass die Enzymaktivitit eine direkte Quantifizierung
der lebenden Zellen erméglicht. Uber die Absorptionsbande von Formazan bei 455 nm kann

wiederum die direkte Detektion der Enzymaktivitit erfolgen.

Aus[Abbildung 5.16|(b) geht hervor, dass die antibiotische Wirkung von freiem Puromycin

zu einer erheblichen Reduktion der Zellaktivitdt filhrt. Zudem geht aus den Kontrollex-
perimenten hervor, dass die Belichtung von 5 min mit 365 nm nicht zur Beeintrachtigung
der Aktivitat fithrt. Es zeigte sich, dass durch das synthetische Anbringen der photolabi-
len Schutzgruppe DEACM die Zytoxizitdt des Puromycins mafgeblich unterdriickt wird,

52,3-Bis-(2-Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2 H-tetrazolium-5-carboxanilid
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Abbildung 5.17: MatTek-Dish mit 3uM DEACM-Puromycin in Neurobasal-A® Medium
und Ratten Hippocampus Nervenzellen. Die Belichtung erfolgte mit 365 nm. Zur Detektion
des aktiven Puromycins wurden diese durch die Bindung mit Anti-Puromycin Antikorper
griin und die Dendriten durch MAP2 rot eingeférbt. Die Daten sowie die Abbildung wurden
von Maximillian Heumiiller bereitgestellt.

sodass die Anzahl der lebenden Zellen mit denen aus dem Kontrollexperimenten iiberein-
stimmt. Die photoinduzierte Freisetzung mit einer 365 nm LED fiihrt zu einer vollstdndigen
Regenerierung der zytotoxischen Wirkung von Puromycin, die vergleichbar mit dem kom-

merziell erhéltlichen Puromycin ist.

5.2.2 In-vivo Freisetzung von DEACM-Puromycin

Ein zentraler Gesichtspunkt fiir die biologische Anwendung ist das erfolgreiche Entschiit-

zen von Puromycin in lebenden Organismen. Denn, wie bereits in [Abschnitt 3.2.1] beschrie-

ben, kann aktiviertes Puromycin in geringen Konzentrationen dazu verwendet werden, um
frisch translatierte Proteine in Neurozellen zu beobachten [164]. Durch das Konzept der
geschiitzten Verbindung kann mithilfe eines Zweiphotonenpulses eine prézise ortliche und
zeitliche Kontrolle der Aktivierung der antibiotischen Wirkung von Puromycin realisiert
werden, sodass eine mikroskopbasierte Beobachtung der lokalen Proteinsynthese ermog-
licht wird [182]. Die Untersuchung dieses lokalen Prozesses ist ein wichtiger Schliissel zum
Verstandnis essentieller Abldufe im Gehirn, wie beispielsweise dem Lernen und dem Erin-
nerungsvermogen [168H173].

Um zu zeigen, dass eine Entschiitzung von DEACM-Puromycin in Nervenzellen moglich
ist, wurde das folgende Experiment von Maximilian Heumiilller (AK Schuman, MPT fiir
Gehirnforschung in Frankfurt) durchgefiihrt: In einem sogenannten MatTek-Dish wurden
3 uM DEACM-Puromycin in DMSO fiir 30 min in Nervenzellen aus dem Hippocampus
von Ratten in Neurobasal-A® Medium inkubiert. Das MatTek-Dish zeichnet sich durch
einen transparenten Glasboden aus, was eine Belichtung der Probe von unten ermdglicht.
Zudem wurde eine kreisrunde Schablone angebracht, sodass eine partielle Belichtung der
Probe ermdglicht wird. Anschliefend wurde die Probe mit 365 nm fiir 60 s belichtet. Nach

der Belichtung wurden die Zellen fixiert und anschlieffend eine immunhistochemische Far-
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Abbildung 5.18: Schematische Darstellung der In-vivo Entschiitzung von DEACM-
Puromycin mittels Zweiphotonenanregung (a). Experimentell wurden hierzu 3 upM
DEACM-Puromycin in DMSO in GFP-transfizierte Nervenzellen von Ratten Hippocam-
pus inkubiert und dann 10 mal in ein Minutenintervallen mit 720 nm belichtet. Mittels
einer immunhistochemischen Farbung wurden die fixierten Zellen eingefarbt, wobei Anti-
Puromycin Antikérper rot und Anti-MAP2 blau dargestellt ist (b). Die Abbildung wurde
dankenswerter Weise von Maximilian Heumdiller zur Verfiigung gestellt.

bung durchgefiihrt, sodass das aktivierte Puromycin (Anti-Puromycin Antikorper) griin
und die Dendriten (MAP2 ﬁ) rot eingefiirbt sind. Aus der [Abbildung 5.17| geht hervor, dass

die erfolgreiche Aktivierung von Puromycin durch die gezielte Anwendung von UV-Licht

in lebenden Nervenzellen méglich ist. Denn in dem Bereich, der dem UV-Licht ausgesetzt
war, kann das aktive Puromycin durch die Griinfirbung nachgewiesen werden. Im Ge-
gensatz dazu, wurde in dem unbelichteten Bereich kein aktives Puromycin detektiert. Um
die prizise Steuerung der Aktivierung des DEACM-geschiitzten Puromycins in-vivo zu zei-
gen, wurde eine Entschiitzung von Puromycin mithilfe eines Zweiphotonenpulses ausgeldst.
Dazu wurden GFPE]-transﬁzierte Nervenzellen fiir 30 min mit 3 pM DEACM-Puromycin
inkubiert. Anschliefend wurde eine einzelne Zelle mittels eines Zweiphotonenlasers mit der
Zentralwellenléinge von 720 nm belichtet (8x8 Pixels, 5 ms Belichtung pro Pixel, 10 mal
in einem ein Minutenintervall). 20 min nach der ersten Belichtung wurden die Zellen fi-
xiert und eine immunhistochemische Einfdrbung durchgefiihrt. Das aktivierte Puromycin
kann infolge der selektiven Bindung des Anti-Puromycin Anitkorpers rot und die Dendriten
durch Anti-MAP2 Antikérper blau eingeféirbt werden. Aus der [Abbildung 5.18|geht hervor,
dass die rdumliche Auflosung durch das Uncagen von DEACM-Puromycin sehr hoch ist,

was die Beobachtung der lokalen Proteinsynthese ermoglicht.

5Mikrotubuli-assoziiertes Protein
"griin fluoreszierende Protein
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Abbildung 5.19: Berechnete Schwingungsmoden von DEACM-Puromycin (rot),
DEACM-OH (blau) und Puromycin (griin) sowie ein experimentell bestimmtes Differenz-
spektrum nach Belichtung von DEACM-Puromycin. Zudem sind die Schwingungsmoden
der drei Carbonylfunktionen von DEACM-Puromycin durch skalierten Auslenkungsvektor
reprasentiert.

5.2.3 Quantenmechanische Berechnung der Schwingungszustinde

Zur Berechnung der Schwingungsmoden von DEACM-Puromycin wurde nach einer Geo-
metrieoptimierung des Grundzustands auf dem B3LYP Theorielevel mit dem Basissatz
cc-pVDZ eine Frequenzanalyse mit Gaussian09 durchgefiihrt. Aus dieser Analyse geht her-
vor, dass DEACM-Puromycin strukturell bedingt drei Schwingungen aufweist bei denen
Carbonylfunktionen beteiligt sind (siehe[Abbildung 5.19). Eine Bande wurde bei 1645 cm ™1

bestimmt und wurde als C-O-Schwingung der Amidgruppe resultierend aus der Puromycin-

Einheit identifiziert. Im Vergleich hierzu ist diese Schwingung im freien Puromycin zu klei-
neren Wellenzahlen verschoben. Diese Verschiebung kénnte durch den Carbamat-Linker
bzw. das Cumarin-Geriist in DEACM-Puromycin induziert sein. Anscheinend fiihrt die
Verbindung mit dem cage dazu, dass die Schwingung sterisch gehindert ist und daher zur
Initiierung héhere Energien notwendig sind. Des Weiteren sind Ringschwingungen im Be-
reich zwischen 1620 bis 1580 cm ™! bei DEACM-Puromycin zu beobachten. Diese werden
zum einen durch das aromatische Geriist des Cumarins oder durch die Methoxybenzyl-
und Adenosin-Einheit des Puromycins hervorgerufen.

Eine weitere Carbonylschwingung der geschiitzten Verbindung resultiert aus der Cumarin-
Einheit und ist bei 1705 cm™! vorzufinden. Im reinen DEACM-OH ist diese Schwingung
bei groferen Wellenzahlen anzutreffen.

Die dritte Vibrationsbande bei 1725 cm™! ist eine Konsequenz der Carbonylschwingung
des Carbamat-Linkers von DEACM-Puromycin und ist daher nur in der geschiitzten Ver-

bindung zu erkennen.
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Abbildung 5.20: Absolute IR-Absorptionsspektren von DEACM-Puromycin (rot) und
DEACM-OH (grau) in DMSO - nicht 16sungsmittelkorrigiert (a). Differenzspektren infolge
der Belichtung von DEACM-Puromycin in DMSO mit einer 385 nm LED (3,8 mW), wobei
das erste Spektrum nach 112 s Belichtungsdauer in Blau und das Spektrum nach 3600 s
Belichtungsdauer in Rot dargestellt ist (b). Differenzspektren eines analogen Experiments
zu DEACM-OH (c). Der Wasseranteil des DMSO wurde anhand der Biegeschwingung von
Wasser bei 1645 cm ™! als 4% ermittelt.

5.2.4 FTIR

Die IR-Spektroskopie ermdglicht einen strukturellen Einblick in die photoinduzierten Pro-
zesse, sodass unter Stickstoffatmosphire geméls der in Kapitel 4 beschriebenen Anleitung
eine spektroskopische Charakterisierung der beiden untersuchten Verbindungen stattfand.
In [Abbildung 5.20] (a) sind die IR-Spektren von DEACM-Puromycin und DEACM-OH
gezeigt. DEACM-Puromycin zeigt eine breite Bande im Bereich von 1722 em™!, welche
in DEACM-OH als wesentlich schmalere Bande um 1710 cm™! zu beobachten ist. Bei-
de Spektren weisen bei 1620 cm ™! eine gleich intensive Bande aus, wobei eine Bande
bei 1603 cm~! im Fall von DEACM-Puromycin wesentlich intensiver vorliegt. DEACM-
Puromyecin als auch DEACM-OH verfiigen iiber eine Absorptionsbande bei 1527 cm ™!, aber

bei 1514 cm™! absorbiert nur die geschiitzte Verbindung. Weitere Absorptionsmerkmale
sind vergleichsweise schwach ausgepragt. Die Bandenzuordnung erfolgte anhand von DFT-
Rechnungen (Unterabschnitt 5.2.3). Die breite Absorptionsbande bei 1722 cm™! ergibt

sich aus einer Uberlagerung zweier Banden, die zum einen aus Beitrdgen der Carbonyl-

Valenzschwingung des Carbamats und zum anderen der Carbonyl-Valenzschwingung des
Cumarin-Grundgeriistes bei kleineren Wellenzahlen resultieren. Folglich ist letztere auch
als Bande bei 1710 cm ™! beim Photoprodukt DEACM-OH zu beobachten. Die Banden bei
1620, 1600 und 1527 cm™~! liegen im Bereich der Ringschwingungen, wobei aufgrund der
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Abbildung 5.21: Absorptionsinderungen nach 385 nm Anregung in Abh#ngigkeit von der
Zeit, wobei die Absorption bei 2337 cm™! in Rot und bei 1722 cm~! in Blau dargestellt
sind.

Adenosin-Einheit der geschiitzten Verbindung hierbei eine grofere Intensitit zu erwarten
ist. Eine weitere Absorptionsbande bei 1514 cm™! kann der NH-Deformationsschwingung
der Amid-Gruppe zugeordnet werden, welche durch die Puromycin-Einheit verursacht wird
und daher nicht bei DEACM-OH vorzufinden ist.

Infolge der Belichtung von DEACM-Puromycin ist eine starke Zunahme der Bande bei
2337 cm ™! zu erkennen, was auf die Entstehung von solubilisiertem CQOy als Konsequenz
der erfolgreichen photoinduzierten Freisetzung hindeutet [222]. Im Gegensatz zu gasfor-
migen COs zeichnet sich diese Bande durch eine geringere Halbwertshreite aus. Obwohl
wahrend der Messung der Probenraum permanent mit Stickstoff geflutet war, konnte die
Anwesenheit von gasférmigem COg nicht vollstdndig verhindert werden. Dies duferte sich
in einer Fluktuation der Gaskonzentration, welche im Vergleich zur Amplitude des ent-
stehenden solubilisierten CO2 minimal ist, sodass deren Einfluss vernachlissigt werden
kann. Zudem ist bei 1722 cm ™! eine Absorptionsabnahme zu detektieren, was auf einen
Verlust der Carbamat C—O-Funktionalitét zuriickzufiihren ist (Abbildung 5.20). Wie in
[Abbildung 5.21] zu sehen ist, tritt diese Abnahme mit der gleichen Zeit auf mit der sich
die Absorptionsbande des COg9 bildet. Das bestétigt die Vermutung, dass es sich bei der

abnehmenden Bande um die Carbamat-Gruppe handelt, da eben aus dieser Gruppe das

hier detektierte COq infolge der Decarboxylierung entsteht. Anhand der Entstehung der

COg2-Absorption kann nun (Unterabschnitt 5.2.5)) die Quantenausbeute fiir die Freisetzung

des Biomolekiils berechnet werden.

5.2.5 Photochemische Quantenausbeute

Die photochemische Quantenausbeute ist ein wichtiger Faktor zur Beurteilung der Giite
einer Verbindung mit photolabiler Schutzgruppen, wobei diese in Kombination mit dem
entsprechenden Extinktionskoeffizienten der Mafsstab fiir die Effizienz der Freisetzung des
Biomolekiils ist. Jedoch ist die Freisetzung von Puromycin in der Reaktionslosung im
UV/vis- und IR-Bereich mit spektroskopischen Mitteln schwer zu detektieren. Die Be-
obachtung von entstehendem DEACM-OH ist nicht an die Freisetzung des Puromycins
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gekoppelt, weil nach der Abspaltung des Cumarin-Geriistes von Puromycins noch ein De-
carboxylierungsschritt zur Aktivierung des Biomolekiils notwendig ist. Folglich kann die
photochemische Quantenausbeute anhand der simultan zu Puromycin freigesetzten Menge
an COg ermittelt werden. Allgemein ist die Quantenausbeute definiert als das Verhiltnis
der freigesetzten Molekiile Nyeqe z1 den Photonen, die von der geschiitzten Verbindung

absorbiert wurden Np,:
NTGCLC

Nabs

Die Anzahl der Photonen, die ein Uncaging-Event herbeigefithrt haben kénnen nach Lam-

bert-Beer ((Gleichung 2.7)) geméafs

¢ = (5.11)

Aco,VNa

Nreac =
€co,d

(5.12)
berechnet werden, wobei Aco, der Absorption der C'O2-Bande, V dem Probenvolumen,
N4 der Avogadro-Konstanten, eco, dem Extinktionskoeffizient von solubilisiertem CO;
und d der Schichtdicke der verwendeten Kiivette entspricht.
Jedoch muss die zeitabhéngige Absorptionsdnderung der C'Oz-Bande beriicksichtigt wer-
den. Hierzu wird angenommen, dass die C'Os-Entstehung bei kleinen Belichtungszeiten
ausschliefllich aus der Freisetzung der geschiitzten Verbindung resultiert und keine Zerset-
zung der Probe stattfindet. Aus dem linearen Verhéltnis der COs-Absorption zur Belich-
tungsdauer ergibt sich eine Steigung m, sodass die zeitabhidngige C'O2-Absorption aus dem
Produkt dieser Steigung m und der Belichtungsdauer ¢ erhalten werden kann, wodurch
folgt:

Nreae = miV Na (5.13)

€co,d

Die Anzahl der eingestrahlten Photonen kann durch
E = hvNy (5.14)

ermittelt werden, wobei £ der Anregungsenergie, h dem Planck’schen Wirkungsquantum
und v der Frequenz entspricht. Wird die Energie £ durch das Produkt aus der Leistung
P und der Zeit t ersetzt, wird die Anzahl der absorbierten Photonen abhingig von der
Lichtleistung, die auf den Probenort trifft. Zudem muss beriicksichtigt werden, dass die
Lichtleistung proportional zur Transmission (1 — T) der Probe bei der Anregungswel-
lenlénge ist. Folglich ergibt sich nach Ersetzen der Frequenz durch den Quotienten aus

Lichtgeschwindigkeit ¢ und der Wellenldnge A die Anzahl der absorbierten Photonen als

PtA(1 —10~40)

N pu—
abs he

(5.15)

Die Absorption Ag entspricht der Absorption bei der Anregungswellenldnge zum Zeitpunkt
= (. Durch das Einsetzen von |Gleichung 5.13|und |Gleichung 5.15|in [Gleichung 5.11|ergibt

sich dann die Bestimmungsformel fiir die photochemische Quantenausbeute als:

mV N ahce
= 5.16
¢ €c0,dPA(1 — 10~40) ( )
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Abbildung 5.22: Bestimmung der Quantenausbeute im infraroten Spektralbereich an-
hand der photoinduziierten COs-Entwicklung. Die Spektren wurden im Abstand von 112 s
unter Belichtung mit 385 nm aufgenommen.

Mit m =5,175 1,V =36 ul, Nga = 6,022- 1081 h = 6,626 - 1073 Js, c = 3- 1082,

s? mol

€co, = 1500 —L— [222|, d = 50 um P = 7,5 mW und Ay = 0,24 ergibt sich schlieflich

mol-cm

eine photochemische Quantenausbeute von 2,540, 4 %. Um diesen Wert zu validieren, wur-
de unter gleichen experimentellen Bedingungen diese Bestimmung an NVOC-Puromycin
wiederholt. Denn iiber eine #hnliche Methode wurde bereits die Quantenausbeute von
Landgraf et al. als 1,7 £ 0,5 % ermittelt. Allerdings obliegt diese Analysemethode ver-
schiedenen Fehlerquellen, wie z.B. die Bildung von Kohlensdure. Jedoch ist zu beachten,
dass bei Raumtemperatur das Gleichgewicht ([COs]/[H2CO3] = 400) auf der Seite des
solubilisierten C'Oy liegt und somit die Umwandlung zu Kohlensdure zu vernachléssigen
ist [223]. Um die so bestimmte Quantenausbeute zu verifizieren, wurde von Landgraf et
al. diese zusétzlich anhand der in diesem Fall entstehenden Absorptionsbande des Nitroso-
produktes bei 410 nm bestimmt, wobei sich eine Ausbeute von 1,1+ 0,2% ergab. Folglich
konnte so die IR-Analyse der Quantenausbeute bestiitigt werden. In Ubereinstimmung mit
diesen Werten wurde die photochemische Quantenausbeute von NVOC-Puromycin mit
der oben beschriebenen Methode als 1,2+ 0, 1% ermittelt. Daraus folgt, dass die Quanten-
ausbeute fiir die Freisetzung des Biomolekiils anhand der C'Os-Absorption bestimmt und
verifiziert werden kann.

Auffillig ist, dass die Quantenausbeute fiir die photolytische Spaltung von DEACM-Puro-
mycin in DMSO noch 17% betrégt (siehe [Unterabschnitt 5.1.4)), sodass die anschliekenden

Prozesse, wie etwa die Decarboxylierung, wesentlich weniger begiinstigt ablaufen. Uber

die Kombination der im infraroten Bereich bestimmten Quantenausbeute und der mittels
TCSPC-Messungen erhaltenen Daten, kann geméf Schmidt ef al. eine Abschitzung der
Rate fiir die Rekombination k.. des ionischen Intermediats erfolgen [145]|. Dabei ist an-
zunehmen, dass die photochemische Quantenausbeute fiir die Freisetzung des Puromycins
vergleichbar mit der Quantenausbeute fiir die Freisetzung des Cumarin-Alkohols ist, sodass

dann gilt:
k1 ko

- k1+knr+kfl . krec+k2

¢ (5.17)
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Abbildung 5.23: Transientes Absorptionsspektrum im infraroten Spektralbereich (1570
bis 1750 cm~!) von DEACM-Puromycin nach Anregung mit einem 388 nm Puls in DMSO

(a). Differenzspektrum der nach 3600s Belichtung mit einer 365 nm LED (b). Ausgewéhlte
Einzeltransienten (c)-(e).

ko ist die Kombination aus solvensassistierter lonenpaartrennung und Deprotonierung
zur Bildung des Cumarin-Alkohols DEACM-OH, wobei dieser zweistufige Prozess geméafs
Schmidt et al. zu der genannten Rate zusammengefasst werden kann. Schlieflich kann
dann das Verhiltnis von % als 5,8 bestimmt werden. Damit ist die Rekombination zum
Grundzustand im Vergleich zu anderen Cumarin-Derivaten weniger ausgepragt [142}, 145].
Als Resultat kann zudem festgehalten werden, dass die Quantenausbeute von DEACM-
Puromycin im Vergleich zu NVOC-Puromycin grofer ist. Um die Effizienz der beiden
geschiitzten Verbindungen zu vergleichen, wird das Produkt aus Quantenausbeute und

Exktinktionskoeffizient gebildet. Dann ergibt sich im Zusammenspiel mit den jeweiligen

l l
mol-cm? mol-cm

Extinktionskoeffizienten (e ppacy = 19600 envoc = 6210 ) fiir das Cumarin-
geschiitzte Puromycin eine Uncaging-Effizienz von 490, wobei die Effizienz durch das
NVOC-geschiitzte Puromycin nur bei 75 liegt. Die hohe Quanteneffizienz von DEACM-
Puromycin bedeutet im Hinblick auf biologische Anwendungen, dass eine wesentlich ge-
ringere Lichtdosis zum Induzieren eines Uncaging-Events ausreichend ist als im Fall des
NVOC-Puromycins. Daher ist die Verwendung von dieser Cumarin-Schutzgruppe eine scho-
nendere und somit eine zu bevorzugende Variante zur Lichtsteuerung biologischer Prozesse.
Zudem ist die Quantenausbeute von DEACM-Puromycin im Vergleich zu anderen DEACM-
geschiitzten Verbindungen um den Faktor 2,5 gréfer. Beispielsweise betrégt die photoche-
mische Quantenausbeute fiir Nicotinamid, welches auch iiber einen Carbamatlinker an
DEACM gebunden ist, lediglich 1% [148|. Die Differenz kann auf die unterschiedliche Sta-
bilitat der Abgangsgruppen zuriickgefithrt werden, da es sich bei den freizusetzenden Bio-

molekiilen um den signifikantesten Unterschied der beiden Systeme handelt. Im Fall des
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Abbildung 5.24: Zerfallsassoziierte Spektren der transienten Absorptionsmessung im
infraroten Spektralbreich mit dem Einfluss der 3,15 ps Zeitkonstanten in Blau und der
2510 ps Zeitkonstanten in Rot. Zudem wurde in Grau die Absorptionsinderung der sta-
tischen IR-Messung nach 3600 s Belichtung mit einer 385 nm LED gezeigt (a). Vergleich
des Differenzspektrums nach 1800 ps nach Anregung und nach 3600 s Belichtung (b).

DEACM-Puromycins scheint die photoinduzierte Bindungsspaltung zu einem stabilisierten
Ionenpaar zu fithren, wobei die Rekombination zum Grundzustand weniger favorisiert ist
als bei DEACM-nicotinamid.

5.2.6 Zeitaufgeloste IR-Absorption

Aufgrund der spektral dhnlichen Eigenschaften von DEACM-Puromycin und DEACM-
OH sind Unterscheidungen im UV /vis-Bereich kaum moglich. Daher wurden auch fiir die

Ultrakurzzeitskala transiente Absorptionsspektren im infraroten Spektralbereich von 1570-

1750 cm ™! aufgenommen. Die so erhaltenen Resultate kénnen der [Abbildung 5.23| entnom-

men werden. Unmittelbar nach der Anregung sind verschiedene intensive Amplitudenin-
derungen zu erkennen. Eine negative Bande bei etwa 1600 cm ™! kann einer Bleichbande
zugeordnet werden, die von breiten positiven Banden umgeben ist. Bei den positiven Ban-
den handelt es sich vermutlich um ESA-Banden, wobei deren Amplitude innerhalb von
10 ps abnimmt. Bei ldngeren Verzogerungszeiten sind residuale Bleichbanden bei 1717 und
1600 cm ™! zu erkennen. Des Weiteren sind residuale positive Amplitudeninderungen bei
1580 cm ™! sowie im Bereich zwischen 1625 und 1660 cm ™! zu finden.

Zur globalen Fitanalyse wurden drei Zeitkonstanten zur korrekten Beschreibung der Daten

verwendet, deren zerfallsassoziierte Spektren der [Abbildung 5.24| (b) entnommen werden

konnen. Analog zu den Ultrakurzzeitmessungen im sichtbaren Spektralbereich beschreibt
die Zeitkonstante von 2,85 ps den Lésungsmitteleinfluss auf den ersten angeregten Zustand,
wobei es sich um einen Solvatationseffekt bzw. um die losungsmittelassistierte Stabilisie-
rung eines [CT-Zustandes handeln kann. Die Zeitkonstante von 2510 ps korreliert mit der
S1-Lebensdauer und wurde wie bereits in Unterabschnitt 5.1.4 beschrieben durch TCSPC-
Messungen ermittelt. Zur Auswertung wurde diese Zeitkonstante fixiert. Im infraroten
Bereich beschreibt diese Zeitkonstante die Relaxation vom Si-Zustand in den Grundzu-
stand. Die positive Amplitude bei 1645 cm~! ist wohl auf die Erhitzung von HyO in der
Probe zuriickzufiihren, wobei der Wasseranteil dieser Probe mittels FTIR-Messungen auf

4% geschétzt wurde. Die residualen Signale werden durch eine unendlich-Zeitkonstante

wiedergegeben, die auf eine Produktbildung hindeuten. In [Abbildung 5.24] (a) werden die
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Abbildung 5.25: Transiente Absorptionséinderungen im infraroten Spektralbereich (2280
bis 2350 cm~!) von DEACM-Puromycin nach Anregung mit 388 nm in DMSO (a) sowie
Einzeltransienten bei 2339 cm~! von DEACM-Puromycin (schwarz), DMSO (grau) und
von DEACM-Puromycin l6sungsmittelkorrigiert (rot).

spektralen Eigenschaften dieser Zeitkonstanten mit dem statischen Differenzspektrum ver-
glichen. Das genannte Differenzspektrum ergibt sich nach einer Belichtung von DEACM-
Puromycin mit einer 385 nm LED fiir eine Dauer von einer Stunde. Es zeigt sich, dass
insbesondere die negative Amplitude bei 1605 cm ™! konform beschrieben wird, welche aus
den Ringschwingungen des Molekiils resultiert. Besonders auffillig ist, dass innerhalb der
Messdauer von 1800 ps kein Verlust der Carbamat-Funktion bei 1725 cm™! zu detektie-
ren ist. Dies spricht dafiir, dass der Decarboxylierungsschritt nicht auf dieser Zeitskala
stattfindet und die residualen Signale vermutlich durch das ionische Intermediat nach der
C-O-Bindungsspaltung des Cumarins von Puromycin verursacht werden. Der Zeitschnitt
nach 1800 s (((Abbildung 5.24] (b)) untermauert aufgrund der spektralen Unterschiede zum

statischen Differenzspektrum, dass der Uncaging-Prozess noch nicht auf der hier unter-

suchten Zeitskala abgeschlossen ist. Die Bildung des ionischen Intermediats findet mit
einer Quantenausbeute von 17% statt, was durch TCSPC-Messungen quantifiziert wurde
(Unterabschnitt 5.1.4). Bei der residualen Bande bei 1717 cm ™! handelt es sich im Gegen-

satz zu dem Differenzspektrum nicht um die Schwingung des Carbamat-Linkers, sondern

um die Carbonyl-Schwingung des Cumarins. Geméik der Resultate der DFT-Rechnungen

(Unterabschnitt 5.2.3) tritt die letztgenannte Schwingung bei kleineren Wellenzahlen auf.

Um die These, dass innerhalb von 2 ns nach Anregung keine Freisetzung des Puromy-
cins und simultan von C'Oy erfolgt zu belegen, wurde auch der spektrale Bereich zwischen
2280 bis 2350 cm ™! untersucht. Wie bereits zuvor erwihnt, ist die Bande bei 2337 cm™!

charakteristisch fiir das Vorliegen von solubilisiertem C'O2 und kann zu einer eindeutigen

Zuordnung verwendet werden [222]. Aus der [Abbildung 5.25| kann entnommen werden,

dass infolge der Photoanregung keine Bildung von Kohlenstoffdioxid auf der untersuchten
Zeitskala stattfindet. Folglich erfolgt auch keine Freisetzung des Biomolekiils Puromycin

innerhalb von 2 ns. Anscheinend ist die Decarboxylierung der ratenlimitierende Schritt

bei der Freisetzung des aktiven Puromycins. Die in [Abbildung 5.25| (b) gezeigte positive

Absorptionszunahme bis etwa 10 ps kann einem Artefakt zugeordnet werden, welches auch
in den reinen Losungsmittelmessungen auftrat. Der von Karsten Neumann in diesem Wel-
lenzahlbereich untersuchte Effekt wird durch die CaFa-Kiivettenfenster verursacht |189),
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Abbildung 5.26: Reaktionsmechanismus zur photoinduzierten Freisetzung von Puromy-
cin aus einer DEACM-geschiitzten Verbindung.

wobei es sich vermutlich um die Erzeugung von Ladungstragern im CaFa-Substrat handelt.

Daher wurde die Spektren um diesen Effekt korrigiert.

5.2.7 Fazit

Die photoinduzierte Wiederherstellung der biologischen Aktivitdt von Puromycin nach
Freisetzung aus DEACM-Puromycin wurde anhand eines XTT Zellviabilitatsassay in-vitro
gezeigt. Biologische Anwendungen im Sinne der Neuroforschung sind daher mit DEACM-
Puromycin méoglich. Der Vorteil von DEACM-Puromycin gegeniiber bereits verwendeten
Systemen wie NVOC-Puromycin ist die mehr als sechsfach héhere Effizienz der Freiset-
zung. Die Effizienz konnte anhand des simultan zu Puromycin entstehenden Kohlenstoff-
dioxids ermittelt werden. Kohlenstoffdioxid verfiigt iiber eine charakteristische Bande im
infraroten Spektralbereich. Durch Kombination von DFT-Rechnungen und statischen IR-
Messungen konnte gezeigt werden, dass die beobachtete COs-Bildung aus dem Carbamat-
Linker der geschiitzten Verbindung resultiert und nicht eine Folge der Zersetzung des
Cumarin-Geriistes darstellt.

Die Untersuchung auf der ultrakurzen Zeitskala im infraroten Spektralbereich ergab, dass
eine Freisetzung von Puromycin nicht innerhalb von 2 ns nach Anregung erfolgt. Dies be-
stétigt bereits die in Abschnitt 5.1 gezeigten Beobachtungen des langlebigen elektronisch
angeregten Zustands. Jedoch konnten die residualen Signale der IR-Messung auf die Bil-
dung des ionischen Intermediats zuriickgefiihrt werden. Aus den TCSPC-Messungen konnte

fiir diese Reaktion eine Quantenausbeute von 17% bestimmt werden.

5.3 TUberblick iiber die Resultate

Mithilfe der hier gezeigten Messungen im UV /vis und infraroten Bereich sowie der DFT-

Rechnungen war es méglich den Reaktionsmechanismus fiir die photoinduzierte Freisetzung

von DEACM-geschiitztem Puromycin zu verfolgen. In [Abbildung 5.26]sind die Reaktions-

pfade nach Anregung zusammengefasst. Infolge der Anregung wird der erste angeregte Zu-
stand nach einem HOMO-LUMO-Ubergang populiert. Eine Triplettbildung wurde nicht
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beobachtet. Der angeregte Zustand kann mit einer Rate von 3,3*10%s~! iiber nichtstrah-
lende Prozesse sowie Fluoreszenz in den Grundzustand relaxieren. Im angeregten Zustand
findet auf einer Pikosekundenzeitskala zudem ein intramolekularer Ladungstransfer inner-
halb des Cumarin-Geriistes statt, wobei eine Elektronendichteverschiebung ausgehend vom
7-Diethylaminosubstituenten erfolgt. Durch die Anwesenheit von Protonen kann der La-
dungstransfercharakter des Molekiils im angeregten Zustand unterstiitzt werden, wodurch
ein niederenergetischer Zustand besetzt wird. In diesem Zustand ist der Relaxationspfad
iiber die Fluoreszenz unterdriickt, sodass die Bildung des Ionenpaares bevorzugt wird. Die
Bildung des Ionenpaares entspricht der Abspaltung der photolabilen Schutzgruppe von dem
Puromycin und erfolgt mit einer Rate von 0,71¥10%s~! und mit einer Quantenausbeute von
17%. Allerdings ist durch diese photolytische Spaltung die Aktivitit des Puromycin nicht
regeneriert. Die Wiederherstellung der antibiotischen Wirkung des Puromycin vollzieht sich
erst mit der Decarboxylierung des Carbamatlinkers, der sich nach Spaltung von DEACM
noch am reaktiven Zentrum des Puromycins (der Amingruppe) befindet. Uber die Decar-
boxylierung konnte die Uncaging-Quantenausbeute als 2,5% ermittelt werden. Es konnte
gezeigt werden, dass eine erfolgreiche Freisetzung von Puromycin auch in lebenden Orga-

nismen moglich ist.

Die hier gezeigten Ergebnisse sind in zwei Publikationen zusammengefasst, wobei eine be-

reits veroffentlicht ist und die zweite gerade in Vorbereitung ist:

e Lisa-Marie Herzig, Isam Elamri, Harald Schwalbe, Josef Wachtveitl, "Light-induced
antibiotic release from a coumarin-caged compound on the ultrafast timescale", 2017,
Phys. Chem. Chem. Phys. 19, 14835-14844.

e [.-M. Herzig, 1. Elamri, H. Schwalbe, and J. Wachtveitl, "Photodynamics of coumarin
caged puromycin: Release of an antibiotic on the ultrafast timescale,in International
Conference on Ultrafast Phenomena, OSA Technical Digest (online) (Optical Society
of America, 2016), paper UTu4A.12.

e [sam Elamri, Lisa-Marie Herzig, Maximilian Heumiiller, Erin Schumann, Josef Wacht-
veitl, Harald Schwalbe, "DEACM-caged puromycin for biological application", in

preparation.



Kapitel 6
Zusammenfassung

Licht ist ein wertvolles Werkzeug zur Regulation biochemischer Reaktionsabldufe. Denn
die Anwendung von Licht erlaubt eine sehr prizise Einflussnahme auf den Ort und den
Startzeitpunkt der zu untersuchenden Reaktionen. Als nichtinvasives Medium bietet die
Lichtkontrolle bei der Wahl einer geeigneten Anregungswellenlinge den Vorteil nur mini-
mal in einen lebenden Organismus einzugreifen. Um eine solche lichtbasierte Kontrolle fiir
biologische Anwendungen zu realisieren, ist die Anwesenheit einer lichtsensitiven Verbin-
dung nétig. Ein Konzept der lichtsensitiven Verbindungen ist die sogenannte photolabile
Schutzgruppe. Im Allgemeinen handelt es sich hierbei um einen Chromophor der temporér

an ein Biomolekiil angebracht wurde, um dessen biologische Aktivitéit zu unterdriicken.

In dieser Arbeit wurde dieses Konzept auf das Antibiotikum Puromycin angewendet, wel-
ches durch das synthetische Anbringen der Cumarin-Schutzgruppe DEACM in seiner bio-
logischen Aktivitét behindert und durch einen Lichtpuls wieder hergestellt wurde.

Die antibiotische Wirkung von Puromycin beruht auf der strukturellen Ahnlichkeit zum
5-Ende von Tyrosyl-tRNA, wodurch sich das Antibiotikum kondonunspezifisch wihrend
der Translation der Proteinsynthese an das Ribosom anlagern kann. Anschliefend wird die
naszierende Polypeptidkette auf das Puromycin transferiert. Da diese neue Bindung unter
biologischen Bedingungen nicht spaltbar ist, fithrt dies zu einer verfrithten Freisetzung des
Polypeptid-Puromycin-Fragments. Schlieflich ist die Proteinsynthese vollstindig abgebro-
chen.

Die Motivation zur photoinduzierten Kontrolle von Puromycin besteht in der Vielzahl
an biologischen Anwendungsmdoglichkeiten, da die lichtregulierte Freisetzung der biologi-
schen Aktivitét als Trigger fiir sich anschliefende biochemische Abldufe verwendet werden
kann. Durch das hier untersuchte System kann in Kombination mit anderen Techniken
(z.B. NMR) die posttranslationale Proteinfaltung beobachtet werden, welche als hochgra-
dig komplexer Prozess bisher nicht verstanden ist. Eine weitere Motivationsgrundlage ist
die Anwendung von DEACM-Puromycin in Nervenzellen. Hier kann durch die Photofrei-
setzung die Proteinsynthese in den Dendriten der Neuronen beobachtet werden, wodurch
Riickschliisse auf neurodegenerative Krankheiten moglich sein sollten, wie z.B. Alzheimer-
Krankheit.
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In dieser Arbeit konnte in-vitro nachgewiesen werden, dass die antibiotische Wirkung von
Puromycin mittels Licht kontrollierbar ist. Aus der photophysikalischen Grundcharakteri-
sierung ging hervor, dass DEACM-Puromycin einen hohen Extinktionskoeffizienten bei
Wellenldngen grofer als 380 nm aufweist. Die bathochrome Verschiebung des Absorptions-
maximums von DEACM sowie die Erhéhung des Extinktionskoeffizient im Vergleich zu
unsubstituierten Cumarin-Derivaten kann auf die Einfiihrung der 7-Diethylaminogruppe
zuriickgefiithrt werden. Zur lichtkontrollierten Freisetzung von Puromycin wurde bisher die
auf einem substituierten ortho-Nitrobenzol basierende NVOC-Schutzgruppe eingesetzt, wo-
bei das Absorptionsmaximum von NVOC-Puromycin im Vergleich zu DEACM-Puromycin
um 30 nm hypsochrom verschoben ist und dessen Extinktionskoeffizient dreimal so klein ist.
Daher kann zur Induktion der Photolyse von DEACM-Puromycin eine geringere Lichtdo-
sis mit energiearmer Strahlung als bei dem Vorldufersystem NVOC-Puromycin verwendet
werden, angesichts dessen ist das hier neu vorgestellte System fiir Anwendungen in Zellen
zu empfehlen.

Mittels quantenchemischer Rechnungen und spektroskopischen Methoden konnte gezeigt
werden, dass die Absorption bei 380 nm von DEACM-Puromycin und dem Photoprodukt
DEACM-OH jeweils aus einem 7 — m*-Ubergang resultiert. Einerseits erschwerte diese
spektrale Ahnlichkeit zwar die direkte Untersuchtung der Freisetzungsdynamik im UV /vis-
Bereich, andererseits konnte dieses Phinomen bei der Bestimmung der Ratenkonstante kq
fiir den ersten Freisetzungsschrittes ausgenutzt werden, wobei der erste Uncaging-Schritt
die photoinduzierte Abspaltung von DEACM von der Puromycin-Einheit ist und zur Bil-
dung eines ionischen Intermediats fiithrt. Die vergleichbare HOMO-LUMO-Differenz von
DEACM-Puromycin und DEACM-OH fiihrte nun dazu, dass sich die Ratenkonstante kp
ndherungsweise aus der Differenz der Fluoreszenzlebensdauern der beiden Verbindungen
ergab. Die Spaltung der photolabilen Schutzgruppen vom Puromycin findet mit einer Ra-
te von 0,71*%10% s~! statt, welche im Vergleich zum Vorgingersystem NVOC-Puromycin
um eine Grokenordnung héher ist. Zudem zeigte sich ein Einfluss der Losungsmittelzu-
sammensetzung auf die Uncaging-Schritte. In Gegenwart eines protischen Losungsmittels
wurde der zum Uncaging in Konkurrenz stehende Prozess der Fluoreszenz unterdriickt, wo-
durch die Freisetzungsschritte effektiver wurden. Zudem fiihrt die Prisenz von Protonen
zu einer Stabilisierung des ionischen Intermediates, sodass die Bildung dessen beschleunigt
ablaufen kann. Auf der ultrakurzen Zeitskala wurde beobachtet, dass die Anregung von
DEACM-Puromycin zur Population eines locally excited Si-Zustandes fiihrt, der in pola-
ren Losungsmitteln infolge von Lésungsmittelumorientierung zugunsten eines energetisch
abgesenkten Si-Zustandes mit ICT-Charakter depopuliert wurde. Bei diesem ICT-Zustand
erfolgte in einer planaren strukturellen Anordnung des Aminocumarins ein Ladungstransfer
vom 7-Diethylaminosubstiuenten auf die Cumarin-Einheit. In der Gegenwart eines polaren,
protischen Losungsmittels wurde zusétzlich eine Umwandlung des zunéchst ausgebildeten
ICT-Zustands in einen TICT-Zustand auf der Pikosekunden-Zeitskala beobachtet. Auf-
grund des TICT-Zustandes ist die Fluoreszenzquantenausbeute in protischen im Vergleich
zu aprotischen Lésungsmitteln verringert, da durch diesen Zustand ein zusétzlicher Kanal

zur nichtstrahlenden Relaxation zur Verfiigung steht. Da die Fluoreszenz in Konkurrenz
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zu der Freisetzungsreaktion steht, ist die Verringerung der Fluoreszenzquantenausbeute in
protischen Losungsmitteln ein Vorteil im Hinblick auf die Freisetzungseffizienz des Puro-
mycins.

Die biologische Aktivitdt wird erst nach einem anschliekenden Decarboxylierungsschritt
wiederhergestellt. Mithilfe von IR-Messungen konnte die Decarboxylierung beobachtet und
daraus die Quantenausbeute zu 2,5% bestimmt werden. Die so ermittelte Quantenausbeute
entspricht etwa dem Zweifachen von NVOC-Puromycin, sodass die hier untersuchte Ver-
bindung eine sechsfach hohere Freisetzungseffizienz aufweist.

Die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass DEACM-Puromycin vorteilhafte photo-
physikalische Eigenschafen aufweist, die diese Verbindung zu einem wertvollen Hilfsmittel
fiir eine Vielzahl von lichtkontrollierten Untersuchungen in biologischer Umgebung machen.
Zudem wurden Einblicke in den Reaktionsmechanismus gewonnen, die das molekulare Ver-
stdndnis der photolytischen Spaltung von Carbamat-geschiitzten Cumarinen erstmals auf

der ultrakurzen Zeitskala erméglichen.
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6. Zusammenfassung
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