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1 Motivation dieser Arbeit

Diese Arbeit beschéftigt sich mit im Femtosekundenbereich zeitaufgeldster Spektroskopie, im
Genaueren mit der Entwicklung und der Charakterisierung eines experimentellen Aufbaus zur
Messung zeitaufgeloster Fluoreszenz (Kerr-Schalter) sowie der Untersuchung der photophy-
sikalischen Prozesse eines Fluoreszenzmarkers (2-(1-Ethinylpyren)-adenosin (PyA)) mittels
zeitaufgeldsten Absorptionsmessungen fiir dynamische Strukturdnderungen von Ribonukle-
insdure (engl. ribonucleic acid, RNA).

1.1 Eine notwendige Vielfalt an experimentellen Methoden

Je nachdem, welcher dynamische Prozess einer biologischen Reaktion untersucht werden soll,
treten unterschiedliche Methoden in den Vordergrund, die in ihrer Zeitauflésung und in ihren
Oberservablen variieren, um diese Dynamik aufzukldren. Im Fall von RNA ist es heutzu-
tage mit NMR-Spektroskopie bzw. Rontgenbeugung moglich, Anderungen der Tertiir- und
zum Teil der Sekundérstruktur™ direkt nachzuverfolgen, da diese langsamer als einige hun-
dert Mikrosekunden!? bzw. Millisekunden ! sind. Schnellere Prozesse wie zum Beispiel die
Bindung von Liganden, kollektive Helixbewegungen oder frithe Anderungen der Sekundér-
struktur bediirfen Methoden mit einer héheren zeitlichen Auflésung. Viele dieser Methoden
wie z.B. zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung (engl. time-correlated single photon counting,
TCSPC) [45] Streak-Kamera!®!, Up-Conversion!” und Kerr-Schalter [¥ nutzen die Fluoreszenz
als Oberservable, um Informationen iiber Dynamiken bis in den Pikosekunden- bzw. den Fem-
tosekundenbereich zu erhalten. Die Beobachtung struktureller Verdnderungen ist iiber die
Fluoreszenz moglich, da sie sensitiv auf Anderungen der direkten Umgebung des Fluorophors
reagiert, was sich in der Verdnderung der Lebenszeiten des emittierenden Zustands und der
spektralen Eigenschaften duBert .

Jede dieser Methoden hat ihre Vor- und Nachteile. Sind Dynamiken im Femto- bis Pikose-
kundenbereich wie z.B. bei photoinduzierten Konformations- bzw. Konfigurationsinderun-
gen von Interesse scheitern die TCSPC und die Streak-Kamera aufgrund ihres elektronischen
Detektionssystems, das eine solche Zeitauflosung nicht erlaubt. Erst die Verwendung des
Kerr-Schalters oder der Up-Conversion ermdoglicht es, diesen Zeitbereich zu erschlieffen. Die
Up-Conversion ist wegen der zugrundeliegenden Prozesse der nichtlinearen Optik meist auf
einen kleinen spektralen Korridor (= 100 nm) beschrénkt 1911 und kann nur unter grofiem
Aufwand ['? einen spektral breiten Bereich, wie es der Kerr-Schalter erlaubt[®13 abdecken.
Jeder dieser Aufbauten muss aber zwangslaufig beziiglich seiner spektralen und zeitabhéngi-
gen Eigenschaften charakterisiert werden, da nur infolgedessen die notwendigen Einstellungen
fiir ein optimales Ergebnis gefunden und somit verldssliche Informationen tiber die untersuch-
ten Proben gewonnen werden konnen.

1.2 Fluoreszenzmarker als Observable

Aufgrund der bereits erwidhnten Sensitivitdt gegeniiber Umgebungsparametern ist die Fluo-
reszenz eine sehr gute Observable fiir dynamische Prozesse. Fluoresziert die zu untersuchende
Probe nicht selbst oder sind Informationen iiber spezifische Bereiche eines Makromolekiils er-
wiinscht, konnen Fluoreszenzmarker eingesetzt werden. Sie werden in ein zu untersuchendes



1 Motivation dieser Arbeit

makromolekulares System an spezifischen Stellen eingebracht und liefern Informationen tiber
die Dauer und im besten Fall die Art der Umgebungsédnderungen.

Einen sehr bekannten, oft verwendeten und dadurch gut untersuchten Fluorophor stellt Py-
ren dar14 20 was mitunter auf seiner besonders interessanten Eigenschaft beruht Excimere
bilden zu kénnen'421, Eine Vielzahl von Studien mit auf Pyren als Fluorophor basierenden
Markern wurden an Desoxyribonukleinsiure (engl. deoxyribonucleic acid, DNA) durchge-
fiihrt. Mit diesen wurden Thematiken, wie z.B. Elektrontransferprozesse zwischen Nukleobase
und Fluorophor in Folge von Photoanregung!?? 28!, spezifische Erkennung von Nukleobasen
bzw. Strukturen?®-33] Einsatz als FRET-Sonde 335 und molekulare Hybridisierungsson-
den36-45] untersucht. Dies belegt, dass diese Art von Markern bereits eine breite Verwendung
bei der Aufkldrung von dynamischen Prozessen bei DNA gefunden hat. Bei RNA ist der An-
teil der auf Pyren basierenden Marker kleiner, wobei die gréfere strukturelle Flexibilitdt und
Komplexitit von RNA 649 zusitzliche Anspriiche an die Marker stellt. Dementsprechend
wurde eine Vielfalt an Markern mit variierenden Linkern und Verkniipfungspositionen synthe-
tisiert 43:50-57 Hierbei sticht vor allem die C2’ Position am Zucker der jeweiligen Nukleobase
als Verkniipfungspunkt heraus, da hier eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dass der Fluo-
rophor bei einer typischen A-Helix, wie sie bei RNA héufig vorkommt, in den freien Raum der
Umgebung zeigt [43:59:51:53-58] Dye direkte Modifikation der Nukleobase stellt eine Alternative
dar, wie sie bisher oft im Fall von DNA genutzt wurde[22-28:36:37,39.59-61] Ty Fa]] des in dieser
Arbeit vorgestellten Markers wurde von Prof. Dr. Joachim W. Engels! die Idee propagiert
die Position 2 von Adenin iiber einen Ethinyllinker mit Pyren zu verkniipfen, wodurch der
Fluorophor in die kleine Furche einer A-Helix zeigen und infolgedessen die Gesamtstruktur
nicht stéren sollte 2. Die Verwendung von Pyren als Marker fithrt jedoch zwangsliufig durch
den notwendigen Austausch eines der Protonen am Pyren mit einem fiir biologische Frage-
stellung nutzbaren Baustein zu Anderungen der elektrochemischen Natur des Pyrens. Diese
Verédnderungen zeigen grofien Einfluss auf die spektralen Eigenschaften in Abhéngigkeit der
Position sowie der elektrochemischen Natur des neuen Substituenten 2993, Zur Interpretati-
on der spektralen Verdnderungen und fiir eine Einschitzung der Verlésslichkeit des Markers
bedarf es folglich eines hinreichend guten Versténdnisses der zugrundeliegenden photophysi-
kalischen Prozesse. Basierend darauf kénnen die Dauer und die Abfolge dynamischer Prozesse
wie z.B. De-/Hybridisierung von RNA [43,56,57.64] oder deren Faltung®® analysiert werden.

1.3 Ziel dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, den Aufbau eines Kerr-Schalters darzustellen, genauso wie die
bisher damit erzielten Ergebnisse zu prasentieren. Des Weiteren wird ein auf Pyren basieren-
der Fluoreszenzmarker fiir RNA vorgestellt, bei dem insbesondere dessen photophysikalische
Eigenschaften aufgezeigt werden sollen, um eine prézise Interpretation von Messergebnissen
bei dessen Anwendung in biologischen Systemem zu ermdglichen.

nstitut fiir Organische Chemie und Chemische Biologie, Goethe-Universitét Frankfurt am Main, Max-von-
Laue-Strafle 7, 60438 Frankfurt am Main, Deutschland.



2 Spektroskopische Grundlagen

Als elektromagnetische Welle ist Licht in der Lage mit Materie zu interagieren. Dabei ruft
es Verdanderungen in der Verteilung der Elektronendichte der Materie hervor, aus denen das
Material besteht. Im Normalfall erfolgt dies iiber die elektrische Komponente der Strahlung.
Die Polarisationsebene der Strahlung wird iiber die Ausbreitungsrichtung und die Richtung
des elektrischen Feldvektors definiert. Diese Wechselwirkung des Lichts mit der Materie zeigt
dabei eine Abhéngigkeit von der Emnergie des eingestrahlten Lichts. Damit ermoglicht sie
Riickschliisse auf bestimmte quantenmechanische Material- bzw. Molekiileigenschaften.

Die Art der zu untersuchenden Proben ist dabei nicht auf anorganische oder einkomponenti-
ge Systeme eingeschriankt. Infolgedessen kénnen mitunter fiir komplexe biologische Systeme
Aussagen iiber photoinduzierte Prozesse und Eigenschaften getroffen werden. In diesem Ka-
pitel soll dem Leser ein Einblick in die theoretischen Abldufe bei spektroskopischen Metho-
den gegeben werden. Zur Vereinfachung werden die Vorgidnge an einem Molekiil und keinem
komplexeren System erldutert, Abweichungen davon werden an den entsprechenden Stellen

kenntlich gemacht. Die jeweiligen Inhalte werden in gingigen Lehrbiichern in Detail beschrie-
ben [9:65-70]

2.1 Absorption von elektromagnetischer Strahlung

Das elektromagnetische Spektrum besteht aus verschiedenen Bereichen (Abb. 1), wobei de-
ren genaue Aufteilung historisch begriindet ist. Ausschlaggebend dafiir, in welchem dieser
Bereiche man sich bewegt, ist die Wellenldnge bzw. die Wellenzahl.

Energy >
. -~<——— Rotational —— <——  Electronic ——
Transition
~<— Vibrational—>
. Micro- |Millimeter- Near Visible Near Far :

Spectral Radio ‘ waves waves Infrared Light ‘ Ultraviolet |  Ultraviolet X Rai/s
region | : Far FEEEET | | g

! ! Infrared 1IoeeoeT ! '

| | . Po50Ds! ! |

I I \ 193 ce%al I I

" " ' ' ' '
Wavelength / nm I 11000000, 50000 770 © 390 200 10

| | !
Wavenumber / cm-! 0.033 33 10 20 200 13 000 26 000 50 000 1 000 000

Abbildung 1: Schematische Darstellung des elektromagnetischen Spektrums und dessen Unterteilung im
Wellenlangen- und Wellenzahlenbereiche. Abbildung abgewandelt aus Ref. 65 und 66.

Dabei wird der Spektralbereich des ultravioletten (UV?: 10-390 nm) und des sichtbaren (Vis:
390-770 nm) Lichts oft in Nanometern angegeben. Bei infrarotem (IR?: 0,77-1000 pm) Licht
hingegen wird der Spektralbereich meist in Wellenzahlen, einer der Energie proportionalen
Grofle, angegeben.

Licht kann seine Energie an ein Molekiil abgeben. Dieser Prozess wird als Absorption be-
zeichnet. Zur besseren Veranschaulichung dieses Phénomens wird in das Photonenbild ge-

1UV-Untergruppen: VUV: 10-200 nm, UV-C: 200-280 nm, UV-B: 280-320 nm und UV-A: 320-390 nm.
2Entspricht in Wellenzahlen: ~13333-10 cm™*.



2 Spektroskopische Grundlagen

wechselt. Die Photonenenergie (E(v)) besitzt eine lineare Abhéngigkeit von der Frequenz und
eine antiproportionale Abhéngigkeit von der Wellenldnge der elektromagnetischen Strahlung

(GL (2.1)).

E(u)zh-yz%:h-c.a (2.1)

e h: Plancksches Wirkungsquantum (6,626-10734 Js)
o c: Lichtgeschwindigkeit (299 792 458 m/s)

e A: Wellenlédnge

o : Wellenzahl

Durch die Absorption eines Photons wird das Molekiil aus einem stationidren Zustand m in
einen energetisch hoher gelegenen Zustand n angeregt. Allgemein gilt fiir elektromagnetische
Ubergiinge, dass die Energiedifferenz der beiden Zustéinde (AE) dabei der Energie des Pho-
tons entspricht, was der Bohr’schen Frequenzbedingung (Gl. (2.2)) Rechnung tragt und somit
der Energieerhaltung entspricht.

AEy,=E,—E,=Ev)=h-v (2.2)

Dies entspricht der Energieerhaltung. Zusétzlich zu der Energieerhaltung als einschranken-
der Bedingung, muss das betreffende Molekiil zumindest temporér ein elektrisches Dipolmo-
ment aufweisen. Dies schligt sich in der Ubergangswahrscheinlichkeit |fy,|? nieder, welche
ausschlaggebend fiir die Auswahlregeln der spektroskopischen Ubergéinge ist, und somit der
Unterscheidung zwischen erlaubten (|gmn,|? # 0) beziehungsweise verbotenen (|pmn|? = 0)
Ubergingen dient. Ist das Ubergangsdipolmoment g, (Gl. (2.3)) ungleich Null, kommt es
zu einer Ladungsdichteverschiebung beim Ubergang vom Ausgangszustand m in den Endzu-
stand n iiber ein Volumen dV'.

ponn = [0 i - dV (2.3)
o 1y Wellenfunktion des Endzustands
e [1: Dipoloperator
e Y, Wellenfunktion des Ausgangszustands

Aus der Ubergangswahrscheinlichkeit kann wiederum die Oszillatorstirke fose(vnm) (Gl
(2.4)) bestimmt werden.

2
8-m° Mg Unm

3 h-e2

fOsc(Vnm) = : ’Mnm’2 (24)

e Upm: Mittlere Frequenz des Ubergangs
e e: Ladung eines Elektrons

e mg: Masse eines Elektrons



2.1 Absorption von elektromagnetischer Strahlung

Zusitzlich greift das Franck-Condon-Prinzip. Es besagt, dass elektronische Ubergéinge deut-
lich schneller (10~%9s) sind als Molekiilschwingungen (1071Y —10712s), die somit erst nach der
Anregung zu einer Anderung der Atomgeometrie fithren (™!, In Kombination mit der Energie-
bzw. der Wellenléingenabhingigkeit aufgrund des Ubergangsdipolmoments fiihrt dies zu ei-
nem charakteristischen elektromagnetischen Spektrum fiir ein Material und den beinhalteten
Molekiilen.

2.1.1 Das Lambert-Beer’sche Gesetz

Grundlegend gilt fiir alle Ubergiinge, dass die Absorption (A) beziehungsweise die Transmissi-
on (T) eines Lichtstrahls mit der eingestrahlten Intensitét (Iy) bei allen Ubergangsarten dem
Lambert-Beer’schen Gesetz (2.5) folgt. Durch Bestimmung der Intensitat des transmittierten
Lichtstrahls (I) kann die Absorption (bzw. Transmission) bestimmt werden.

AN) =¢ex-c-d=—log(T) = —log (é) (2.5)
Dabei zeigt die Absorption (A(A)) eine lineare Abhéngigkeit von der Konzentration (c), der
Schichtdicke der Probe (d), die das Licht zu passieren hat, und dem molaren dekadischen
Absorptionskoeffizienten® (¢)) (iiblicherweise in M ~!-cm ™! angegeben), einem wellenléingen-
abhingigen und molekiilspezifischen Proportionalitdtsfaktor. Das Produkt dieser drei Groflen
wird als ,,Optische Dichte* (OD) bezeichnet. Das Lambert-Beer’sche Gesetz gilt nur unter
bestimmten Bedingungen und fiir einen definierten Konzentrationsbereich. Die Wellenldngen-
abhingigkeit von ey fiihrt beispielsweise dazu, dass das Gesetz nur fiir monochromatisches
Licht gilt. Wenn nun der Absorptionskoeffizient aus der Messung einer Konzentrationsreihe
bestimmt wird und eine geringe spektrale Auflosung des Detektors vorliegt, filhrt dies zu
einem Mittelwert von ey liber den durch die Auflésung begrenzten Spektralbereich. Daraus
folgt die grundlegende Konvention, dass der Absorptionskoeffizient in der Regel fiir ein Ab-
sorptionsmaximum angegeben werden sollte, da dort die Absorptionsinderung iiber einen
gewissen spektralen Bereich nahezu identisch ist. Ein weiteres Problem stellen lichtinduzierte
Reaktionen beziehungsweise chemische Reaktionen dar, die innerhalb eines Zeitbereichs ab-
laufen, welcher der Messzeit entspricht. Kommt es zum Beispiel wihrend der Aufnahme einer
Konzentrationsreihe zur Anderung der Konzentration der absorbierenden Molekiile bezie-
hungsweise entstehen Reaktionsprodukte, weisen diese moglicherweise abweichende Absorp-
tionskoeffizienten aufgrund sich dndernder spektraler Eigenschaften auf. Zusétzlich stellen
tritbe beziehungsweise kolloidale Lésungen ein Problem aufgrund der auftretenden Streuung
dar. Ein weitaus héufiger auftretender einschrankender Faktor ist allerdings der verléssliche
Konzentrationsbereich fiir eine Messung. Hier ist der Bereich zu beachten,wie z.B. bei pho-
toinduzierten Konformations- bzw. Konfigurationsdnderungen in dem Messwerte mit einer
Vertrauenswiirdigkeit von 90 % liegen. Dieser Parameter ist abhingig von dem verwendeten
Gerat. Betrachten wir allein die mittlere Intensitdtsschwankung einer Lichtquelle mit z.B.
0,005 %*, liegen nur Messwerte zwischen einer OD von 0,05 und 1,3 in dem gewiinschten
Vertrauensbereich von 90 %.

3Frither auch als molarer Extinktionskoeffizient bezeichnet.
4JASCO V670 UV-VIS-NIR Absorptionsspektrometer, JASCO Germany GmbH, Deutschland, GroB-
Umstadt.
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Betrachtet man die molekularen Eigenschaften der untersuchten Probe, muss ein weiterer
Aspekt beziiglich des verldsslichen Konzentrationsbereichs beriicksichtigt werden. Neigt ein
Molekiil ab einer bestimmten Konzentration zur Aggregation (Oligomerisierung), ergibt sich
eine Abweichung vom linearen Verhalten der Absorption mit steigender Konzentration. Eine
oftmals vernachlassigbar kleine Komponente ist die Dauer, in der sich das Molekiil im angereg-
ten Zustand aufhélt. In seltenen Féllen (z.B. sittigbarer Absorber, siche Kap. 2.3.2.2) kénnen
jedoch langlebige, angeregte Zustande zu einer Verfilschung der Ergebnisse fithren, da diese
wahrend des Messintervalls zu einer Abnahme der absorbierenden Molekiile im Grundzustand
fithren (Grundzustandsphotobleichen (engl. ground state bleach, GSB)). All diese einschrin-
kenden Parameter fiithren zu einer Verfélschung der Ergebnisse und zeigen die Schwierigkeiten
bereits bei solch vermeintlich einfachen Messungen auf.

2.1.2 Elektronische Ubergiinge in der UV /Vis-Spektroskopie

Wie bereits erwdhnt gibt es Bedingungen, an die eine Absorption von Photonen gekniipft
ist. Die Photonenenergie muss resonant mit einem erlaubten Ubergang sein (Gl. (2.1)) und
dementsprechend die Energieerhaltung erfiillt sein. Sofern die Energie eines Photons dem
ultravioletten bzw. dem sichtbaren Spektralbereich entspricht, stellt das typischerweise ein
Ubergang eines Valenzelektrons aus seinem Grundzustand (m) in einen angeregten Energie-
eigenzustand (n) dar. Dabei erfolgt bei Raumtemperatur (293,15 K bzw. 20°C) die Anregung
grundséatzlich aus dem vibronischen Grundzustand, da sich dort aufgrund der Boltzmann-
verteilung nahezu alle Molekiile aufhalten sollten. Der Ubergang findet dem Franck-Condon-
Prinzip folgend in mehrere vibronische und rotatorische Zusténde statt.

Die elektronischen Ubergéinge werden mit Hilfe der urspriinglichen und der resultierenden
Molekiilorbitale beschrieben. Valenzelektronen gelangen dabei meist aus bindenden o- und
m-Orbitalen oder nichtbindenden n-Orbitalen in antibindende o*- und 7*-Orbitale. Die ty-
pischen Ubergange kénnen mit folgender Schreibweise nach Kasha gekennzeichnet werden:
o= o, 1 = 7, n— o und n — 76 Dabei sind 0 — o*-Uberginge die hochst-
energetischen, wihrend gewohnlich die n — 7*-Uberginge niederenergetischere Uberginge
darstellen. Weit haufiger wird die weniger aussagekriftige enumerative Bezeichnung gewéhlt.
Dabei wird in Singulett- und Triplettzustande (S; und T;) unterteilt, die iiber den Index als
Grundzustand (j = 0) oder hohere angeregte Zusténde (j = 1,2,3,...,m) definiert werden.
Dies ermoglicht eine grobe Zuordnung in Form eines Jabloniski-Diagramms (Abb. 2), ohne
genauere Informationen iiber die Art der beteiligten Zustdnde und der ablaufenden Prozesse
nach der Anregung.

2.2 Folgeprozesse der Absorption: Nichtstrahlende und
strahlende Deaktivierung

Nach der Absorption eines Lichtquants kehrt das Molekiil mit Hilfe verschiedener Prozes-
se in seinen Grundzustand zuriick. Eine Zusammenfassung der fiir diese Arbeit relevanten
Ubergiinge ist in Abbildung 2 in Form eines Jablonski-Diagramms zu sehen. Man kann die
ablaufenden Vorgénge in zwei grundlegende Kategorien unterteilen: (1) strahlungslose und
(2) strahlende Prozesse.
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Abbildung 2: Jablonski-Diagramm mit enumerativer Bezeichnung von moglichen Zustédnden und schemati-
scher Darstellung der moglichen Prozesse nach Absorption eines Photons einer bestimmten
Energie. Abgewandelt aus Ref. 68 und 71.

2.2.1 Nichtstrahlende Deaktivierungsprozesse

Bei den strahlungslosen Prozessen handelt es sich um die Umwandlung der iiberschiissigen
Energie in Translations-, Schwingungs- und Rotationsenergie der umgebenden Molekiile oder
wird bei einer Photoreaktion verbraucht (Ladungstransferreaktionen, Konformationsédnderun-
gen, Konfigurationsinderungen, etc.). Dies spielt vor allem in kondensierter Phase eine Rolle,
da hier die Molekiile aufgrund der permanenten rdumlichen Ndhe nahezu instantan mit den
umgebenden Molekiilen (z.B. Losungsmittelmolekiilen) in Form von Sté8en wechselwirken
konnen. Nach der Anregung in einen energetisch hoher liegenden elektronischen Zustand wird
die Anregungsenergie sehr schnell (~ 10*128[9]) in kleineren Schwingungs- und Rotations-
Quanten an die umgebenden Molekiile abgegeben. Dies wird als intramolekulare Umvertei-
lung von Schwingungsenergie (engl. intramolecular vibrational energy redistribution, IVR)
bezeichnet (Abb. 2). Gleichzeitig kann das Molekiil isoenergetisch in einen anderen elek-
tronischen Zustand wechseln, was als innere Umwandlung (engl. internal conversion, IC)
bezeichnet wird. Grundvoraussetzung hierfiir ist, dass ein ausreichend groBer Uberlapp der
vibronischen Zusténde vorherrscht. Besteht jedoch eine relativ grofle Energiedifferenz zwi-
schen den an der inneren Umwandlung beteiligten Zustdnden, fiihrt dies bei einem anhar-
monischen Potential zu einer Anh&dufung von tiberlappenden Schwingungsniveaus der beiden
Zustdnde, mit einer groflen Differenz in den Betrigen der Schwingungsquantenzahlen. Das
Ergebnis ist ein geringer Uberlapp der vibronischen Zustinde und somit eine Verlangsa-
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mung der inneren Umwandlung. Diese Tatsache wird als ,energy gap law“ bezeichnet. Sie
besagt grob zusammengefasst, dass mit steigender Nullpunktsenergiedifferenz (AFE) zwischen
Ursprungs- (S;) und Endzustand (Sy) eine Verringerung der Rate der inneren Umwandlung
einhergeht "273] was oft fiir den isoenergetischen Ubergang vom ersten angeregten Zustand
(S1) in den Grundzustand (Sp) der Fall ist. Die Lebensdauern der Zusténde variieren somit
auch mit der Art der am Ubergang beteiligten Zustinde (7 + 7* ~ 107 — 10~"s bzw. fiir
n « 7 ~ 107%) "7 Alternativ zu der IC ist als weiterer Prozess die Interkombinati-
on (engl. inter system crossing, ISC) (Abb. 2) zu erwéhnen. Sie ist der Spin-Bahn-Kopplung
geschuldet und stellt einen isoenergetischen Ubergang von einem Singulett- in einen Triplett-
Zustand dar. Dieser Ubergang erfordert eine Spinumkehr und ist folglich, vor allem bei Mole-
kiilen mit einer kleinen Spin-Bahn-Kopplung, sehr langsam. Der Triplett-Zustand liegt immer
energetisch giinstiger als der Singulett-Zustand, da die bendtigte Energie fiir die Spinpaarung
wegfillt. Auch nach dem Erreichen des Triplett-Zustands folgt eine IVR, wéhrend das Molekiil
hier ebenfalls wiederholt in der Lage ist langsam tiber eine ISC zuriick in den urspriinglichen
Singulett-Grundzustand zu gelangen. Auf diese Weise kann das angeregte Molekiil auch iiber
einen langlebigen Triplettzustand zuriick in den Grundzustand gelangen. Ist der Ubergang in
einen vibronisch angeregten Zustand des elektronischen Grundzustands vollzogen, folgt auch
hier abermals eine IVR.

Natiirlich gibt es Konkurrenzprozesse fiir die Deaktivierung iiber die IVR, IC und ISC, die
im folgenden Kapitel als strahlende Prozesse zusammengefasst sind.

2.2.2 Strahlende Deaktivierungsprozesse

Strahlende Deaktivierungsprozesse (Lumineszenz bzw. Emission) stellen die alternative Mog-
lichkeit zu den nichtstrahlenden Prozessen dar, die eine Riickkehr in den Grundzustand er-
moglichen (Abb. 2). Sie konnen dabei in Abhéngigkeit der Spinmultiplizitat (2541) des ange-
regten Zustands in zwei Kategorien eingeteilt werden, zum einen die Fluoreszenz (S = 0) und
zum anderen die Phosphoreszenz (S = 1). Die Emission von Photonen wird dabei beim Uber-
gang zwischen zwei Singulett-Zustdnden als Fluorezenz bezeichnet, wahrend ein strahlender
Ubergang aus einem Triplett-Zustand in einen Sigulett-Zustand als Phosphoreszenz benannt
wird®). Wihrend die Fluoreszenz Lebensdauern im Bereich um 1079-1077 s aufweist, sind die
bei der Phosphoreszenz beobachteten Lebensdauern aufgrund des spinverbotenen Ubergangs
mit 1074-102 s deutlich linger (7!,

2.2.2.1 Kasha und Kasha-Vavilov Regel

Michael Kasha schrieb 1950 in einer Verdffentlichung: ., The emitting level of a given mul-
tiplicity is the lowest excited level of that multiplicity (7. Diese Aussage fasst spiter den
unter ,,Kasha’s Rule*“ bekannt gewordenen Grundsatz zusammen, dass ein angeregtes Mole-
kiil vornehmlich aus seinem niedrigsten angeregten Zustand emittiert. Grund dafiir ist die
normalerweise sehr schnelle IC in den ersten elektronisch angeregten Zustand, die eine nen-
nenswerte Fluoreszenz aus einem hoher angeregten Zustand verhindert. Dies impliziert je-
doch gleichzeitig auch, dass bei ausreichend hoher Messempfindlichkeit, einer ausreichend
guten Beseitigung von Streulicht und einer ausreichend hohen Zeitauflésung eine Messung
der Emission aus hoher angeregten elektronischen Zustédnden beobachtet werden kann. Die-

se ist jedoch meist deutlich kurzlebiger als die aus dem ersten angeregten Zustand wie z.B.
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bei Pyren["7677 Mittlerweile wurden indes einige Ausnahmen dieser Regel gefunden. Diese
Sonderfille mit einer Emission aus hoher angeregten Zusténden treten auf, wenn eine von
folgenden zwei Situationen vorliegt(™l: (1) Die Bandliicke zwischen So- und S;-Zustand und
die Oszillatorstirke des S; — Sy Ubergangs ist jeweils klein, withrend die Oszillatorstiirke des
Sy — Sy Ubergangs groB ist. Dadurch ist der S; Zustand langlebig und populiert thermisch
den Sy Zustand (z.B. Ovalen[™). (2) S5 und S; liegen sehr weit auseinander und der Sy — Sy
Ubergang weist eine hohe Oszillatorstirke auf, was zu einer langsamen inneren Umwandlung
in den S; fithrt, wihrend der So-Zustand emittieren kann (z.B. Azulen[®%). Eine weitere
Folge des ,energy gap law*“ (vgl. Kap. 2.2.1), also der vom aktuell bevolkerten Zustand ab-
héngigen unterschiedlich schnellen IC, und der Tatsache, dass eine Interkombination in einen
Triplettzustand (7),) deutlich langsamer als eine IC in den Grundzustand vonstatten geht,
fiihrte zu der Kasha-Vavilov Regel. Sie besagt, dass der Anteil an Molekiilen, die strahlend
rekombinieren, sei es {iber Fluoreszenz oder Phosphoreszenz, unabhéngig von der Anregungs-
wellenlénge ist 7778, Der urspriingliche elektronische Zustand, in dem sich das Molekiil nach
der Anregung befindet, spielt keine Rolle.

2.2.2.2 Fluoreszenzquantenausbeute (FQA)

Die FQA (¢p;) beschreibt das Verhéltnis der Anzahl an emittierten (nem) zu absorbierten
(nabs) Photonen (Gl. (2.6)) eines makroskopischen Systems. Sie stellt einen wichtigen Parame-
ter zur Beschreibung der Eigenschaften von Fluorophoren dar. Alternativ kann die FQA auch
iber das Verhéltnis der Ratenkonstanten fiir einen strahlenden Zerfall (k,) und der Summe
der Ratenkonstanten fiir alle strahlenden und nichtstrahlenden Deaktivierungsprozesse (k)
definiert werden ).

Nem k.
Nabs k"r + km"
Die FQA kann dabei nahezu 1 sein, wenn k,, < k, ist. Dieser Wert wird jedoch in Loésung
aufgrund von Relaxationsprozessen durch Stofle mit der Umgebung fast nie erreicht. Die
beiden Ratenkonstanten bestimmen somit gemeinsam die Gesamtlebensdauer (7, Gl. (2.7))
des Fluorophors.

OF = =kp-7 (26)

1

= 2.7
kr + knr ( )

T

2.2.2.3 Solvatochromismus, Permittivitéit und Polaritét

Losungsmittel iben aufgrund der Wechselwirkungen zwischen dem gelosten Stoff und dem Lo-
sungsmittel (Ion-Dipol, Dipol-Dipol, Wassserstoffbriickenbindungen usw.) einen grolen Ein-
fluss auf die elektronischen Zusténde eines Molekiils aus. Dabei verdndert sich die energeti-
sche Lage der Zustdnde zueinander. Das Resultat ist entweder eine spektrale Verschiebung
der Absorptionsbanden hin zu ldngeren Wellenldngen (bathochrom) aufgrund der energeti-
schen Anniherung der beiden am Ubergang beteiligten Zustéinde oder eine Verschiebung hin
zu kleineren Wellenldngen (hypsochrom) infolge einer steigenden energetischen Diskrepanz
zwischen den Zustinden[®). Natiirlich werden auch die Emissionseigenschaften des jeweiligen
gelosten Stoffes verdndert.
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Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Losungsmittel in vier Kategorien
eingeteilt.

1. Protisch 2. Aprotisch 3. Polar 4. Unpolar

Losungsmittel, die in der Lage sind Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden und als Pro-
tonendonatoren dienen kénnen, gehéren zu Kategorie 1, den protischen Losungsmitteln. Im
Gegenzug gehoren Losungsmittel, die nicht in der Lage sind Wasserstoftbriickenbindungen
auszubilden und Protonen zu abstrahieren zu Kategorie 2, den aprotischen Losungsmitteln.
Zusétzlich kénnen die Losungsmittel der beiden Klassen Molekiile und Salze mit grofien per-
manenten Dipolen entweder 16sen (Polar, Kategorie 3) oder nicht (unpolar, Kategorie 4) 5.
Oft wird die relative Permittivitit (32, auch als relative Dielektrizitétskonstante (,.) bekannt,
angegeben, um die Polaritit der Losungsmittel zu beschreiben [®3). Bestimmt wird diese iiber
die Anderung der Kapazitit eines Kondensators aufgrund der Abschirmung durch das Lo-
sungsmittel 82, Polare Losungsmittel weisen eine hohe relative Permittivitit auf, wihrend
Losungsmittel mit niedrigen Werten unpolar genannt werden. Diese Skala ist dabei nur ab-
héngig von den Wechselwirkungen, welche die Losungsmittel unter sich ausbilden. Betrachtet
man die relative Permittitvitdt der Molekiile, sieht man nur den Einfluss der Gesamtheit an
Molekiilen auf zwei unterschiedliche Ladungen (makroskopische Gréfie). Damit ergibt sich ei-
ne Abfolge, die nur auf den Eigenschaften der Losungsmittelmolekiile selbst basiert (Abb. 3).
Im Umkehrschluss beriicksichtigt diese Beschreibung der Polaritdt des Losungsmittels aber
nicht die molekiilspezifischen Eigenschaften, die aufgrund von intermolekularen Wechselwir-
kungen vorhanden sind.

Es sind andere Skalen vorhanden, die diese zusétzlichen Interaktionen mit einem Molekiil be-
riicksichtigen. Sie basieren auf den solvatochromatischen Eigenschaften dieses Molekiils wie
2.B. bei der weit verbreiteten ET(30)-Skala [#485] oder einer auf Pyren basierenden Polaritéits-
skala von Winnik et. al.!86l. Beide Skalen, die nachfolgend aufgefiihrt werden, konnten aus
verschiedenen Griinden nicht verwendet werden, sollen aber dessen ungeachtet Erwdhnung
finden, um den Einfluss der Losungsmittelklasse und die Schwierigkeit der Anwendung einer
auf molekiilspezifischen Parametern basierenden Polaritatsskala zu zeigen.

Die ET(30)-Skala basiert auf einer Rotverschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs
Pyridinium-N-Phenolat-Betain mit steigender Polaritét 2. Dies hat einen grofien Effekt auf
die Abfolge der Losungsmittel entsprechend ihren Polarititen bei einer Auswahl aus proti-
schen und aprotischen Losungsmitteln, was in Abbildung 3 ersichtlich wird. Wie innerhalb
einer Losungsmittelklasse zu erkennen ist, fithrt die Fahigkeit des Losungsmittels Wasser-
stoffbriickenbindungen als Protonendonator auszubilden zu keiner Anderung der Reihenfolge
bei der ET(30)-Skala, sie verdndert aber deutlich die Reihenfolge bei Betrachtung der Ge-
samtabfolge aus beiden Losungsmittelklassen.

Die Py-Polaritédtsskala von Winnik et. al. wurde 1984 eingefiihrt und basiert auf den Unter-
schieden der Intensitdtsverhéltnisse zwischen dem ersten und dritten vibronischen S7 — Sp-
Ubergang im Fluorezenzspektrum von Pyren. Zwar wird in dieser Arbeit der Einfluss von
Losungsmitteln auf ein Derivat von Pyren diskutiert, jedoch ldsst sich die Pyren-Skala im
Zusammenhang mit den hier durchgefiihrten Untersuchungen aufgrund von fehlenden Pola-
ritdtswerten fir einige verwendete Losungsmittel und der mangelnden Zugénglichkeit zu den
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Abbildung 3: Chemische Strukturen der Losungsmittel, die fur die Betrachtung der Umgebungsabhéngigkeit
der photophysikalischen Eigenschaften von PyA & PydA verwendet wurden, sowie deren Per-

mittivitit #¥ und deren Polaritéit nach der ET(30)-Skala 84891,

notwendigen Daten nicht nutzen. Da die in dieser Arbeit diskutierten, mit Pyren modifizier-
ten Nukleoside eine deutliche Abhéngigkeit von der Losungsmittelklasse zeigen, ist es nicht
ratsam die Polaritédt als absolut anzusehen, sondern die einzelnen Losungsmittelklassen se-
parat zu betrachten. Dadurch bedingt wird die relative Permittitvitdat zur Beschreibung des
Einflusses der Losungsmittelpolaritdt genutzt.

Die in Abbildung 3 genannten Losungsmittel werden bei den spéter gezeigten Untersuchungen
genutzt (Kap. 5.2). Die verwendeten protischen Losungsmittel werden der Einfachheit halber
ab hier in Abbildungen und in Tabellen wie folgt abgekiirzt: (1) Methanol (MeOH), (2)
Ethanol (EtOH), (3) 2-Propanol (iPrOH) und (4) 2-Methyl-2-propanol (tBuOH).

2.3 Theorie der zeitaufgelosten Spektroskopie

Viele chemische und mitunter biochemische Prozesse auf molekularer Ebene erstrecken sich
tiber einen grofien Zeitbereich von Femtosekunden (fs) bis hin zu mehreren Sekunden. In Mole-
kiilen kann es dabei zu sehr schnellen, kleinen lokalen Anderungen kommen, zum Beispiel der
elektronischen Struktur. Diese kénnen allerdings zu Variationen einzelner Bindungsgeometri-
en bis hin zu grofien geometrischen Verinderungen von Makromolekiilen fithren. Abbildung
4 veranschaulicht dabei die Zeitbereiche, in denen sich diese Prozesse abspielen, wobei die
langsameren hier am Beispiel von RNA aufgezeigt werden. Generell ist aber zu erwéhnen,
dass diese Grenzen nicht scharf sind, da sie immer von dem betrachteten System abhingen.
Um alle méglichen Zeitskalen messtechnisch abzudecken, bedarf es einer grofien Vielfalt von
Messmethoden (Abb. 4).

11
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zeitbereiche in denen Dynamiken der Femtochemie bis hin zu
makromolekularen Dynamiken stattfinden. Zusétzlich sind die in unserem Arbeitskreis aktuell
verfiigharen Messmethoden dargestellt und der Zeitbereich den diese abdecken, um die gezeigten

Dynamiken zu untersuchen 8758,

Zur Untersuchung langsamerer Prozesse werden dabei zum grofien Teil Standardmethoden
eingesetzt. Aber je schneller die Prozesse sind, desto anspruchsvoller ist die benotigte Mess-
methode. Die Entwicklung des Lasers (engl. light amplification by stimulated emission of
radiation) im Jahre 1960 9 und im Speziellen die Erzeugung von ultrakurzen Laserpul-
sen? bereitete den Weg fiir Messmethoden mit sehr hohen Zeitauflosungen. Mittlerweile ist
es mit Hilfe eines kurzzeitgepulsten Lasers in Kombination mit elektronischen Methoden fiir
die Detektion moglich, eine Zeitauflosung bis in den Pikosekundenbereich zu erreichen (z.B.
TCSPCM und Streak-Kamera®!l). Mochte man jedoch Prozesse im Femtosekundenbereich
untersuchen, muss man auf optische Methoden zuriickgreifen, die eine Anregung und auch
Abfrage der Probe in diesem Zeitbereich ermdglichen. Die theoretischen Hintergriinde der
Prozesse, die eine solche Zeitauflésung erlauben, sind dabei zum grofien Teil sehr Komplex
und gehoren zur nichtlinearen Optik.

2.3.1 Nichtlineare Optik

Prinzipien der nichtlinearen Optik ermoglichen eine Zeitauflésung im Femstosekundenbereich.
Die zur nichtlinearen Optik zahlenden Prozesse sind in géngigen Lehrbiichern bzw. Verdoftfent-
lichungen ausfiihrlich diskutiert 9296/, Im Folgenden wird nur auf das allgemeine Prinzip und
einige spezifische Prozesse ndher eingegangen. Vorab soll zwischen zwei Arten von Prozessen
unterschieden werden: (1) den parametrischen und (2) den nichtparametrischen. Mit para-
metrischen Prozessen sind Ubergéinge gemeint, bei denen der quantenmechanische Ausgangs-
und Endzustand der Gleiche ist, demzufolge die kurzzeitige Entvolkerung des Grundzustands
in einen virtuellen Zustand stattfindet. Als nichtparametrisch werden Prozesse beschrieben,
bei denen ein Ubergang zwischen zwei realen Zustéinden stattfindet.

12
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2.3.1.1 Materialantwort in Form der Polarisation

In der linearen Optik wird von einem linearen Zusammenhang zwischen der Auslenkung
eines Elektrons von seiner Ruhelage und der Riickstellkraft im Sinne eines klassischen Os-
zillatormodells ausgegangen. Das Resultat ist eine harmonische Schwingung des Elektrons.
In einem makroskopischen Bild entspricht dies einem linearen Zusammenhang zwischen der

—

Wechselwirkung eines elektromagnetischen Feldes (E) mit Materie und der dadurch induzier-

ten Polarisation der Elektronendichte (P(E)), also der Summe der Vektoren von induzierten
Dipolmomenten pro Volumeneinheit (Gl. (2.8)).

- = —

P(E)=¢y-xV - E (2.8)
o x: elektrischer Suszeptibilitdtstensor der zweiten Stufe

e ¢o: Dielektrizitatskonstante im Vakuum

Die Polarisation kann nicht beliebig stark anwachsen, da dies einer unbegrenzt starken Aus-
lenkung eines Elektrons entsprechen wiirde. Daher muss die Polarisation eine anharmonische
Schwingung als Antwort auf steigende Feldstérken liefern. Hieraus folgt, dass die elektrische
Suszeptibilitdt selbst eine Abhéngigkeit von der elektromagnetischen Feldstidrke aufweisen
muss und folglich Gleichung (2.8) nur eine Naherung fiir schwache Feldstiarken darstellt.

In der nichtlinearen Optik wird nun davon ausgegangen, dass hohe Feldintensitdten zu einer
Verédnderung der Materialeigenschaften fithren. Infolgedessen wird die Materialantwort in
Form der Polarisation auf hohe Feldstérken oftmals als eine Potenzreihe von Suszeptibilitdten
verschiedener Ordnung () wiedergegeben (Gl. (2.9)).

P =0 (- 2) + (2 2) B) + (((x9-£) B) B) )

9
DA P (2.9)
= PUO(E) + PA(E) + PO(E) + ...

o x: elektrischer Suszeptibilititstensor der (i+1)-ten Stufe
« PW(E): Polarisation der (i)-ten Ordnung

Die Suszeptibilitdten sind dabei ein Maf} fiir die Stérke der Riickstellkraft infolge der Ver-
formung der Elektronendichte. Sie spielen dabei wegen ihrer abnehmenden Gréfe (X(l) ~ 1,
x? ~ 10712 m/v und x©®) ~ 10-2* m?/y2) mit steigender Ordnung eine immer geringere Rol-
le®. Meist sind auch bei sehr hohen Feldstirken nur die Suszeptibilititen bis hin zur dritten
Ordnung (x?) fiir verschiedene Prozesse zu beriicksichtigen. Feldstéirken, die eine nichtlineare
Materialantwort hervorrufen, werden dabei normalerweise nur mit Hochleistungslasern er-
reicht.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass Suszeptibilitdten einer geraden Ordnung in zentrosym-
metrischen (isotropen) Materialien wegfallen, da die Polarisierung bei negativer und positiver
Amplitude der Feldstirke auch eine Anderung des Vorzeichens erfihrt (Gl. (2.10)).

PO)(E) = —P(E) (2.10)

Die Werte wurden entnommen aus dem Buch "Nonlinear Optics"von Boyd °®! und stellen die GréBenordnung
der Suszeptibilitdt fiir kondensierte Materie dar.
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2 Spektroskopische Grundlagen

Dies ist nur méglich, wenn P®)(E) = 0 ist. Im Oszillatorbild entspricht dies einer symme-
trischen Energiepotentialfliche, d.h. die Riickstellkraft ist symmetrisch. Dadurch wird die
zeitlich gemittelte Antwort der Polarisation auf die eintretende Welle in einem zentrosym-
metrischen Kristall gleich Null. An der Grenzfliche eines Materials sind jedoch auch bei
isotropen Materialien Asymmetrien vorhanden. Diese konnen zu kleinen Beitrdgen der Pola-
risation zweiter Ordnung fithren. Im Gegenzug dazu sind Suszeptibilitdten einer ungeraden
Ordnung unabhéngig von den Symmetrieeigenschaften des Materials.

2.3.1.2 Konsequenzen des Ubergangs zur nichtlinearen Optik

In der linearen Optik ist das Superpositionsprinzip giiltig, d.h. elektromagnetische Wellen, die
gleichzeitig durch ein Medium propagieren, beeinflussen sich nicht gegenseitig. Der Ubergang
zur nichtlinearen Optik fihrt dazu, dass die durch ein elektrisches Feld induzierte Gesamt-
polarisation Beitrédge der Suszeptibilitdt hoherer Ordnung besitzt. Die oszillierenden Dipol-
momente kénnen also mit verschiedenen Frequenzen schwingen und fungieren dadurch als
Quelle fiir elektromagnetische Wellen, deren Frequenzspektrum iiber die Gesamtpolarisation
definiert ist. Wird z.B. eine ebene elektromagnetische Welle (E(t)) betrachtet, die sich in
z-Richtung im Medium ausbreitet und eine Uberlagerung aus zwei ebenen Wellen mit den
Frequenzen w; und wo darstellt (Gl. (2.11)):

E(t) = Ecos (wlt + Elz_') + Escos (wgt + Eg?) (2.11)

Wird Gleichung (2.11) in Gleichung (2.9) eingesetzt, ergibt sich:

—

P(E) = 50X(1) {Elcos (wlt + 1%2') + Egcos (wgt + EQE'):| +
+ (50)((2) [Elcos (wlt + E15> + Escos (wgt + E25>:|) . (2.12)
. {Elcos (wlt + Elg) + Egcos (wgt + EQZ)] + ...

Wird der Einfachheit halber in den Skalarraum gewechselt, kann die Gesamtpolarisation wie
folgt geschrieben werden (Gl. (2.13)):

ﬁ(ﬁ) = sox(l) [Elcos (wlt + Eli) + Escos (wgt + Egi’)] +
+ 50)((2) [E%cos2 (wlt + El,?) + E220082 (wgt + EQZ) + (2.13)
4+ 2. E1FE5cos (wlt + Elf) - cos (wzt + /222’)} + ...
Berticksichtigt man die Additionstheoreme
1
cos?(a) = 5(1 + cos(2ar)) (2.14)
und
1
cos(a) - cos(fB) = i[cos(a + ) + cos(a — B)], (2.15)

erhéilt man fiir die Terme der Polarisation zweiter Ordnung (P?)(E)) das folgende Ergebnis:
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2.3 Theorie der zeitaufgelosten Spektroskopie

PA(E) =gox? (;Ef + ;E§> +

1 - 1 o
+ 60X(2) {E%cos (let + 2k15) + iEgcos (ngt + ZkQZ)] +

+ eox! {E1Egcos ( w1 + wa)t + (k1 + /;’2)5)} i (2.16)

+ eox {ElEgcos ( wi — wa)t + (ky — E2)Z)}

Gleichung (2.16) zeigt, in welcher Form bei einem Dreiwellenmischprozess die beiden ur-
spriinglichen, elektromagnetischen Teilwellen parametrisch miteinander interagieren und wel-
che neuen Frequenzen aufgrund der Interaktion miteinander entstehen kénnen. Der erste
Term (1/2E? + 1/2E3) ist frequenzunabhiingig und wird als optische Gleichrichtung bezeich-
net. Er fiilhrt zu einem statischen elektrischen Feld im Material, das in dieser Arbeit nicht
weiter betrachtet wird. Interessanter sind die nachfolgenden Terme, welche die moglichen
Frequenzkombinationen beschreiben. Die Terme, welche 2w; bzw. 2wy enthalten, beschrei-
ben die Erzeugung der Frequenzverdoppelten (engl. second harmonic generation, SHG) der
jeweiligen Teilwellen. Die Terme mit w; + we bzw. w; — wy beschreiben die Erzeugung der
Summenfrequenz (engl. sum frequency generation, SFG) bzw. die Erzeugung der Differenz-
frequenz (engl. difference frequency generation, DFG). Alle diese Prozesse konnen mitunter
in umgekehrter Richtung ablaufen.

Betrachtet man die SFG im Photonenbild néher, interagieren zwei Photonen geringerer Ener-
gie (hwi und hwy) und erzeugen unter Beriicksichtigung der Energieerhaltung (Gl (2.17)) ein
drittes hoherenergetisches Photon (fuws).

hws = hwt + hwo (2.17)

Die Energie des hoherenergetischen Photons entspricht folglich der Summe der Energien der
urspriinglichen Photonen. Ist dabei die Energie der beiden niederenergetischen Photonen die
gleiche, betrachtet man die SHG. Die DFG hingegen beschreibt die Erzeugung eines Photons
(hws), dessen Energie aufgrund destruktiver Interferenz der interagierenden Teilwellen (w;
und w9) um einen Betrag, der einer Differenz der Energie beider Photonen (hw; — hws)
entspricht, kleiner ist.

Zusatzlich zur Energieerhaltung muss bei diesen Prozessen zwingender Weise die Impulser-
haltung erfiillt sein (Gl. (2.18)), was einer Phasenanpassung (Kap. 2.3.1.3) dquivalent ist.

hks = hkq + hko (218)

Wie eine Phasenanpassung und dadurch die Selektion eines einzelnen Prozesses erreicht wer-
den kann, wird im nachfolgende Kapitel ndher erlautert.

Es gibt auch nichtlineare parametrische Prozesse der Polarisation dritter Ordnung P®)(w),
die fiir diese Arbeit von Interesse sind. An dieser Stelle seien der Kerr-Effekt, die Erzeugung
der Frequenzverdreifachten (engl. third harmonic generation, THG), die Selbstfokussierung
und die Selbstphasenmodulation genannt. Sie werden in spiteren Kapiteln néher erklért.
Diese Prozesse konnen ebenfalls durch die geeignete Wahl der Phasenanpassungsbedingungen
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2 Spektroskopische Grundlagen

(Kap. 2.3.1.3) in einem geeigneten nichtlinearen Medium selektiv verstarkt werden, wiahrend
die anderen Prozesse zum Grofiteil unterdriickt werden.

2.3.1.3 Phasenanpassung in anisotropen Medien

Die Phasenanpassung ist wichtig, da sich die von den einzelnen Atomen in einem Medium aus-
gehenden Wellen nur zu einer Gesamtwelle addieren kénnen, wenn sich die Phasengeschwin-
digkeit der Ober- und Grundwellen gleichen und infolgedessen konstruktiv interferieren. Dabei
muss die Impuls- (Eg _ —|—E2) und Energieerhaltung (fuws = hw + fws) eingehalten werden,
der Phasenanpassungsfehler (2.19) muss folglich null sein.

- — |

Ak = k3(w) — k1 (w) — ka(w) =0 (2.19)

Um dies zu erreichen, werden anisotrope Medien verwendet. Das Besondere an ihnen ist,
dass sie - anders als isotrope Medien - doppelbrechend sind. Die eintretende Welle mit dem
Ausbreitungsvektor k erfihrt folglich in Abhéngigkeit der Polarisation ihres elektrischen Feld-
vektors (E) einen unterschiedlichen Brechungsindex (Abb. 5). Hierbei ist zwischen optisch
bi- oder uniaxialen Kristallen, die zwei oder

eine Symmetrieachse besitzen, zu unterschie-

den. Wahrend biaxiale Kristalle zwei opti- Negative Uniaxial Crystal (n, > ng)

sche Achsen (n, # n, # n.) aufweisen,
besitzen uniaxiale Kristalle nur eine opti-
sche Achse (n; = n, # n.). Von grofle-
rer Relevanz fiir eine Phasenanpassung sind
typischerweise die uniaxialen Kristalle. Der
wichtigste Vertreter der uniaxialen Kristal-
le, der in dieser Arbeit Erwdhnung findet, ist
der negativ uniaxiale Beta-Barium-Borat-
Kristall (8-BaB2O4, BBO). Dieser ist als
negativ uniaxialer Kristall aufgrund eines
groflen Transparenzbereichs von 190 nm bis
3 nm und seiner hohen Zerstorschwelle die  pjane of k Dependent
Standardwahl fiir Dreiwellenmischprozesse. Refractive Index
Bei einem negativ uniaxialen Kristall® ist

der ordentliche Brechungsindex n,, welcher

den Brechungsindex senkrecht zur optischen Abbildung 5: Po'larisatiopsebene in einem negativ uni-
Achse definiert, konstant und unabhéngig axialen Kristall.

vom Offnungswinkel zwischen Ausbreitungs-

vektor und optischer Achse (Phasenanpassungswinkel, #). Der aulerordentliche Brechungsin-
dex n., welcher parallel zur optischen Achse orientiert ist, verdndert sich hingegen in Abhén-
gigkeit des Phasenanpassungswinkels. Folglich erfahrt das Licht entsprechend seiner Polari-
sation je nach Phasenanpassungswinkel # immer den gleichen ordentlichen Brechungsindex,
aber einen variierenden auflerordentlichen Brechungsindex. Aus diesem Grund ist die Phasen-
geschwindigkeit von Lichtwellen in einem Medium (vp;,) polarisationsabhangig (Gl. (2.20)).

Optical Axis

5Das Attribut ,Negativ* weist darauf hin, dass n, > n. ist.
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2.3 Theorie der zeitaufgelosten Spektroskopie

c c

Uph(o) = o bW Upn(e) = Dy
Diese Polarisationsabhéngigkeit wird genutzt, um bei den meisten Dreiwellenmischprozessen
eine Phasenanpassung zu erreichen. Generell werden dabei zwei Typen von Phasenanpassun-
gen unterschieden (Tab. 1).

(2.20)

Tabelle 1: Mogliche Anordnungen der Orientierungen (ordentlich (o) oder aulerordentlich (e)) der Teilwellen
fiir eine Phasenanpassung bei einem Dreiwellenmischprozess in einem positiv bzw. negativ uniaxial-
en Kristall. Es gilt: w3 > wa > ws.

Typ-1 Typ-11
w1 w2 w3 w1 w2 w3
negativ uniaxial 0 0 e o} e
positiv uniaxial e e o} e

Die Typ-I-Phasenanpassung basiert auf einer parallelen Orientierung der beiden niederfre-
quenten elektromagnetischen Wellen (w; und ws) zueinander, die resultierende héherenerge-
tische Welle (ws3) ist senkrecht zu diesen polarisiert. Eine Typ-II-Phasenanpassung geht hin-
gegen von einer senkrechten Polarisierung der beiden niederfrequenten elektromagnetischen
Wellen zueinander aus.

2.3.1.4 Optisch parametrische Verstiarkung

Eine kollineare optisch parametrische Verstiarkung ist eine hdufige Methode, um Photonen mit
einer variabel einstellbaren Wellenldnge zu erzeugen. Aufbauten, die dieses Prinzip nutzen,
werden als optisch parametrischer Verstiarker (engl. optical parametric amplifier, OPA) be-
zeichnet. Die Erzeugung ist dabei ein Prozess der nichtlinearen Polarisation zweiter Ordnung
und nutzt die umgekehrten Prinzipien der SFG und der Phasenanpassung. Per Definition
wird bei der optisch parametrischen Verstirkung das an der SFG beteiligte Photon mit der
hochsten Energie als Pumpphoton (hws = hw,) bezeichnet, wihrend die beiden niederener-
getischen Photonen Signal- (hw; = hws) bzw. Idlerphoton (hwe = hw;) genannt werden.
Das hoherenergetische der Beiden niederenergetischen Photonen ist dabei als Signalphoton
definiert (fuws > hw;).

Das Pumpphoton mit der Frequenz (w,) wird bei der optisch parametrischen Verstérkung
mit ausreichend hoher Feldstéirke (E,) in ein nichtlineares Medium geschickt. Quantitativ
betrachtet werden dadurch die Atome im Medium in ein virtuelles Energieniveau angeregt
(Abb. 6, A). Die Riickkehr in den Grundzustand findet dabei iiber einen Zerfall in zwei Photo-
nen geringerer Energie (hws, Signalphoton und fw;, Idlerphoton) statt. Dies geschieht unter
Berticksichtigung der Energieerhaltung (Gl. (2.17)) und Impulserhaltung (Gl. (2.18)). Das
Pumpphoton erzeugt dadurch bei Eintritt in ein nichtlineares Medium eine Vielzahl dieser
Signal-Idler-Photonenpaare verschiedener Frequenzen, was als spontane parametrische Fluo-
reszenz (Superfluoreszenz) oder auch als Photonenrauschen bezeichnet wird. Aufgrund von
Symmetriegriinden werden die Photonen verschiedener Energie dabei kegelférmig emittiert.
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2 Spektroskopische Grundlagen

Dies ist fiir Typ-I Phasenanpassung in Abb. 6 (B) dargestellt.

A B

Abbildung 6: Entstehung von spontaner parametrischer Fluoreszenz. (A) Virtuelle Niveaus und Bezeichnung
der einzelnen Frequenzkomponenten. (B) Ausbreitung der parametrischen Fluoreszenz und Po-
larisierung der eintretenden Welle, sowie der resultierenden Singal- und Idlerwelle.

Die Energiedifferenz zwischen Pumpphoton und Idlerphoton entspricht dabei immer der Ener-
gie des Signalphotons (ws = wp, —w;). Die optisch parametrische Verstarkung nutzt den Effekt
der DFG, indem die zu verstirkende Wellenldnge durch sogenannte Seedphotonen selektiert
wird. Sie werden im nichtlinearen Kristall rdumlich und zeitlich mit den Pumpphotonen
iiberlagert. Dadurch wird die spontane parametrische Fluoreszenz unterbunden, denn das
Seedphoton spielt im Kristall die Rolle eines Signalphotons und bestimmt die zu verstéar-
kende Wellenlénge. Dies ist moglich, da das Seedphoton zur stimulierten Emission aus dem
virtuellen Energieniveau fiihrt. Folglich kommt es zur selektiven Verstarkung der Wellenlédnge
des Seedphotons. Gleichzeitig findet im Umkehrschluss eine entsprechende Verstirkung der
Idlerphotonen statt.

Im quantenchemischen Bild entspricht dies dem Ergebnis einer nichtlinearen Interaktion zwei-
er Wellen (Signal- und Pumpwelle) und demzufolge einer Gesamtpolarisation, die zu einer
Verstirkung der Seedwelle fithrt, wobei als Nebenprodukt die Idlerwelle mitverstarkt wird.
Es wird zwischen zwei moglichen Arten der Ausrichtung der Ausbreitungsvektoren von Pump-
und Seedpulsen bei der optisch parametrischen Verstarkung unterschieden: (1) der kollinearen
(Abb. 7, A) und (2) der nichtkollinearen (Abb. 7, B).

A Collinear-OPA B Noncollinear-OPA
®j
. —> 2|/
g e 05— |=—=3F; | w0
S |
L BBO T . BBO
il | a8 & | R« R=N=H

Length Length

Abbildung 7: Schematische Darstellung einer (A) kollinearen und (B) nichtkollinearen parametrischen Ver-
starkung. Oben sind die jeweiligen Phasenanpassungsbedingungen und die Ein- bzw. Austritts-
richtung in einem BBO gezeigt. Darunter ist die jeweilige zeitliche Ausbreitung der Wellenpakete
im BBO dargestellt.

Bei beiden Anordnungen kann in einem nichtlinearen Kristall iber die Polarisierung der
Wellenpakete eine Phasenanpassung erreicht werden.
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2.3 Theorie der zeitaufgelosten Spektroskopie

Bei der kollinearen Anordnung ist jedoch keine Anpassung der Gruppengeschwindigkeit mog-
lich. Selbst wenn der Pumppuls zeitlich iiber die gesamte Léange des nichtlinearen Kristalls mit
dem Seedpuls interagieren kann, laufen Signal- und Idlerpuls zeitlich auseinander (Abb. 7,
A). Dadurch werden die entstehenden Signalphotonen der vorauslaufenden Front des Signal-
pulses hinzugefiigt, wihrend die entstehenden Idlerphotonen an die nachlaufende Flanke des
Idlerpulses angehédngt werden. Dies fithrt zwangslaufig zu langeren Pulsdauern. Der Vorteil
dieser Anordnung ist jedoch, dass die entstehenden Signal- und Idlerphotonen aufgrund der
gleichen Ausbreitungsrichtung ihrerseits wieder zu der Entstehung neuer Photonen fithren
kénnen.

Die nichtkollineare Anordnung hat den Vorteil, dass nicht nur die Phasenanpassung erfillt ist,
sondern dass sie das Problem der unterschiedlichen Gruppengeschwindigkeiten von Signal-
und Idlerpuls 16st und somit eine Verldngerung der Pulsdauer vermieden wird. Dies ist mog-
lich, da der zusétzliche Weg aufgrund des Ausbreitungsvektors des Idlerpulses derart gewéhlt
wird, dass er die unterschiedlichen Gruppengeschwindigkeiten ausgleicht (Abb. 7, B). Dadurch
wird die zeitliche Verldngerung durch die entstehenden Signal- und Idlerphotonen verhindert.
Zusétzlich ist die Phasenanpassungsbedingung fir einen sehr breiten Spektralbereich erfiillt,
was die Verstirkung eines breiten Frequenzbereiches und eine anschliefende Komprimierung
zu sehr kurzen Pulsen erlaubt 9798, Der Nachteil dieser Anordnung ist der Verlust an Effizi-
enz, da die entstehenden Idlerphotonen einen Ausbreitungsvektor besitzen, der zum Verlust
des Uberlapps mit dem Pumplus fiihrt. Infolgedessen konnen diese nicht zur Erzeugung wei-
terer Signalphotonen beitragen.

Eine rechnerische Abschétzung der unterschiedlich starken parametrischen Verstidrkung der
beiden Anordnungen lésst sich iiber die in Ref. 99 und Ref. 100 beschriebenen Formeln und
der Verwendung des Programms SNLO7 erhalten.

2.3.1.5 Optischer Kerr-Effekt

Der optische Kerr-Effekt ist ein parametrischer Prozess der Polarisation dritter Ordnung (P3).
Er fithrt zu einer induzierten Doppelbrechung, wenn man ein isotropes Medium (P? = 0), im
Folgenden als Kerr-Medium bezeichnet, betrachtet. Werden die ersten drei Ordnungen der
Polarisation im Skalarraum betrachtet, ergibt sich fiir die Gesampolarisation im Kerr-Medium
(Gl (2.21)):

P(E) = PY(E) + P¥(E)

— & {X(l)'E%—X(?’)-E-E-E}

= g0 [(X(l) + X(S) . E'Q) E}

(2.21)

o FE: Eingestrahlte Gesamtwelle

Offensichtlich ist die Suszeptibilitét X,(lle)u von der elektrischen Feldstédrke abhéngig.
Da generell gilt, dass

7"AS-Photonics, LLC 6916 Montgomery Blvd. NE Suite B8, Albuquerque NM 87109, USA,
http://www.as-photonics.com/SNLO. Stand: 08-2014
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n2 =14 Xnge)u =1+ X(l) + X(3)E2 (222)
ist, wird der Brechungsindex oft auch iiber Gl. (2.23) beschrieben.

n=nyg+ng-I=mng+ An (2.23)
Wobei fiir I gilt, dass
1 2
I= 5 . n0606|E| (224)
und ng definiert ist als
Ng ~ I 3 (2.25)
n3cep ' ‘

Der tbliche, von der Intensitdt unabhéngige Brechungsindex (ny) wird dabei also um einen
zweiten Term erweitert, mit einer Konstante (ng) fiir die Stérke, mit der das angelegte elek-
tromagnetische Feld auf die zeitlich gemittelte Feldintensitit (I) reagiert. Der Unterschied
im Brechungsindex ist dabei von der Wellenldnge ()), der Intensitdt des Lichts (/) und der
Kerr-Konstante (K) abhingig (Gl. (2.26)):

An = \K|E|? (2.26)

Die Kerr-Konstante beriicksichtigt dabei die Materialeigenschaften. Bildlich gesprochen, ver-
zerrt das elektromagnetische Feld die Elektronendichte der Molekiile entlang seiner Schwin-
gungsebene, wodurch eine optische Achse erzeugt wird.

In Flissigkeiten kommt es dabei zusétzlich zu einer Kernantwort in Form einer Ausrich-
tung der Molekiile entlang ihres Dipols, welche in Kristallen entfallt 'Y, Die Antwortzeit in
Fliissigkeiten liegt infolgedessen im Pikosekundenbereich, wiahrend sie bei Kristallen im Fem-
tosekundenbereich liegt und somit ein deutlich schnelleres, aber auch schwécheres Schalten
der doppelbrechenden Eigenschaften erlaubt. Insgesamt bleibt der so resultierende Unter-
schied im Brechungsindex aufgrund der geringen Gréfle der Suszeptibilitdt dritter Ordnung
trotzdem sehr klein.

Selbstfokussierung

Durch die Intensitdtsabhéangigkeit des Brechungsindex kommt es bei Annahme eines rdumlich
gauliformigen Pulses zur Ausbildung eines Linseneffektes. Der Laserstrahl fokussiert sich so-
mit im Kerr-Medium selbst. Die Bereiche hoherer Intensitit werden dabei starker fokussiert
als die Bereiche geringer Intensitét.

Selbstphasenmodulation

Aufgrund der zeitabhingigen Anderung des Brechungsindex durch das zeitlich gauBférmige
Pulsprofil kommt es zur Selbstphasenmodulation. Diese resultiert aus dem Kerr-Effekt in
Kombination mit der Gruppengeschwindigkeitsdispersion (engl. group velocity dispersion,
GVD). Beim Passieren des Mediums laufen die roten Anteile den blauen voraus. Dadurch
wird der Puls aufgrund des nichtlinearen Anteils des Brechungsindex spektral breiter und
wegen des linearen Anteils lauft er zeitlich auseinander. Fiir die zeitliche Verbreiterung gilt,
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dass der Puls umso schneller auseinander l&uft, je kiirzer er ist.

2.3.1.6 Gruppengeschwindigkeitsdispersion

Ein Problem bei der Phasenanpassung stellt die GVD dar. Die Dispersion (Frequenzabhén-
gigkeit) der Gruppengeschwindigkeit vy (Gl. (2.27)) fithrt nicht nur zu einer insgesamt ver-
langsamten Ausbreitung des Lichts im Medium, sondern zuséatzlich bei Lichtpulsen zu einer
Pulsverzerrung.

ng(é‘ﬁ)l_(g&) (2.27)

e w; bzw. A\;: Frequenz bzw. Wellenldnge des betrachteten elektrischen Feldes.

Diese duflert sich in Form einer Pulsverbreiterung. Bei normaler Dispersion (Z—Z > 0) brei-
ten sich die niederenergetischen (roten) Anteile eines Pulses schneller aus als die hoher-
energetischen (blauen), was als positiver Chirp bezeichnet wird. Bei anormaler Dispersion
(Z—Z < 0)® kommt es zu einer spektral umgekehrten Pulsverzerrung, dem sogenannten nega-
tiven Chirp. Wird zusétzlich ein transparentes Medium mit einer schwachen Anderung des
Brechungsindex bei variierender Frequenz gewéhlt, hat die GVD besonders im hoéherener-
getischen Spektralbereich einen grofien Einfluss auf die Pulslinge. Diese Pulsverbreiterung
fihrt dazu, dass nur Pulse mit einem eingeschrinkten Frequenzbereich die Phasenanpas-
sungsbedingungen hinreichend erfiillen kénnen.

2.3.2 Ultrakurze Laserpulse

Optische Methoden, die eine Zeitauflosung im Femtosekundenbereich ermdéglichen, basieren
auf der Verwendung von ultrakurzen Lichtpulsen”. Nur diese erméglichen es, die notige
elektrische Feldintensitit zu erreichen, um Effekte der nichtlinearen Optik hervorzurufen.
Die Erzeugung von ultrakurzen Lichtpulsen mit Lasern kann in vielen Lehrbiichern bezie-
hungsweise Verdffentlichungen nachgelesen werden [90:92-94.96.102] Fg folgt, eine kurze Zusam-
menfassung der Methodik, wie ein Dauerstrich (engl. continuous wave, cw)-Laser in den
gepulsten Betrieb iiberfiithrt wird.

2.3.2.1 Giiteschaltung (,,Q-Switch*)

Der Giiteschalter stellt den einfachsten Weg dar, um eine periodische Emission kurzer Pulse
zu erreichen. Eine Giiteschaltung kontrolliert dabei die Resonatorverluste. Sie fithrt absicht-
lich zu einer schlechten Giite (Qualitdt) des Resonators und unterdrickt zuerst die Laserté-
tigkeit, indem jegliche Emission des gepumpten Lasermediums aus dem Resonator geleitet
wird. Dadurch wirkt das Lasermedium als Energiespeicher und es wird eine starke Beset-
zungsinversion erzwungen. Wird die Giite schlagartig erhoht, kommt es durch die Reflektion
des emittierten Lichts zum erneutem Passieren des Lasermediums und somit zur stimulier-
ten Emission. Es entsteht ein kurzer Puls mit einer hohen Spitzenenergie. Auf diese Weise
ist es moglich, gepulste Laserquellen mit einer Wiederholrate von 10 Hz bis 1 kHz und einer

8Tritt nur in der Nihe von optischen Resonanzen auf.
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Pulsdauer im Pikosekundenbereich zu erzeugen. Zwei typische Systeme zur Steuerung der Gii-
te sind zum einen die Pockels-Zelle und zum anderen der akkustooptische Modulator (AOM).

Pockels-Zelle

Die Pockels-Zelle basiert auf dem Pockels-Effekt. Hierbei wird durch das Anlegen einer Span-
nung an einem kristallinen Material eine »/4-Verzogerungsplatte induziert, welche selektiv die
Polarisation des Lichts im Resonator steuert. Kombiniert man die Pockels-Zelle mit einem
Polarisator, ldsst sich die Giite des Resonators steuern. Pockels-Zellen haben typischerweise
Schaltzeiten im Nanosekundenbereich.

Akkustooptischer Modulator (AOM)
Der akkustooptische Modulator basiert auf dem Anlegen einer Schallwelle mit Hilfe eines
Radiofrequenzgenerators, die in einem geeigneten Medium eine periodische Variation der
Brechzahl erzeugt. Das Laserlicht wird dadurch im Medium gebeugt und somit abgelenkt,
wobei es zu einer Frequenzverschiebung des Lichts kommt. Diese Variante einer Giiteschaltung
arbeitet ebenfalls im Nanosekundenbereich.

2.3.2.2 Modenkopplung

Fiir die Erzeugung ultrakurzer Pulse, muss das Prinzip der Modenkopplung beriicksichtigt
werden. Um das Prinzip der Modenkopplung besser erklaren zu kénnen, wird fiir die Betrach-
tung von der Zeitdoméne in die Frequenzdoméne gewechselt.

Ultrakurze Pulse lassen sich durch die Uberlagerung von stehenden Wellen unterschiedli-
cher Frequenz in einem optischen Resonator erzeugen. Sind die stehenden Wellen in Phase,
kommt es zur Superposition der Moden und es wird ein Wellenpaket erzeugt. Dies wird als
Modenkopplung bezeichnet. Je mehr Moden koppeln, desto kiirzer wird die Pulsdauer. Dieser
Zusammenhang wird iiber das Zeit-Bandbreite-Produkt (Gl. (2.28)) beschrieben:

Af-At>X (2.28)

e Af: Bandbreite der Moden
e At: Pulsdauer

o X =2n® (Gaufipuls)

s

Aufgrund des Zeit-Bandbreite-Produkts werden zur Erzeugung von ultrakurzen Laserpul-
sen Medien gebraucht, die einen ausreichend grofien Spektralbereich emittieren. Einer der
bekanntesten Vertreter der Lasermedien ist Titan(3+)-dotierter Saphir, Ti:AloO3 (Ti:Sa).
Dies liegt zum einen an seiner breitbandigen Fluoreszenz von 600 nm bis 1080 nm, die eine
gewisse Durchstimmbarkeit der Emissionswellenlange ermdoglicht, und zum anderen an seiner
breiten Absorption im Bereich von 380 nm bis 650 nm, die es erlaubt, eine Besetzungsinversion
im Lasermedium mit verschiedenen Anregungsquellen zu erzeugen. Handelt es sich dabei um
eine optische Anregung, wird dies als optisches Pumpen bezeichnet. Als Pumpquellen eignen
sich z.B. frequenzverdoppelte Laser, basierend auf Kristallen wie Neodym-dotierter Yttrium-
Aluminium-Granat (Nd:YAG), Neodymium-dotiertes Yttrium-Lithium-Fluorid (Nd:YLF)
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und Neodym(3+)-dotierter Yttrium-Orthovanadat (Nd:YVOy,). Diese werden meist von Di-
odenlasern? optisch gepumpt. Im Folgenden werden die Techniken erldutert, welche die Er-
zeugung kurzer Pulse trotz optischer Dauerstrichanregung ermoglichen. Es werden dabei zwei
Techniken der Modenkopplung unterschieden, die aktive und passive.

Aktive Modenkopplung

Wie der Name bereits sagt, wird bei der aktiven Modenkopplung aktiv durch einen optischen
Modulator in die Kopplung der oszillierenden Lasermoden eingegriffen. Als optische Modula-
toren dienen wie bei der Giteschaltung z.B. akusto- oder elektrooptische Modulatoren, wie
die Pockels-Zelle und der akkustooptische Modulator (Kap. 2.3.2.1). Diese befinden sich im
Strahlengang kurz vor den Endspiegeln des Resonators und sind in der Lage, ihre transmit-
tierenden Eigenschaften beziiglich des cw-Laserlichts und somit die Resonatorverluste mit
einer Frequenz (f) wie bei der Giiteschaltung zu modulieren. Wichtig ist hier jedoch, dass
nun die Modulationsfrequenz der Umlaufzeit des Resonators entspricht (Gl. (2.29)):

f== (2.29)
e d: Abstand zwischen den Endspiegeln im Resonator

Durch diese Tatsache entstehen zusétzlich zur Tragerfrequenz vy Seitenbanden mit einer um
f modulierten Tragerfrequenz (19 £ f). Diese sind ebenfalls mit f moduliert und erzeugen
weitere Seitenbanden. Die Modenkopplung erfolgt hierbei elektronisch, wobei die minimal
erreichbare Pulsdauer derzeit bei ca. 10 ps liegt.

Passive Modenkopplung

Die passive Modenkopplung basiert ebenfalls auf der Modulation der Resonatorverluste, kann
aber Pulsdauern erméglichen, die deutlich unter 1 ps liegen. Die experimentelle Realisierung
ist auBlerdem sehr einfach, da man sich eines séttigbaren Absorbers oder der nichtlinearen
Eigenschaften eines Kristalls bedient 1931951 Wihrend Techniken wie der séttighare Absorber
Pulse mit bis zu wenigen hundert Femtosekunden ermdoglichen, erlaubt es die Kerr-Linsen-
Modenkopplung (93,106,107 " pylsdauern mit beispielsweise bis zu 4 fs zu erreichen. Sie stellt
die derzeit gingigste Methode fiir die Erzeugung kurzer Pulse dar.

Fir die genauere Beschreibung der Kerr-Linsen-Modenkopplung wird ein Resonator naher
betrachtet, dieser lduft nur in einem bestimmten Bereich der Abstédnde der fokussierenden
Spiegel stabil im cw-Betrieb, was eine Folge der Divergenz des Strahlprofils ist. Gleichzeitig
iiberlappt dieser Bereich zum grofiten Teil mit dem fiir den gepulsten Betrieb. Leichte Fluk-
tuationen aufgrund von Vibrationen oder dhnlichem fithren dabei immer wieder zu Pulsen
im Resonator. Die Pulse weisen verglichen mit dem cw-Betrieb eine deutlich héhere loka-
le Intensitdt in einem definierten Zeitbereich auf. Wie aus dem Kapitel (Kap. 2.3.1.5) tiber
den Kerr-Effekt ersichtlich ist, ist der Brechungsindex abhéngig von der Intensitéit des einge-
strahlten Lichts. Durch die Selbstfokussierung werden die Bereiche hoher Intensitit zusétzlich
fokussiert, was bei Verwendung einer Blende das Abtrennen der Bereiche geringerer Intensitéat
ermoglicht (Abb. 8).

9Mit elektrischem Strom gepumpte Halbleiterlaser
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Virtual Lens Aperture
(Kerr-Lens)

Strong Field
(Short Pulse)

Weak Field (cw),
e.g. Pump

Abbildung 8: Prinzip der Kerr-Linsen-Modenkopplung.

Infolgedessen wird der gepulste Betrieb bevorzugt, da die cw-Anteile abgeschnitten und da-
mit geschwécht werden. Zusétzlich kommt es zur Selbstphasenmodulation, was aufgrund des
nichtlinearen Anteils des Brechungsindex zu einer spektralen Verbreiterung fithrt. Die zu-
sdtzlichen spektralen Anteile erlauben nach der Komprimierung des Pulses einen insgesamt
kiirzeren Puls.

2.3.2.3 Verstiarkung gechirpter Pulse

Aus den hohen Spitzenintensitdten der ultrakurzen Pulse ergibt sich das Problem, dass diese
ausreichen, um die Zerstorschwelle der zu passierenden optischen Komponenten im Resonator
zu liberschreiten. Um dieses Problem zu umgehen wird eine einfache Methode angewendet, die
sogenannte Verstarkung gechirpter Pulse (engl. chirped pulse amplification, CPA). Hierbei
wird ein Laser verwendet, der Pulse mit einer hohen Wiederholrate, jedoch geringen Puls-
energien erzeugt. Diese Art von Laser wird als Oszillator bezeichnet und die Pulse aus diesem
als Seedpulse. Die Seedpulse werden durch einen Aufbau geleitet, der unter Verwendung eines
dispersiven Elements diesen spektral aufspaltet (Stretcher). Durch unterschiedliche Wegstre-
cken der einzelnen spektralen Anteile wird dem Puls ein Chirp aufgeprégt. Infolgedessen ist
die Pulsenergie iiber einen ldngeren Zeitraum verteilt und eine Schadigung der Optiken wird
verhindert. Die Pulse kénnen danach in den Resonator eines weiteren Lasers geleitet wer-
den, dem regenerativen Verstiarker. Hier entscheidet eine Pockelszelle, welche Seedpulse im
Resonator verbleiben und bestimmt hierdurch die Wiederholrate des Systems. Die Pulsziige
passieren anschliefend das optisch gepumpte Lasermedium und rédumen einen kleinen Teil
der Besetzungsinversion in Form von stimulierter Emisson ab. Bei jeder Durchquerung des
Lasermediums werden die Pulse weiter verstarkt. Da die Wiederholrate des Verstéirkers meist
deutlich kleiner ist (kHz-Bereich) als die des Oszillators (MHz-Bereich), kann so die Ver-
starkung auf einige wenige starke Pulse konzentriert werden. Die Pulse benétigen mehrere
Umléufe, um ausreichend Energie fiir eine vollkommene Beseitigung der Besetzungsinversion
zu akkumulieren und werden nachfolgend durch eine Pockelszelle aus dem Verstarker ausge-
koppelt. AnschlieBend wird der Puls durch den Kompressor geleitet. Dieser komprimiert die
Pulsdauer nach der gleichen Methode, wie der Stretcher die Pulse zeitlich verbreitert. Hiermit
kénnen Pulse mit einer Pulsenergie von einigen wenigen Nanojoule auf eine Pulsenergie bis
hin zu einigen Millijoule verstarkt werden.
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3.1 Aufnahme und Korrektur stationidrer Spektren

Stationdre Absorptionsmessungen

Fiir die Aufnahme von Absorptionsspektren wurde ein kommerziell erhéltliches JASCO V670
UV-VIS-NIR Absorptionsspektrometer verwendet. Es wurden dabei Quarzglaskiivetten mit
einem Lichtweg von 1 mm (Hellma Analytics, Typ 110-QS) verwendet. Alle Spektren wurden
hintergrundkorrigiert, um Signale aufgrund von Lésungsmittelabsorption auszuschlieffen.

Stationdre Fluoreszenzmessungen

Die Fluoreszenzspektren wurden mit Hilfe eines kommerziell erhiltlichen JASCO FP-8500
Fluoreszenzspektrometers aufgenommen. Es wurden Quarzglaskiivetten mit einer Breite (b)
und Tiefe (Lichtweg, d) von je 3 mm (Hellma Analytics, Typ 105.251-QS) verwendet. Fir die
stationdren Emissionsspektren wurde je nach Probe eine Konzentration gewéhlt, die einen
Wert der OD kleiner 0,2 bei der Anregungswellenlédnge liefert. Dies diente der Vermeidung
von Reabsorptionseffekten. Die Fluoreszenzspektren (Fjess(A)) wurden, um verbleibende
Reabsorptionseffekte und spektrale Eigenschaften des Systems zu beriicksichtigen, folgenden
Korrekturen unterzogen:

1. Basislinienkorrektur:

Fkorrl ()\) = FMess(A) - Fmin (31)
e Fiorr1: Basislinienkorrigiertes Emissionsspektrum

e Fon: Kleinster Intensitdatswert, an dem kein Signal im Spektrum zu erwarten ist

2. Korrektur des Verlustes an Anregungsintensitét:

Fkorrl()\)

lExc

—ANEge) ——
10 (ABze) d

o A(AEzc): Absorptionswert bei der Anregungswellenldnge, bezogen auf die Gesamt-

lange der Kiivette (d)

Fkoer (A) ==

(3.2)

o lpze/d: Anteil am Lichtweg (d) in Anregungsrichtung bis zum Punkt in der Kiivette,
von wo aus die Fluoreszenz aufgesammelt wird (typischerweise d/2)

o Fiorro: Anregungsverlustkorrigiertes Fiop-1-Emissionsspektrum

3. Korrektur der spektralen Eigenschaften des Detektorzweigs:

Fkorr‘S(}\) = W (33)

o D()): Korrekturspektrum des Detektorzweigs

e Fiorrg: Detektorzweigkorrigiertes Fjoprro-Emissionsspektrum
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4. Reabsorptionskorrektur:

Fane(A) = —horrs(%)_ (3.4

lg
10—4AM) . 2m
0 b

o A()): Absorptionsspektrum bei Passieren des Lichtwegs (d)

. %: Anteil der Strecke, bezogen auf den Lichtweg (d), vom Aufsammelpunkt der
Emission bis zum seitlichen Rand der Kiivette (typischerweise b/2)

e Fiorr: Reabsorptionskorrigiertes Fir-o-Emissionsspektrum

Die Basislinienkorrektur ist eine Notwendigkeit, um Artefakte zu vermeiden. Sie entstehen,
wenn das Untergrundsignal durch die Korrekturen unterschiedlich stark fiir die einzelnen
Wellenlédngen verdndert wird. Die zweite Korrektur wird durchgefithrt, um den Verlust an
Intensitdt des Anregungslichts beim Passieren der Probe auszugleichen. Der Verlust ist ein
Resultat dessen, dass bereits ein gewisser Teil des Anregungslichts absorbiert wird, bevor
es an dem Punkt ankommt, von dem aus die erzeugte Fluoreszenz aufgesammelt wird. Die
Beriicksichtigung der spektralen Eigenschaften des Detektorzweigs stellt die dritte Korrektur
dar. Sie ist notwendig, da die verwendeten Optiken das Licht verschiedener Wellenldngen
unterschiedlich stark reflektieren bzw. diese eine unterschiedlich starke Detektorantwort her-
vorrufen. Diese Korrektur bedient sich einer fiir das Gerét bestimmten Kalibrierkurve, welche
die spezifischen Verluste bei den jeweiligen Wellenléngen ausgleicht. Die Reabsorptionskor-
rektur fillt nur bei Proben ins Gewicht, bei denen das Emissions- und Absorptionsspektrum
iiberlappen. Der Effekt hat einen starken Einfluss, wenn das emittierte Licht aufgrund eines
langen Lichtwegs durch die Probe oder aufgrund einer hohen Konzentration im Uberlappungs-
bereich stark absorbiert wird. Die gewédhlten Konzentrationen fithrten in den hier gezeigten
Messungen zu einer Anderung der Gesamtfliche der Fluoreszenz um weniger als 1 %. Eine
exemplarische Darstellung, wie sich die zweite bis vierte Korrektur auf ein Emissionsspektrum
auswirken, befindet sich im Anhang (Abb. 63).

3.2 Bestimmung von Fluoreszenzquantenausbeuten

Die Bestimmung von absoluten Fluoreszenzquantenausbeuten bedarf der Kenntnis der ge-
nauen gerdte- und messspezifischen Parameter, die zum Teil sehr schwierig zu erhalten sind,
und stellt somit eine groBe Herausforderung dar 19199 Eine alternative Methode, die deut-
lich leichter zu verwertbaren Ergebnissen fiir verdiinnte Losungen fiihrt, ist die Bestimmung

von relativen Fluoreszenzquantenausbeuten mit Hilfe einer Referenz mit bekanntem qb?lef -

Wert [110-112] nach der folgenden Formel [198:112];

e FPr f(A)Ref n%?
(bPT‘ — ¢R f X A . r 3.5
P Frep f(Npe gy (3:5)

e Index x: Pr = Probe und Ref = Referenz

e ¢}, = Fluoreszenzquantenausbeute
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e F, = Integrierte Fluoreszenzflache fiir Referenz und Probe im gleichen Spektralbereich

o fA)p=1- 10~4M= = Anteil des absorbierten Lichts, das die Probe passiert, wobei
A()), die Absorption bei der Anregungswellenlénge ist

e n, = Brechungsindex der gemessenen Losung, zumeist unbeeinflusst durch die gemes-
senen Molekiile aufgrund deren geringer Konzentration

Die in dieser Arbeit verwendete Vergleichsmethode zur Bestimmung der Fluoreszenzquanten-
ausbeuten von PyA und PydA basiert auf einer Anleitung der Firma Jobin Yvon Ltd.[113].
Diese Methode stellt eine leicht abgewandelte Version einer typischen Vergleichsmethode dar,
wie sie in Gleichung (3.5) gezeigt wurde. Der Unterschied basiert in diesem Fall darauf, dass
Fluoreszenzquantenausbeuten mittels Messung einer Konzentrationsreihe bestimmt werden
(Gl. (3.6)). Dabei erfolgt eine Auftragung der integrierten Flache der Fluoreszenz gegen die
Absorption der unterschiedlichen Konzentrationen der Probe und der Referenz, bei der je-
weiligen Anregungswellenlédnge. Die relative FQA wird anschliefend iiber das Verhéltnis der
Steigungen von linearen Anpassungsfunktionen fiir die Probe und die Referenz bestimmt.

2
R mp n
R (3.6)
MRef nRef

e my: Steigung der linearen Anpassungsfunktion

Diese Vorgehensweise lasst sehr leicht auf eventuelle Konzentrationseffekte und abweichende
Messpunkte wahrend der Messungen schlielen. Zusétzlich muss bei dieser Methode nicht die
genaue Konzentration von Probe und Referenz bekannt sein.

Aber auch bei dieser vermeintlich einfachen Methode miissen gewisse Bedingungen erfiillt
werden, um verldssliche Werte fir die Fluoreszenzquantenausbeute zu erlangen. Nachfol-
gend werden die wichtigsten dieser Bedingungen mit Hinweisen und Bemerkungen aufge-
fithrt 112113 (1) Nach der Anregungswellenléinge sollte eine geringe Absorption (A(\) < 0,1)
hin zu groferen Wellenldngen gewéhrleistet sein. Dies dient dazu innere Filtereffekte, wie
z.B. Reabsorption, zu verhindern. Diese Messbedingung wird zusédtzlich zu den verwendeten
niedrigen Konzentrationen durch die Reabsorptionskorrektur unterstiitzt. (2) Wéhrend der
Messungen ist darauf zu achten, dass sich die Geridteparameter nicht dndern, um eine Ver-
gleichbarkeit von Probe und Referenz zu garantieren. Mit Gerdteparametern sind vor allem
die Intensitatsschwankungen der Anregungsquelle oder thermische Effekte gemeint. Hierzu
wurde die Langzeitstabilitidt des JASCO FP-8500 Fluoreszenzspektrometers tberpriift, in-
dem die Lampenintensitidt und die spektralen Eigenschaften der Fluoreszenz einer Probe
iiber 2 Stunden hinweg gemessen und verglichen wurde. Die Messungen zeigten, dass nach
einer halben Stunde das thermische Gleichgewicht erreicht ist und danach im Zeitbereich
von mehreren Stunden keine weiteren nennenswerten Verdnderungen zu beobachten sind.
Ein stabiler Zeitbereich von 2 Stunden reicht fiir drei bis vier Messungen. Zusétzlich sollte,
moglichst die gleiche Kiivette fiir Absorptions- und Fluoreszenzmessungen verwendet wer-
den, um Unterschiede der geometrischen und transmittiven Eigenschaften auszuschlieflen.
(3) Die Anregungsintensitéit bei unterschiedlichen Anregungswellenldngen ist zu berticksich-
tigen. Dies ist notwendig, da eine wellenléingenabhangigen Variationen in der Intensitédt der
Lichtquelle und der reflektierenden Eigenschaften der verwendeten Optiken vorliegt. Im Fall
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der hier gezeigten Messungen bestand die Moglichkeit bei der gleichen Wellenldnge anzu-
regen, dadurch konnte diese zusétzliche Unsicherheit vermieden werden. (4) Die spektralen
Abhéngigkeiten der verwendeten Optiken im Detektorzweig miissen beriicksichtigt werden.
Sie besitzen wellenlingenabhingige Reflektionseigenschaften und der Detektor selbst liefert
nur in einem gewissen Bereich eine lineare Antwort auf die Anzahl der detektierten Photonen.
Dieser Bedingung wird durch die im vorangehenden Kapitel genannte Detektorzweigkorrektur
Rechnung getragen und durch einen vom Hersteller gesetzten Grenzwert fiir das Verlassen des
linearen Bereichs. (5) Die letzte zu beachtende Bedingung bezieht sich auf die Probe und die
Referenz. Sie sollten einen dhnlichen spektralen Emissionsbereich besitzen und, wenn mog-
lich, mit einer nur geringen Abweichung der Anregungswellenldnge angeregt werden kénnen.
Daher wurde Quinin-Sulfat (Abb. 9, A) fiir die Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeu-
te gewihlt, da PyA und Quinin-Sulfat in HoSO4 eine hohe Ubereinstimmung beziiglich ihrer

Emissionseingenschaften aufweisen (Abb. 9, B).
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Abbildung 9: (A) Strukturformel und (B) spektrale Eigenschaften von Quinin-Sulfat im Verglich mit denen
von PyA in DMSO.

Bei den Messungen stiitzte man sich anfangs auf die Angaben eines Ubersichtsartikels von
Brouwer et al.''? und die dort angegebenen Messbedingungen fiir die Untersuchungen von
Suzuki et al.l). Da Brouwer et al. allerdings beim Zusammenfassen der Messeinstellungen
ein Fehler bei der Angabe der von Suzuki et al. verwendeten HoSO4-Konzentration unter-
laufen ist, wurden die Messungen mit einer zu geringen HoSO4-Konzentration vorgenommen.
Um dem Rechnung zu tragen und anregungsspezifische Effekte aufgrund einer abweichenden
Anregungswellenldnge auszuschliefen, wurde eine Kreuzreferenzierung durchgefiihrt. Hierzu
wurde eine Messung von Quinin-Sulfat (¢(QS) = 10 pM) mit den verwendeten Messeinstel-
lungen (in 0,05 M H3SOy4, Aeze = 366 nm) gegen eine mit den Einstellungen von Suzuki et
al. [111] (in 0,5 M H2SOy4, Aeze = 350 nm) referenziert. Dadurch hat sich die urspriingliche FQA
von 0,60 £+ 0,02 nach Suzuki et al. auf einen Wert von 0,54 + 0,02 bei unseren Bedingungen

verringert.
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3.3 Wellenlingenkonversion

Kurzpulslaser liefern typischerweise bei einer spezifischen Zentralwellenlédnge spektral breite
Pulse. Sie sind jedoch - falls iiberhaupt - nur in einem kleinem Bereich abstimmbar, auch
wenn das Lasermedium eine breite Emissionsbande aufweist. Jede Probe weist jedoch ein
charakteristisches Absorptionsspektrum auf, wobei auch die Anregung von verschiedenen
Bereichen der Absorptionsbanden von Interesse sein kann. Deswegen wurden Methoden der
nichtlinearen Optik entwickelt, um Pulse mit der Zentralwellenlinge der Laserfundamentalen
in andere Wellenldngenbereiche zu konvertieren.

3.3.1 Weilllichterzeugung

Eine der wichtigsten Methoden ist die Erzeugung von Weifilicht (engl. white-light generation,
WLG), oder auch Superkontinuumserzeugung. Sie wird benotigt, um spektral breite Pulse
zu generieren, die als Abtastpulse oder Seed-Pulse genutzt werden. Die Laserfundamenta-
le wird dabei in ein transparentes Medium fokussiert, wodurch ein Weifllichtfilament ent-
steht. Entscheidend fiir den zugénglichen Spektralbereich ist dabei das Medium und sei-
ne Bandliicke''4116], Derzeit werden vor allem Saphir (AlyO3) und Calciumfluorid (CaFo-
Fenster) als Substrate verwendet. Letzteres ist in der Lage, WeiBlicht bis in den UV-Bereich
(Amin =~ 350 nm) zu erzeugen. Jedoch ist es instabiler und weist eine geringere Zerstorschwel-
le bei kontinuierlicher lokal begrenzter Bestrahlung auf. Deswegen werden die CaFo-Fenster
transversal im Fokus der Laserfundamentalen bewegt, um die Dauer der Verwendbarkeit eines
solchen CaFs-Fensters zu erhohen.

Der genaue Ablauf der Weifllichterzeugung ist noch nicht vollstdndig aufgeklart. Man ist sich
jedoch sicher, dass die Selbstphasenmodulation 17119 und die Selbstfokussierung [120-122] ej-
ne grofle Rolle spielen (siehe Kap. 2.3.1.5). Zusétzlich wird der Puls raumzeitlich durch den
Kerr-Effekt, die Plasmaerzeugung, die GVD, die Brechung und Aufsteilung der Pulsfront
verformt. Insbesondere im raumlichen Bereich der Selbstfokusssierung wurde von Dachraoui
et al. ein Vierwellenmischprozess angenommen, der zur spektralen Verbreiterung fiihrt [123]
wobei besonders Multiphotonenionisation fiir die Erzeugung von hoheren Frequenzen (Anti-
Stokes Verbreiterung) verantwortlich sein soll. Die Defokussierung im durch den Laser indu-
zierten Plasma fithrt dabei im Wechselspiel mit der Selbstfokussierung zur Ausbildung von
mehreren Filamenten 124, Das Resultat ist ein spektral sehr breiter Puls, bei dem aufgrund
der GVD die roten Wellenléngenanteile den blauen vorauslaufen (positiver Chirp).

3.3.2 Summenfrequenzerzeugung und Frequenzverdopplung

Die SFG als Prozess der Polarisation zweiter Ordnung (siehe Kap. 2.3.1.2) benéotigt Kristalle
ohne Inversionszentrum, da nur diese effizient Dreiwellenmischprozesse ermoglichen (siehe
Kap. 2.3.1.3). Dafir wurde in den verschiedenen Experimenten ein Beta-Barium-Borat-
Kristall (5-BaB20O4, BBO) verwendet. Die SHG der Laserfundamentalen (~ 380-420 nm)
wurde dabei mit Typ-I-Phasenanpassung vorgenommen, wobei der optimale Phasenanpas-
sungswinkel des Kristalls (6 ~ 30,8-27,9°) mit Hilfe des Programms SNLO! bestimmt wurde.
Fiir die Erzeugung der SFG (&~ 290-380 nm) wurde die Typ-II-Phasenanpassung in einem

! AS-Photonics, LLC 6916 Montgomery Blvd. NE Suite B8, Albuquerque NM 87109, USA, http://www.as-
photonics.com/SNLO. Stand: 08-2014
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3 Experimentelle Methoden

BBO verwendet. Der Phasenanpassungswinkel () variierte dabei entsprechend der eingestell-
ten Wellenldnge der Laserfundamentalen (=~ 760-840 nm) und ist bei den jeweiligen Experi-
menten angegeben. Die THG (& 250-280 nm) wurde iiber eine SHG und anschlieender SFG
mit der Laserfundamentalen realisiert.

3.3.3 Kollinearer optisch parametrischer Verstarker

Zur Erzeugung von hochenergetischen IR-Pulsen wurde der Prozess der optisch parametri-
schen Verstirkung genutzt. Die praktische Umsetzung eines zweistufigen OPAs!125:126] jst in
Abb. 10 dargestellt. Die dort angegebenen Energiewerte sind exemplarisch und entsprechen
Werten, die bei einem stabilen Betrieb gemessen wurden.

~1.7 pd for White Light Sapphire FGL850
Generation (d=3mm)\ / :> M2 DM1 DM1 DM2

T BBO/ T
-5 =275 d=4mm) I
\ Pinhole ey g
\  sMm1

(4 mm)

A2-Plate f=30 mm

M1 (ree=-50 cm)

First Amplification Stage

~7 ud

. . NEWN

f=200mm f=-50 mm M1®5M1
800 nm, #} .‘\ ",'
285 pd Second Amplification Stage -~

~270 pJ

[ Prism Compressor / Delay Stage ]

1

~ 1250 nm, ~40 pJ (after FGL850 Filter and A/2-Plate) with VIS-Residues ~70 pJ

. '
I = Delay Stage 0 B = Lenses ' Circular Aperture

Abbildung 10: Schematischer Aufbau des verwendeten zweistufigen OPAs zur Wellenldngenkonversion. Die
Energieangaben entsprechen gemessenen Werten bei stabilem Betrieb des OPAs. Es sind ver-
schiedene einfache Spiegel (M) und dichroitische Spiegel (DM) verbaut: M1 (HR(45°, 800 nm)),
M2 (Silberspiegel), DM1 (HR(45°, 800 nm), HT (45°, 1050-1600 nm)), DM2 (HR(45°, 1100-
1300 nm), R<3% (45°, 1800-3000 nm)). Zusétzlich ist ein sphérischer Spiegel (SM1 (goldbe-
schichtet, rec = -50 cm)) und ein Filter (Schott, FGL850), der Licht einer Welllainge < 850 nm
absorbiert, sowie zwei Strahlteiler (BS1(R~ 1%) & BS2(R~ 2%)) verbaut.

Die Laserfundamentale (horizontal polarisiert, 760-840 nm) wird typischerweise mit ~ 285 p.J
in den OPA geleitet und iiber ein Glasfenster (BS1, Rp(45°, 800 nm) ~ 1 %) aufgeteilt. Der
erste Teilstrahl mit geringerer Intensitat (1 %) wird zur Erzeugung von WeiBlicht genutzt,
wahrend die restlichen 99 % fiir die zweistufige parametrische Verstarkung verwendet werden.
Der Anteil der Fundamentalen fiir das Weifllicht wird mit einem */2-Pléttchen in seiner Pola-
risation um 90° gedreht (vertikal polarisiert) und auf = 2 nJ abgeschwécht. Anschlieflend wird
dieser mit einer Quarzlinse (f = 100 mm) in einen Saphir (d = 3 mm) fokussiert (vgl. Kap.
3.3.1). Das entstehende WeiBlicht wird direkt nach dem Saphir durch einen Filter (Schott,
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3.3 Wellenlangenkonversion

Typ RG850) geleitet, der nur den IR-Anteil passieren ldsst. Anschliefend wird das transmit-
tierte Weiilicht mit einer weiteren Quarzlinse (f = 30 mm) aufgesammelt und als Seedpuls auf
den oberen Teil eines ausreichend grolen Typ-II BBO (6 = 27°, ¢ = 30°, 5 mm-5 mm-4 mm,
p-Beschichtung) fokussiert.

Der fiir die Verstarkerstufen verwendete Teil der Fundamentalen wird erneut iiber einen wei-
teren Strahlteiler (BS2, Rp(45°, 800 nm) =~ 2 %) aufgetrennt. Der geringere Anteil von ~ 2
% (=~ 7 nJ) wird mit einer Quarzlinse, die eine lange Brennweite aufweist (f = 500 mm), in
den Typ-II BBO fokussiert. In diesem wird er mit dem Seedpuls rdumlich und mit Hilfe ei-
ner Verzogerungsstrecke (engl. delay stage) auch zeitlich iiberlagert. Dadurch dient dieser als
Pumppuls fiir die erste Verstédrkerstufe des OPAs. Da es sich um eine optisch parametrische
Verstiarkung mit Typ-II-Phasenanpassung handelt, hat der verstéirkte Signalpuls eine verti-
kale Polarisation und der Idlerpuls eine horizontale Polarisation. Wenn trotz des Uberlapps
parametrische Fluoreszenz zu beobachten ist, wird der Pumppuls iiber Neutraldichtefilter ab-
geschwicht, um diese zu beseitigen. Der Signalpuls kann je nach Orientierung des BBOs im
Spektralbereich zwischen 1100-1450 nm parametrisch verstédrkt werden. Entsprechend liegt
der Idlerpuls im Spektralbereich zwischen 1680-2200 nm. Bei den gezeigten Messungen wurde
die optisch parametrische Verstiarkung des Signalpulses auf eine Wellenlénge von ~ 1300 nm
optimiert. Beide Pulse treffen nach dem BBO auf einen dichroitisch beschichteten Spiegel
(Abb. 10, DM1 (HR(45°, 800 nm), HT(45°, 1050-1600 nm))), der den Signal- und Idlerpuls
passieren lisst. Ein weiterer dichroitischer Spiegel (DM2 (HRs > 99,9 %(45°, 1120-1280 nm),
Rp<3% (45°, 1800-3000 nm))) trennt den Idlerpuls vom Signalpuls ab, indem er den Signal-
puls auf einen goldbeschichteten Hohlspiegel (rec = -50 cm (f = r/2)) leitet und den Idlerpuls
passieren lasst. Der Idlerpuls wird anschliefend geblockt. Der Hohlspiegel kollimiert den Si-
gnalpuls und reflektiert ihn etwas tiefer liegend zuriick auf den BBO. Auf diese Weise dient
dieser nun als Seedpuls fiir die zweite Verstéarkerstufe.

Der grofiere Teil der Laserfundamentalen (= 270 nJ), der den Strahlteiler BS2 passiert hat,
wird in seinem Profil unter Verwendung eines Linsensystems (f = 200 mm und -50 mm) auf
1/4 seines urspriinglichen Durchmessers verengt. Er fungiert als Pumppuls fiir die zweite Ver-
starkungsstufe, indem er mit dem Signalpuls aus der ersten Verstiarkungsstufe zeitlich iiber
eine Verzogerungsstrecke und rdumlich mit Hilfe des dichrotischen Spiegels DM1 iiberlagert
wird. Vor allem bei der zweiten Verstirkerstufe wird darauf geachtet, dass keine parametri-
sche Fluoreszenz zu beobachten ist. Der Pumppuls muss folglich ggf. abgeschwécht werden.
Aufgrund des leicht abfallenden Strahlverlaufs bei der zweiten Verstarkung, verglichen zu der
dariiber laufenden ersten Verstarkerstufe, kann der verstirkte Signalpuls iiber einen tiefer lie-
genden Silberspiegel (M2) ausgekoppelt werden. Ein weiterer dichrotischer Spiegel des Typs
DM2 und ein Filter des Typs FGL850 (Schott) trennen hinterher die unbrauchbaren, im
sichtbaren Spektralbereich liegenden Anteile, ab. Der Puls wird bei Verwendung eines Pris-
menkompressors anschlieBend in seiner Polarisation um 90° (horizontal polarisiert) gedreht.
Wird anstatt des Prismenkompressors nur die Verzogerungsstrecke verwendet, verbleibt der
Puls in seiner senkrechten Polarisation. Der Puls besitzt anschlieffend eine Pulsdauer von ca.
50 fs mit und 70-80 fs ohne Verwendung des Prismenkompressors und weist eine Pulsenergie
von & 40 pJ auf. Je nach Einstellung kann die Zentralwellenldnge des Pulses im Spektralbe-
reich von = 1150-1350 nm liegen. Am effektivsten stellte sich die Verstdarkung jedoch fiir eine
Wellenlédnge von ca. 1250 nm heraus.
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3.3.4 Nichtkollinear optisch parametrischer Verstirker

Fir die Erzeugung von Laserpulsen bei verschiedenen Wellenldngen zur spezifischen Anre-
gung der Probe oder fiir die SFG mit der Laserfundamentalen wurde ein nichtkollinear optisch
parametrischer Verstirker (engl. noncollinear optical parametric amplifier, NOPA) verwen-
det 119:127-130] (sjehe Kap. 2.3.1.4). Der schematische Aufbau des NOPA ist in Abbildung 11
dargestellt.

Signal: 470-700 nm,
~1.8 J for White Light BBO Idler: 900-1200 nm

Generation (6=29°,d=2mm)\ ﬂ
f=100 mm f=30 mm SM2, i
;L ! L[>
T 1
M1 \
Sapphire

(d =2.3 mm)

M1

f=150 mm f=-50 mm
M1

BS, R~1% |
~160 J for SHG \_BBO !
1

800 nm, §
200 pJ -

Abbildung 11: Schematischer Aufbau des verwendeten NOPAs zur Wellenldngenkonversion. Die Energiean-
gaben entsprechen gemessenen Werten bei stabilem Betrieb des NOPAs nach Abschwéichung
durch Neutraldichtefilter. Es sind verschiedene einfache Spiegel (M) und dichroitische Spiegel
(DM) verbaut: M1 (HR(45°, 800 nm)), M2 (Silberspiegel), M3 (HR(45°, 400 nm)). Zusétzlich
ist ein sphéarischer Spiegel (SM2 (silberbeschichtet, rec = -50 cm)) verbaut.

Die Laserfundamentale (horizontal polarisiert, 760-840 nm) wird typischerweise mit ~ 200 pJ
in den NOPA geleitet und tiber ein Glasfenster (BS1, Rp(45°, 800 nm) ~ 1 %) aufgetrennt.
Der geringere, reflektierte Anteil (= 1 %) wird iiber eine Verzogerungsstrecke in eine Quarz-
linse (f = 100 mm) geleitet und ihn in einen Saphir (d = 2,3 mm) fokussiert. Das entstehende
Weifllicht wird tiber eine Quarzlinse (f = 30 mm) aufgesammelt und in einen Typ-II BBO
(0 = 29°, ¢ = 0°, 5 mm-5 mm-2 mm, p-Beschichtung) fokussiert. Dort dient es als Seedpuls.
Der Hauptteil der Laserfundamentalen (~ 99 %) wird {iber ein Teleskopsystem (f = 150 mm
und f = - 50 mm) in seinem Strahldurchmesser auf 1/3 verringert und zur SHG in einen
Typ-I BBO (0 = 28,5°, ¢ = 0°, 5 mm-5 mm-0,5 mm, p-Beschichtung) gelenkt. Die nun verti-
kal polarisierte Frequenzverdoppelte wird vom verbleibenden Anteil der Laserfundamentalen
tiber einen dichroitischen Spiegel (M3 (HR(45° 400 nm)), der nur die Frequenzverdoppelte
reflektiert, abgetrennt und gleichzeitig auf einen sphérischen Spiegel (SM2 (silberbeschichtet,
rec = -b0 cm)) gelenkt. Dieser befindet sich exakt unterhalb der Seedpulsstrecke und fokus-
siert die als Pumppuls dienende Frequenzverdoppelte kurz hinter den Typ-II BBO (6 = 29°).
Der Offnungswinkel zwischen Pump- und Seedpuls wird iiber das Auftreffen und die Hohe
des sphérischen Spiegels (SM2) zwischen ~ 2,6° und 3,8° variiert, um fiir die jeweilige Si-
gnalwellenlénge bei einer Pumppulswellenldnge von 400 nm optimale Bedingungen fiir eine
NOPA zu schaffen 190,
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Da der Seedpuls aufgrund der Prozesse bei der WLG (3.3.1) einen positiven Chirp aufweist,
kann iiber die in der Weifllichtstrecke integrierte Verzogerungsstrecke der zeitliche Uberlapp
von Seed- und Pumppuls eingestellt werden. Ein Aufbau wie der hier beschriebene ermdoglicht
es einen Spektralbereich von =~ 470-700 nm mit dem Signalpuls und &~ 900-1200 nm mit dem
Idlerpuls abzudecken. Das ausgekoppelte Licht wird nachfolgend iiber eine weitere Quarzlinse
(f = 100 mm) im entsprechenden Abstand kollimiert. Anschlielend kann der erzeugte Puls
aus dem NOPA mit der Laserfundamentalen (~ 760-840 nm) in einer SFG kombiniert werden,
um Pulse im UV-Bereich (=~ 290-380 nm bzw. ~ 410-490 nm) zu generieren.

3.4 Prismenkompressor

Die mit dem OPA bzw. dem NOPA erzeugten Pulse weisen aufgrund der nichtlinearen Na-
tur der Prozesse und der GVD durch das Passieren verschiedener Optiken einen Chirp auf.
Typischerweise ist dieser positiv. Da die Zeitauflosung von der Dauer der verwendeten Pulse
abhéngt, miissen diese wieder zeitlich komprimiert werden, um die Zeitauflosung der jewei-
ligen Anlage zu erhdhen. Dies wird erreicht, indem ein negativer Chirp erzeugt wird, der
den positiven Chirp ausgleichen soll!!3Y. Eine Méglichkeit dies zu erreichen bietet der Pris-
menkompressor 311331 Der schematische Aufbau eines solchen Prismenkompressors mit dem
Strahlenverlauf ist in Abbildung 12 zu sehen.

~n_  Prism2 —
i
N M2
) — &M
Prism 1 -~

Abbildung 12: Schematischer Aufbau eines Prismenkompressors mit Strahlengang. M2 (Silberspiegel).

Der zu verkiirzende, spektral breite Puls wird auf die Prismen unter dem Winkel minimaler
Ablenkung (0., Gl. (3.7)) fir das jeweilige Material, aus dem die Prismen sind, eingestrahlt
(Abb. 13).

Omin = 2 - arcsin (n - 8in (g)) — (3.7)

e n;: Brechungsindex des Prismenmaterials bei der entsprechenden Zentralwellenlénge
des zu komprimierenden Pulses

 7: Offnungswinkel des Prismas

Der Puls wird aufgrund der Wellenldngenabhingigkeit des Brechungsindex in seine spektralen
Komponenten aufgefichert. Der Wert des Brechungsindex fiir die jeweilige Wellenldnge kann
dabei iiber die Sellmeiergleichung®¥ (G1.(3.8)) und mit den aus der Literatur bekannten
Werten fiir die einzelnen materialspezifischen Konstanten bestimmt werden.
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T A2
2 7
n (A):1+;A27Bi (3.8)

Es wird bei der Einkopplung in den Prismenkompressor darauf geachtet, dass der Puls
moglichst die Spitze des Prismas trifft, um einen méglichst geringen Glasweg zu gewéhr-
leisten und den dadurch zusétzlich induzierten positiven Chirp moglichst klein zu halten.
Wiéhrend der Puls die Verzogerungsstrecke
passiert, laufen die verschiedenen spektra-
len Anteile weiter auseinander. Beim Auf-
treffen auf das zweite Prisma haben die blau-
en Anteile einen deutlich kleineren Glasweg
als die roten vor sich. Dadurch wird ein
negativer Chirp erzeugt und die Strahlen
werden gleichzeitig parallelisiert. Der Spie-
gel nach dem zweiten Prisma ist leicht hori-
zontal verkippt und reflektiert den Puls mit
e{nem leichten HOh.enver?atZ nach unten Z_u_ Abbildung 13: Minimaler Ablenkungswinkel (dmin) in
riick. Der Puls passiert wiederholt das zweite cinem Prisma mit dem Offnungswinkel
Prisma, wodurch dieser noch einmal einen (7) und daraus resultierender Offnungs-
. . .. . winkel zwischen einfallendem Strahl und
negativen Chirp erfidhrt und die spektralen Prismenoberfliiche (a).
Anteile beim Erreichen des ersten Prismas
abermals zusammengefiihrt werden. Dort werden sie wiederholt parallelisiert und {iber einen
tieferliegenden Silberspiegel in die gewiinschte Richtung abgelenkt. In dieser Arbeit wurden
zwei Materialien fiir die Komprimierung verwendet: (1) SF10 und (2) Quarzglas (SiO2). Im
Fall der Pulse aus dem kollinearen OPA wurden Prismen aus SF10 (Schwerflintglas 10) ver-
wendet. Sie weisen einen insgesamt héheren Brechungsindex auf als SiOo und ermoglichen
es auch Pulse im IR-Bereich iiber eine kurze Weglédnge spektral aufzufichern. Die aus dem
NOPA im sichtbaren Spektralbereich erzeugten Pulse wurden mit Hilfe von Prismen aus
Quarzglas komprimiert. Idealerweise entspricht dabei der Winkel minimaler Ablenkung dem
Brewster-Winkel (Gl. (3.9), 5, (SF10) ~ 60,16° bzw. dp,(SiO2) ~ 55,63°), was wiederum den
Offnungswinkel der Prismen definiert (7(SF10) ~ 59,68° bzw. v(SiO2) ~ 69,06°).

dpr = arctan <m> (3.9)

Ngq

e n4: Brechungsindex des Prismen umgebenden Materials

Wird der Brewster-Winkel eingehalten ist die Reflektivitdt an der Prismenoberfléche fir par-
allel polarisiertes Licht am geringsten. Derzeit besitzen die Prismen noch einen Offnungswin-
kel () von 60°, werden aber noch gegen Prismen mit dem angepassten Winkel ausgetauscht.
Fiir beide Varianten wurde beim Aufbau der Kompressoren der Offnungswinkel zwischen
einfallendem Strahl und Prismenoberflache («) als Orientierungshilfe berechnet (Gl. (3.10)).

(3.10)

Diese Formel ist eine Folge einfacher geometrischer Uberlegungen.
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3.5 Das Anreg-/Abtast-Experiment

Es wurden zeitaufgeloste transiente Absorptionsmessungen 135 unter Verwendung eines selbst
gebauten Anreg-/Abtast-Experiments durchgefiihrt. Dieses ist in Abbildung 14 schematisch
dargestellt. Das Experiment wurde bereits in Ref. 136 ndher beschrieben und ist eine opti-
mierte und erneuerte Version eines in Ref. 137, 138 und 139 genauer beschriebenen Aufbaus.
Die transiente Absorption (TA) basiert auf Komponenten, die der nichtlinearen Optik zu-
grunde liegen (Kap. 2.3.1). Es liefert dabei Informationen iiber die durch Photonenanregung
induzierten Kinetiken oder Dynamik, welche strukturelle Anderungen des Molekiils beschrei-
ben.

3.5.1 Clark MXR-CPA-2001

Die fir die transienten Absorptionsmessugen notwendigen ultrakurzen Laserpulse wurden
durch ein Lasersystem des Models Clark MXR-CPA-200114% erzeugt. Es basiert auf einem
Diodenlaser, der einen modengekoppelten Erbium-Glasfaseroszillator mit einer Wiederhol-
rate von 35 MHz optisch pumpt. Die Pulse des Oszillators (1550 nm, ~ 100 fs) werden
frequenzverdoppelt (775 nm), mit Hilfe eines Stretchers zeitlich gestreckt (=~ 200 ps) und in
einen regenerativen Ti:Sa-Verstirker gelenkt, wo sie in ihrer Intensitéit verstiarkt werden. Der
Ti:Sa-Verstiarker wird dabei von einem Nd:YAG-Laser mit Pulsen einer Dauer im Nanosekun-
denbereich bei einer Wellenldnge von 532 nm kontinuierlich optisch gepumpt (=~ 7,5 mJ pro
Puls). Der Pumplaser wird dabei seinerseits von einer Hochdruck-Bogenlampe kontinuierlich
optisch gepumpt und erzeugt Pulse bei einer Wellenldnge von 1064 nm, die anschlieflend ei-
ner SHG in einem Kaliumtitanylphosphat-Kristall unterzogen werden. Nach der Verstarkung
der Laserpulse werden sie mit einem Kompressor wieder komprimiert und fithren zu einer
Laserfundamentalen bei 775 nm mit Pulslingen von ~ 150 fs bei einer Wiederholrate von
1 kHz und Pulsenergien von =~ 800 pJ.

3.5.2 Experimenteller Aufbau

\@f
Clark, MXR-CPA-2001 White Light
(Ti:Sa, 775 nm, 150 fs, 1 kHz) Generation
Var@_lql_e_z_l_)play Chopper
(500 Hz)
Second Harmonic | |
Generatlon

Abbildung 14: Schematische Darstellung eines Anreg-/Abtast-Experiments.

Nach Verlassen des Lasersystems wird die Laserfundamentale mit Hilfe eines Strahlteilers?
in zwei Teilstrahlen aufgetrennt. Der erste Teil (= 1 %, 20 pJ) wird verwendet, um durch

20ptisches Element aus einem beschichteten Quarzglas, das fiir bestimmte Wellenléingen das Licht nur zu
einem gewissen Prozentsatz reflektiert, wobei der Rest transmittiert wird.
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Fokussierung in einen Calciumfluoridkristall (CaFs, Dicke: 5 mm) ein einzelnes Weifllichtfi-
lament zu erzeugen (Kap. 3.3.1). Das so erzeugte Weifllicht deckt eine spektrale Breite von
350 nm bis hin zu 700 nm ab und dient zum Abfragen der Absorptionsidnderungen in der
Probe (Abtastpuls). Es wird auf einen Durchmesser von ca. 100 pm am Probenort fokussiert.
Der Abtastpuls wird nach dem Passieren der Probe in ein Spektrometer mit einer spektralen
Auflésung von 4 nm gelenkt und mit Hilfe eines getriggerten Detektionssystems aufgenom-
men. Das Detektionssystem basiert auf einer Photodiodenzeile mit 128 Kanélen. Kombiniert
ist diese mit einem Chip zur Signalverarbeitung (Hamamatsu Photonics, S8865-128), einem
Treiberbaustein (Hamamatsu Photonics, C9118) und einer PCI-Karte zur Datenerfassung
(National Instruments, NI-6120), die das analoge Signal der Photodioden mit einer Auflésung
von 16 Bit fir jeden Kanal digitalisiert. Der zweite Teil der Laserfundamentalen (~ 99 %,
190 pnJ) wird auf einen Anteil von ca. 20-50 nJ abgeschwécht und in einen BBO mit einer
Dicke von 0,1 mm fokussiert. Die stattfindende SHG (Kap. 3.3.2) fithrt zu Pulsen bei einer
Wellenlidnge von ca. 388 nm mit einer Dauer von ca. 200 fs. Je nach Probe muss die Energie der
Anregungspulse entsprechend der Uberlegungen in Kapitel 3.5.4 abgeschwiicht werden. Die
Abschwichung erfolgt dabei iiber die Verkippung des Einstrahlwinkels auf den BBO, da das
Einbringen von Neutraldichtefiltern unweigerlich zu einer Verldngerung der Pulsdauer fiih-
ren wiirde. Dies ist nicht gewtiinscht, da infolgedessen die zeitliche Auflosung des Experiments
herabgesetzt wird, welche durch die Kreuzkorrelation aus der Dauer des Anregungspulses und
des Abtastpulses bestimmt wird. Nachdem der Anregungspuls mit Hilfe einer Linse wieder
kollimiert wird, wird dieser iiber einen Mikrostelltisch mit Retroreflektor gelenkt. Dies dient
der zeitlichen Verschiebung des Anregungspulses, bezogen auf den Abtastpuls, denn eine Ver-
langerung der Laufstrecke entspricht einer zeitlichen Verzogerung. Dadurch wird bestimmt,
wann die Probe nach der Anregung abgetastet wird. Da der Mikrostelltisch eine maxima-
le Verzogerungsstrecke von 30 cm aufweist und diese 2 mal passiert wird, ergibt sich unter
Beriicksichtigung der Lichtgeschwindigkeit eine maximale zeitliche Verzogerung von ca. 2 ns
fiir diesen Aufbau. Ein gewisser Teil des Zeitbereichs geht verloren, da der Nullpunkt nicht
exakt am Anfang des Mikrostelltischs liegt, sondern um einige wenige Zentimeter versetzt.
Effektiv wird so mit den Messungen ein Zeitbereich von ca. 1,5 ns abgedeckt. Da eine mi-
nimale Schrittgréfie von 2 pm moglich ist, ergibt sich eine minimale Verzégerungszeit von
ca. 7 fs[141. Nach dem Mikrostelltisch wird der Anregungspuls mit Hilfe eines A/2-Pléattchens
so polarisiert, dass er bezogen auf den Abtastpuls mit einer Polarisationsdrehung von 54,7°
orientiert vorliegt und somit im magischen Winkel. Dadurch wird verhindert, dass die Ro-
tation des Gesamtmolekiils zusétzliche Kinetiken in den transienten Absorptionsmessungen
hervorruft. Zusétzlich wird durch die Verwendung eines sich drehenden Rads mit senkrecht
zum Strahlengang ausgerichteten Fliigeln (Abb. 14, Chopper) jeder zweite Anregungspuls
geblockt. Anschlieend wird der Anregungspuls auf einen Durchmesser von ca. 200 pm am
Probenort fokussiert und nach Passieren der Probe geblockt. Die Probe wird dabei im rech-
ten Winkel zum Abtastpuls bewegt, um eine Mehrfachanregung zu vermeiden. Da nur jeder
zweite Anregungspuls die Kiivette erreicht, trifft der Abtastpuls in einem Fall auf eine an-
geregte Probe und im anderen auf eine nicht angeregte Probe. Auf diese Weise erhélt man
je ein Absorptionsspektrum der zuvor angeregten bzw. der nicht angeregten Probe. Dies ist
notwendig, um Differenzspektren zu erzeugen, welche die zum Teil sehr kleinen Anderungen
in den Spektren deutlicher sichtbar machen (Abb. 15).
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Abbildung 15: Beispielhaftes Absorptionsspektrum im sichtbaren Wellenldngenbereich vor der Anregung und
nach der Anregung mit einer kurzen Verzogerungszeit At, z.B. 1 ps (links). Subtrahiert man das
urspringliche Absorptionsspektrum, erhédlt man das resultierende Differenzspektrum (rechts).

Die direkt aufeinanderfolgende Messung der beiden Absorptionsspektren verhindert Arte-
fakte aufgrund von Intensitdtsschwankungen in den Pulsen, die meist bei einem ldngeren
Messzeitraum auftreten koénnen. Da die Anregungspulse zeitlich verzogert werden, erhélt
man Differenzspektren zu verschiedenen Zeitpunkten ¢; vor und nach Anregung der Probe.
Typischerweise liegt die Autokorrelation im Bereich von 200-250 fs. Dies erméglicht die Be-
trachtung von Kinetiken, die eine Anderung der molekularen Struktur betreffen, allerdings
nicht fiir die Betrachtung von typischen meist sehr schnellen Wellenpaketsbewegungen aus-

reichen [142]

3.5.3 Verschiedene Signaltypen

Das exemplarische Differenzspektrum einer transienten Absorptionsmessung in Abbildung 15
zeigt, dass die Subtraktion des Absorptionsspektrums der nicht angeregten Probe von dem der
angeregten Probe sowohl zu positiven als auch negativen Signalen fiihrt. Dabei sind grund-
legend drei Arten von Signalen zu unterscheiden, die zu einem Gesamtspektrum beitragen
(Abb. 16), wenn man ein Photoprodukt ausschlieflen kann.

Der erste Typ von Signalen ist das Grundzustandsphotobleichen (engl. ground state bleach,
GSB), welches zu einem negativem Signal fiihrt. Es entsteht, da sich aufgrund der Anre-
gung ein Teil der Molekiile im abgetasteten Bereich nicht mehr im Grundzustand, sondern in
hoherenergetischen Zustédnden befinden. Die Feinstruktur entsteht, wie auch bei den anderen
Signaltypen, durch Uberginge in verschiedene vibronische Zustinde des angeregten Zustands.
Trifft der Abtastpuls vor der Anregung auf nur im Grundzustand befindliche Molekiile, trifft
er nach der Anregung nur noch auf 100 - x% der Molekiile im Grundzustand. Somit ist fur
den Anteil x der Molekiile der charakteristische Ubergang in den angeregten Zustand nicht
mehr vorhanden und die Intensitdt des Abtastlichts wird nicht mehr so stark abgeschwécht
wie ohne Anregungspuls. Es werden dementsprechend mehr Photonen im Spektralbereich der
Absorptionsbande detektiert. Der zweite Typ ist die stimulierte Emission (engl. stimulated
emission, SE), die ebenfalls ein negatives Signal liefert. Die SE ist die durch Photonen indu-
zierte Emission von Licht. Ist das Ubergangsdipolmoment ausreichend gro8, so werden die
emittierten Photonen zusétzlich zu denen des Abtastpulses detektiert. Auch hier kommt es
folglich zu einer erhdhten Detektion an Photonen, jedoch im Wellenldngenbereich der in den
stationdren Messungen beobachteten Fluoreszenz. Der letzte Signaltyp ist die Absorption des
angeregten Zustands (engl. excited state absorption, ESA), ein positives Signal. Da sich ein
Anteil der Molekiile im angeregten Zustand befindet, sind diese nun in der Lage von dort
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aus ihrerseits in hohere energetische Zustédnde angeregt zu werden. Dabei sind natiirlich auch
Ubergiinge in verschiedene elektronische Zustinde mdglich. Auf diese Weise kommt es zu
einer reduzierten Intensitiit des Abtastpulses bei den Wellenlingen der jeweiligen Uberginge.
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der méglichen Ubergéinge bei einem Anreg-/Abtast-Experiment mit

ihrer Bezeichnung (oben) und deren Beitrag zu einem exemplarischen Differenzspektrum
(unten).

3.5.4 Bestimmung des prozentualen Anteils der angeregten Molekiile

Um eine Zweiphotonenabsorption zu vermeiden, muss die Photonendichte, bezogen auf die
Anzahl der Molekiile im Anregungsvolumen (Vg,.), klein gehalten werden. Das Anregungsvo-
lumen wurde dabei von seiner Geometrie her als zylindrisch angesehen, da eine gauférmige
Pulsfront mit einer Rayleighlinge von 8 cm (z,, Gl (3.11)1°Y) angenommen wurde. Diese
Rayleighlange ergibt sich aus der Verwendung der SHG als Anregungswellenldnge (388 nm)
und dem Radius der vorliegenden Strahltaille (wp) von 100 pm.

—

Zr

= 3.11
AEﬂcc ( )

Somit errechnet sich das Anregungsvolumen aus der Lénge des Lichtwegs durch die Probe
(dr, 1 mm) und dem Radius der Strahltaille (Gl. (3.12)).

2
r
VEa:c = ( E2xc>

Typischerweise sollte das Verhéltnis der Anzahl an Photonen (Np, Gl. (3.13)) zu Molekiilen
(Nar, Gl (3.14)) im Anregungsvolumen in einem Bereich liegen, der kleiner als 10 % ist.

7 dy (3.12)
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o Igyc Igyc o Igee - ABxe
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(3.13)

e Ip..: Anregungspulsenergie
o Ep..: Energie eines Anregungsphotons
e Vpgge: Frequenz eines Anregungsphotons

e Apze: Wellenldnge eines Anregungsphotons

Nt = cnr - Vigge - Na (3.14)

e ¢y Konzentration der Losung
o VEze: Anregungsvolumen

e Nj4: Avogadro-Konstante (6,022-10% mol ™)

Bestimmt wurde der Anteil der angeregten Molekiile (Pgy.) unter Verwendung von Gleichung
(3.15), die sich auf Gleichung (3.13) und (3.14) bezieht.
Np

Prpe = — Nl
B Ny (3.15)

3.5.5 Lebensdauerdichteanalyse der transienten Absorptionsdaten

Eine konventionelle globale Lebensdaueranalyse (engl. global lifetime analysis, GLA) [143]

mit einer bestimmten Anzahl von einigen wenigen diskreten exponentiellen Lebensdauern
(< 6) fihrte fur die hier untersuchten Proben zu keinen zufriedenstellenden Ergebnissen.
Der Grund hierfiir ist eine grofle Vielfalt von spektral und zeitlich tiberlagerten Signalen,
bei denen zum Teil auch nichtexponentielle Kinetiken vermutet werden. Die resultierenden
zerfallsassoziierten Spektren konnten infolgedessen nicht als hinreichend verlésslich betrachtet
werden. Um dieses Problem zu umgehen, wurde in Kooperation mit Dr. Chavdar Slavov? eine
Lebensdauerdichteanalyse (engl. lifetime-density analysis, LDA) vorgenommen. Die LDA
wurde in einem neuen Analyseprogramm mit dem Namen OPTIMUS implementiert, das fiir
die Auswertung von zeitaufgelosten Messdaten entwickelt wurde. Derzeit sind noch keine
Details zum Programm und den implementierten Analysemethoden veroffentlicht.

Die grundlegende Idee bei der LDA ist, den zu untersuchenden Datensatz (I(¢,\)) durch eine
Integration iiber die Lebensdauern (7) auszudriicken (Gl. (3.16)).

I(t,\) = /cb(n-, A)-e 7 dr (3.16)
0

3Institut fiir Physikalische und Theoretische Chemie, Goethe-Universitét Frankfurt am Main, Max-von-Laue-
Strafle 7, 60438 Frankfurt am Main, Deutschland.
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Dies entspricht einer Laplace-Transformation von ®(7,\), dem Beitrag einer jeden Zeitkon-
stante (7;) an den stattfindenden Prozessen in Abhéngigkeit von der betrachteten Wellenlan-
ge. ®(7;,\) gibt dabei gewissermafien die Wahrscheinlichkeit wieder, mit der eine beliebige
Zeitkonstante bei einer bestimmten Wellenlédnge die ablaufenden Prozesse beschreibt. Da-
durch ist die LDA im Vergleich zur GLA, bei der nur einige wenige Zeitkonstanten entspre-
chend eines angenommen Modells an den Datensatz angepasst werden, modellunabhéngig.
Ein Vorteil der Unabhéngigkeit von einem Modell ist, dass sie von Natur aus mit nicht ex-
ponentiellen und gestreckten exponentiellen Kinetiken umgehen kann 4. Die Extrema in
den zerfallsassoziierten Spektren der GLA entsprechen dabei einem Zeitschnitt bei dieser
Lebensdauer in der spektralen Dichtefunktion (®(7;, X)) der LDA.

In der Praxis wird eine Summe aus vielen Exponentialfunktionen (50-100) fiir die einzel-
nen Lebensdauern (7;) verwendet, die linear tiber einen logarithmisch skalierten Bereich von
Lebensdauern gleichméfig verteilt sind (Gl. (3.17)).

n
I(t,N) = S ®(r, \) e 7 (3.17)
i=1
Der Bereich an untersuchten Lebensdauern geht dabei iiber die Messzeit des Datensatzes
hinaus. Die Lebensdauern werden hierbei in den Exponentialfunktionen festgehalten und die
spektrale Dichtefunktion (®(7;, A)) der jeweiligen Exponentialfunktion bestimmt und nicht
wie bei der GLA eine kleine definierte Menge an Lebensdauern an den Datensatz angepasst.
Die grofle Menge an Exponentialfunktionen ermdéglicht damit die Naherung eines Kontinu-
ums an Exponentialfunktionen. Um die spektrale Dichtefunktion und somit die Verteilung an
Lebensdauern bei den gemessenen Wellenlangen aus dem untersuchten Datensatz zu extrahie-
ren, muss eine inverse Laplace-Transformation durchgefiihrt werden. Da die Datensétze einen
signifikanten Anteil an Rauschen enthalten und oftmals das Messsignal iiber den Messbereich
nicht auf Null absinkt, herrschen schlechte Vorbedingungen fiir eine inverse Transformation.
Dies fithrt zwangsldufig zu nicht eindeutigen Dichtefunktionen mit oftmals stark oszillieren-
den Werten, die nicht durch die experimentellen Daten gerechtfertigt sind. Dieses Problem
wird durch die Anwendung von Regularisierungsverfahren adressiert. Dabei wird wahrend
der Minimierung der Fehlerquadrate unter Verwendung von typischen Methoden ein zweiter
Strafterm eingefithrt. Dadurch wird eine Funktion wie in Gleichung (3.18) erhalten.

m
M =>"(S; — Spir;)* + A2 P? (3.18)

j=1
S; stellt dabei die experimentellen Daten und Sy ; die entsprechende Anpassungsfunktion
dar. P ist die Straffunktion, die entsprechend der Art von Regularisierung eine spezifische
Form annimmt, wobei der Lagrange-Multiplikator A die relative Gewichtung der zwei ver-
wendeten Bedingungen bestimmt. Typischerweise werden in der zeitaufgelésten Spektrosko-
pie145-150] Varianten der Maximum-Entropie-Methode 5! und Tikhonov-Regularisierung 152
verwendet. Derzeit verwendet OPTIMUS die Tikhonov-Regularisierung und ermdéglicht dem
Anwender eine Auswahl an verschiedenen Straffunktionen. Die Suche nach dem Lagrange-
Multiplikator kann entweder manuell oder mit Hilfe von verschiedenen Suchmethoden (dem
L-Kurve-Kriterium 153154 der Minimal-Produkt-Methode 1551561 oder dem Kreuzvalidier-

ungsverfahren [14871577158}) durchgefiihrt werden.
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Gleichzeitig mit der inversen Laplacetransformation fithrt OPTIMUS eine Dekonvolution der
Instrumentenantwort und eine Nullpunktsbestimmung durch die Anpassung einer Funktion
an das kohirente Artefakt durch, welches beim Uberlappen von Anregungs- und Abtastpuls
entsteht. Die Vorgehensweise bei der Dekonvolution ist hierbei &hnlich der von van Stokkum
et al.'3], die auch den wellenlingenabhéngigen Chirp beriicksichtigt. Die Anpassung an das
kohédrente Artefakt fiir die Nullpunktsbestimmung bedient sich dabei einer Summe aus einer
GauBfunktion und deren ersten beiden Ableitungen.

Die so aus der LDA erhaltene spektrale Dichtefunktion kann als eine so genannte Lebens-
dauerdichtekarte (engl. lifetime-density map, LDM) dargestellt werden, die als Konturplot
dhnlich dem von Croce et al.49] visualisiert wird. Die Interpretation einer solchen Karte ist
sehr einfach und gleicht der fiir die zerfallsassoziierten Spektren, die aus der GLA gewonnen
werden. Ein positives Signal in der LDM beschreibt dabei in einem transienten Absorptions-
spektrum entweder den Aufbau eines negativen Signals (GSB bzw. SE) oder den Zerfall eines
positiven Signals (ESA). Fir ein negatives Signal gilt dies in umgekehrter Weise.

3.6 Messungen mit einer Streak-Kamera

Um zeitaufgeloste Fluoreszenzspektren zu erhalten, die frei von iiberlagernden Signalen wie
GSB oder ESA sind, wurden in Kooperation mit Franziska F. Graupner? Messungen mit
einer Streak-Kamera (engl. streak camera, SC) an einem von ihr errichteten experimentellen
Aufbau unternommen. Nachfolgend wir dieser Aufbau als Streak-Kamera bezeichnet.

3.6.1 Funktionsweise einer Streak-Kamera

Eine Streak-Kamera ist keine Kamera im eigentlichen Sinne. Sie dient der Aufnahme von
ultraschnellen Lichtphinomenen [®Y). Dabei gibt sie die Intensitét des Lichts als eine Funktion
der Zeit gegen die Position auf dem Detektor wieder, die als eine Wellenldngenskala kalibriert
werden kann. Das Funktionsprinzip eines Streak-Kamera-Aufbaus fiir Fluoreszenzmessungen
ist in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Funktionsprinzip einer Streak-Kamera, abgewandelt aus Ref. 91.

4Fakultét fir Physik, Institut fiir Biomolekulare Optik, Zentrum fiir integrierte Proteinforschung, Ludwig
Maximilians Universitdt Miinchen, Oettingenstrasse 67, 80538 Miinchen, Deutschland.
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Die spektralen Komponenten der Fluoreszenz werden, bevor sie in die Streak-Kamera ge-
lenkt werden, mit Hilfe eines Spektrografen rdumlich separiert. Nachdem sie iiber einen Ein-
trittsspalt in die Kamera gelangen, kommt es zur Kollimierung des Lichtstrahls. Das Licht
trifft anschliefend auf eine Photokathode, dort schlagt das jeweilige Photon entsprechend
des Zeitpunkts des Auftreffens ein Elektron aus dem Photokathodenschirm. Sie sind ent-
sprechend der Wellenlédnge des zugehorigen Photons raumlich verteilt und werden durch ein
positiv geladenes Drahtgitter angezogen und dadurch beschleunigt. Anschlieffend treten sie
in ein senkrecht zur spektralen Ausrichtung angelegtes elektrisches Feld ein, das nach dem
Erhalt eines Startsignals in seiner Amplitude kontinuierlich zunimmt. Diese Zunahme wird
durch eine Erhéhung der angelegten Spannung zwischen zwei Kondensatorplatten erreicht.
Da die Grofe der Ablenkung der Elektronen abhéngig von der angelegten Spannung ist, wird
eine raumliche Aufspaltung entsprechend ihres zeitlichen Eintreffens im elektrischen Feld er-
halten, die senkrecht zu der spektralen Aufspaltung ist. Die abgelenkten Elektronen treffen
auf einen Phosphorschirm, der in Abhéngigkeit des Auftreffortes der Elektronen seinerseits
Photonen erzeugt. Die Ablenkspannung variiert dabei kontinuierlich mit einem sinusférmi-
gen Verlauf, dadurch kommt es zu zwei moglichen Ablenkrichtungen entlang der y-Achse
und somit der Zuordnung von zwei y-Werten auf dem Phosphorschirm zu einem zeitlichen
Ereignis. Damit nur eine Ablenkrichtung und ein definitiver Wert erhalten wird, sind in der
Streak-Kamera nachfolgend zwei weitere Kondensatorplatten vorhanden, die senkrecht zu den
ersten ausgerichtet sind. Diese lenken die Elektronen wiahrend der Phase des Spannungsab-
falls so weit ab, dass sie nicht auf den Phosphorschirm treffen. Dies wird als kontinuierlicher
Ablenkmodus bezeichnet. Die vom Phosphorschirm erzeugten Photonen werden mit einem
CCD-Chip detektiert und fithren zu einem zweidimensionalen Spektrum. Dieses Spektrum
gibt die Wellenldnge und den Zeitpunkt des Erscheinens eines Photons nach dem Startsignal
(Anregungspuls) wieder. Nimmt man die Anzahl der jeweiligen Photonen hinzu, wird ein
dreidimensionales Spektrum der Fluoreszenzintensitdt erhalten. Der CCD-Chip wird dabei
mit einer Frequenz von 150 Hz ausgelesen.

3.6.2 Die Streak-Kamera im experimentellen Aufbau

Details zu dem verwendeten Aufbau sind in Verdffentlichungen von Lederer et al.['59 und
Ryseck et al.'%) zu finden. Zusammengefasst, erzeugt ein kommerzielles Lasersystem mit
kombiniertem Verstiarker des Models Clark MXR-CPA-2001 (Kap. 3.5.1) die benétigten ul-
trakurzen Laserpulse (150 fs, 780 nm). Diese werden mittels SHG in einem BBO Frequenz-
verdoppelt. AnschlieSfend wird der Anregungsstrahl auf die Probe fokussiert, wodurch der
Strahldurchmesser ca. 15 pm am Probenort betrégt. Die Fluoreszenz wird dabei unter einem
abweichenden Winkel von 15° bezogen auf die Ausbreitungsrichtung des Anregungsstrahls
unter Verwendung eines achromatischen Linsensystems mit einem Luftspalt (f = 80 mm, Q@)=
20 mm, Typ OUV 4.20, Bernhard Halle Nachfl. GmbH) eingesammelt. Nach der Kollimation
der Fluoreszenz passiert diese einen Drahtgitterpolarisator (Moxtek, UBB01C, ®= 36 mm)
mit einer Ausrichtung im magischen Winkel (54,7°), bezogen auf die Ausrichtung der Pola-
risation des Anregungsstrahls, um auch hier zusétzliche Kinetiken aufgrund von Rotationen
des Gesamtmolekiils auszuschliefen. Anschliefend wird das polarisierte Licht mit einer wei-
teren achromatischen Linse (f = 75 mm NUV, @= 25 mm, Edmund Optics) auf die Mitte des
Eintrittsspalts des Spektrografen fokussiert (Princeton Instruments, Acton Series SP2356,
f = 300 mm, mit einem 50 Linien/mm Blazegitter optimiert fiir eine Blaze-Wellenldnge von
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600 nm). Die Offnung des Eintrittspalts wird dabei so klein wie moglich gehalten, um ei-
ne optimale zeitliche und spektrale Auflosung zu erhalten. Dies ist moglich, da auf diese
Weise zum einen die Abbildung des Spalts und somit die Uberlappung der Spektrallinien
auf dem Gitter klein gehalten und des weiteren gleichzeitig die Randbereiche des Strahl-
profils abgeschnitten werden, die aufgrund eines abweichenden Lichtwegs zeitlich verschoben
am Detektor ankommen wiirden. Die kommerziell erhéltliche Streak-Kamera (Hamamatsu,
C5680-24 C) wurde derart eingestellt, dass die Fokalebene ihrer Photokathode mit der Fo-
kalebene vom Spektrografen zusammenfillt. Ein vor der Probenanregung separierter Teil des
Anregungslichts wird so eingekoppelt, dass er kurz vor der zu messenden Fluoreszenz auf
eine Photodiode trifft. Dieses Ereignis definiert den Startpunkt fiir die Messung und 16st das
Abfahren der Ablenkspannung aus. Nach dem Abfahren der Spannungsrampe beginnt das
Zahlen der detektierten Photonen in Messgruppen (Photonenzéahlmodus). Eine Messgruppe
ist dabei iiber den Auflésungsbereich, der durch die spektrale Auflésung und die zeitliche
Auflésung (Instrumentenantwort) eingegrenzt wird, definiert. Um eine ausreichend starke
Fluoreszenzintensitét, sprich ein angemessenes Messsignal und eine vertretbare statistische
Verteilung, in der Messgruppe zu erhalten, muss die Anregungspulsenergie individuell an die
Zeitfenster angepasst werden. Fiir Prozesse, die in Zeitfenstern im Nanosekundenbereich ab-
laufen, wird der kontinuierliche Ablenkmodus verwendet. In diesem Modus werden aufgrund
der Auslesefrequenz von 150 Hz sechs Anregungsereignisse pro Aufnahme auf dem CCD-Chip
akkumuliert, bevor dieser ausgelesen wird. Bei Zeitfenstern unterhalb einer Nanosekunde wird
die Ablenkgeschwindigkeit der beiden Kondensatoranordnungen mit Hilfe einer schnellen Ein-
zelablenkeinheit (Hamamatsu, M5677-01) eingestellt. Sie ermdglicht es, dass nur die Photonen
des ersten Anregungsereignisses von dem CCD-Chip detektiert werden. Dies wird erreicht, in-
dem die zweite Kondensatoranordnung die Elektronen der nachfolgenden Anregungsereignisse
iiber einen ldngeren Zeitraum vom Phosphorschirm weg lenkt und erst nach dem Auslesen
des CCD-Chips ein erneutes Auftreffen auf dem Phosphorschirm erméglicht. Das ist notwen-
dig, da bei derart schnellen Aufnahmen eine leichte Verschiebung in der rdumlichen Lage
des zeitlichen Nullpunkts auf dem CCD-Chip entsteht und dadurch eine Uberlagerung aus
6 Anregungsereignissen zu einem zeitlichen Verschmieren fithren wiirde. Auf diese Weise ist
es allerdings moglich, die zeitliche Auflésung durch eine Jitterkorrektur zu verbessern. Die
Korrektur basiert auf der Einkopplung eines kleinen Teils des Anregungslichts in die Streak-
Kamera, der zeitlich und rdumlich von der Fluoreszenz separiert ist. Durch das Ausrichten
der einzelnen Bilder eines Anregungsereignisses an dem Schwerpunkt dieses Signals wird ein
zeitlicher Fixpunkt erhalten, der kleine zeitliche Verschiebungen im Startpunkt der Messung
aufgrund der an ihre Grenzen kommenden Messelektronik ausgleicht.

3.6.3 Auswertung der Messungen mit der Streak-Kamera

Fir die Auswertung der Streak-Kamera-Messungen, wurde eine globale Anpassungsfunktion
verwendet, die auf einem Levenberg-Marquardt-Algorithmus zur Optimierung nichtlinearer
Probleme basiert. Er bedient sich dabei der Methode zur Minimierung der Fehlerquadrate. Die
Messdaten werden iiber eine Linearkombination aus exponentiellen Zerfallsfunktionen (Gl.
(3.19)) 161 angepasst, die mit einer GauBfunktion gefaltet sind, um die Instrumentenantwort
zu beriicksichtigen.
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r ts
AAO ) =Y ag; e 7 (3.19)
k=1

Auf diese Weise werden die Zeitkonstanten der strahlenden Prozesse und ihre zerfallsassozi-
ierten Spektren erhalten. Fine detailliertere Beschreibung der Vorgehensweise findet sich in
einer Veréffentlichung von Satzger und Zinth!'0Y, Wie bereits erwihnt (Kap. 3.5.5), ist es
nicht moéglich, eine spektrale Verschiebung ausreichend gut durch eine exponentielle Funktion
zu beschreiben, jedoch kénnen zumindest anndhernde Werte fiir zugehorige Zeitkonstanten
und die Wellenldngenabhangigkeit erhalten werden. Da ein Photonenzahlmodus verwendet
wird, liefern Rauschen und Hintergrundsignale keinen Beitrag zum Signal und miissen somit
nicht berticksichtigt werden.

3.7 Quantenchemische Rechnungen

Alle in dieser Arbeit gezeigten quantenchemischen Rechnungen wurden in Kooperation mit
Dr. Jirgen Plotner durchgefiihrt und die Ergebnisse diirfen mit seiner freundlichen Geneh-
migung hier priasentiert werden.

Die quantenchemischen Rechnungen wurden mit dem Turbomole['%2] und dem Q-Chem Pro-
grammpaket 103 durchgefiihrt. Als Methoden wurden die zeitabhéngige Dichtefunktionaltheo-
rie (engl. time-dependent density-functional theory, TDDFT) [164,165] ynd die configuration-
interaction singles (CIS)1%% verwendet®. Die TDDFT-Methoden stellen aufgrund des relativ
geringen Rechenaufwands Standardmethoden dar und haben sich vor allem bei organischen
Verbindungen bewéhrt 1671, Sie weisen aber Probleme im Umgang mit der Selbstwechsel-
wirkung (engl. self-interaction, SI) bei Elektronentransferprozessen auf, was in zu geringen
Anregungsenergien fiir Rydbergzustinde und Zusténde mit Ladungstransfercharakter resul-
tiert 1981731 Beimischungen des Anteils an Hartree-Fock (HF)-Austausch (x) mit der je-
weiligen Korrelation (c¢) im xc-Funktional (B-LYP, 0% HF < B3-LYP, 20% HF < BH-LYP,
50% HF) reduzieren den Einfluss des SI-Fehlers. Um den genauen Einfluss auf ein System
zu iiberpriifen und eine Methode zu finden, welche das System hinreichend genau beschreibt,
werden die verschiedenen Funktionale auf das zu untersuchende System angewendet und mit
der Zustandsabfolge der SI-Fehler freien CIS-Methode verglichen. Diese unterschétzt dank
ihres hohen HF-Anteils (100%) bei den Einzelreferenzmethoden zwar nicht die Anregungs-
energien der Zustidnde die einen Ladungstransfer (engl. charge transfer, CT) beschreiben,
erfordert aber einen deutlich héheren Rechenaufwand. Das liegt daran, dass die Elektronen-
konfiguration des Molekiils nicht nur im Grundzustand, sondern auch im angeregten Zustand
beriicksichtigt wird. Ein genereller Nachteil der Einzelreferenzmethoden ist die Vernachlassi-
gung von hoher angeregten Konfigurationen der Wellenfunktionen. Diese werden aber fiir eine
korrekte Wiedergabe der Korrelationsenergie der Elektronen, z.B. bei der Anregung von zwei
Elektronen in einen angeregten Zustand, bendtigt. Normalerweise werden Doppelanregun-
gen vernachléssigt, da sie meistens nicht ausschlaggebend sind. Konjugierte Systeme stellen
allerdings eine Ausnahme dar. Deswegen wurde eine Variante der CIS-doubles (CIS-(D)) ver-
wendet, sprich scaled opposite spin Configuration-interaction singles doubles (SOS-CIS(D)),
welche doppelt angeregte Zustinde storungstheoretisch behandelt 174

SEin Uberblick iiber die verwendeten Methoden ist in einem Review gegeben[lm].
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Das Messen von zeitaufgelosten Fluoreszenzspektren stellt eine grofie technische Herausfor-
derung dar, da absolute Spektren aufgenommen werden, die eines komplexen Messaufbaus
bediirfen und die eine Vielzahl von Korrekturen mit sich bringen. Eine Aufnahme eines sol-
chen Spektrums lohnt sich indes, denn es gibt keine stérenden Uberlagerungen mit dem GSB
oder der ESA. Um ein zeitaufgelostes Fluoreszenzspektrum zu erhalten, kommen je nach
Probe und Fragestellung verschiedene Methoden zum Einsatz. Sollen mit Licht getriggerte
Prozesse betrachtet werden, kommen Methoden wie z.B. TCSPC, Up-Conversion (dt. Auf-
konvertierung) oder das hier verwendete Kerr-Schalten in Frage. Die TCSPC weist aufgrund
der auf elektronischen Komponenten basierenden Detektion eine maximale Zeitauflosung im
Pikosekundenbereich auf®. Das Kerr-Schalten!® und die Up-Conversion!” gehéren zu den
optischen Schaltmethoden. Methoden wie diese verwenden einen optischen Prozess, bei dem
die durch den Anregungspuls induzierte Fluoreszenz nur detektiert werden kann, solange
dieser Prozess optisch aktiviert ist (Abb. 18). Vergleichbar ist es mit einem verschlossenem
Tor (Gate), das nur wiahrend des Schaltens offen steht. Diese optische Aktivierung wird mit
einem sogenannten Schaltpuls erreicht. Verzégert man nun den Schaltpuls gegeniiber dem An-
regungspuls, erhélt man ein Intensitatsprofil der Fluoreszenz zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Anregung, wobei jeder Messpunkt der iiber die Dauer des Schaltpulses gemittelten
Intensitdt der Fluoreszenz entspricht. Dadurch ermoglichen diese Experimente zeitaufgelOste
Messungen mit einer zeitlichen Auflésung im Femtosekundenbereich und einem maximalen
Messbereich von 2 ns(710:11,175-178]
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der prinzipiellen Funktionsweise von optischen Schaltmethoden. (A)
Eine Uberlagerung von Schaltpuls und Fluoreszenz ermdglicht das Passieren des Schalters und
die Detektion der Fluoreszenz. (B) Das detektierte Signal gibt den zeitlichen Verlauf der Fluo-
reszenzintensitit wieder (rechts).

Der Vorteil des Kerr-Schaltens ist die einfach zu erreichende, enorme spektrale Breite (~ 300 nm),

45
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die gleichzeitig detektiert werden kann, wihrend bei den meisten Upconversion-Anlagen ohne
groflen Mehraufwand nur eine Wellenldnge oder relativ enge spektrale Korridore (~ 100 nm)
gleichzeitig gemessen werden kénnen[7-10-12],

4.1 Funktionsweise des Kerr-Schalters

Im Fall des Kerr-Schalters basiert das optische Schalten auf dem Kerr-Effekt (Kap. 2.3.1.5).
Die Fluoreszenz wird aufgesammelt und polarisiert auf ein Kerr-Medium fokussiert. Danach
wird diese nochmals aufgesammelt, kollimiert und durch einen weiteren Polarisator (Analysa-
tor) geleitet. Der Analysator ist in seiner Polarisierungsebene senkrecht zum ersten orientiert,
somit kann die Fluoreszenz diesen nicht passieren. Trifft ein Schaltpuls, der in seiner Polarisa-
tion abweicht, auf das isotrope Kerr-Medium, kommt es zur Erzeugung von Anisotropie und
folglich zur Doppelbrechung (Kap. 2.3.1.5). Hieraus ergibt sich eine Polarisationsdnderung
der Fluoreszenz. Diese ist eine Folge der Zerlegung des Feldvektors der Fluoreszenz in ihre
Teilkomponenten parallel und senkrecht zur optischen Achse und der so entstehenden Pha-
senverschiebung!%. Ein geringer Teil der Fluoreszenz weist daraufhin eine um 90° gedrehte
Polarisation auf, kann den Analysator passieren und detektiert werden (Abb. 19).

A B
Without Gate Pulse With Gate Pulse

"\\&\\\\

i y i AN L W Y.
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Abbildung 19: Polarisationsebene der Fluoreszenz im Kerr-Schalter und Brechungsindexellipsoid im Kerr-
Medium (A) ohne Gatepuls und (B) mit Gatepuls.

4.1.1 Zeitauflosung

Die maximal erreichbare Zeitauflosung des Kerr-Schalters hingt von der Dauer des Schalt-
und des Anregungspulses, dem Kerr-Medium und der GVD in diesem ab. Als Kerr-Medium
werden in solchen Anlagen vor allem transparente Glaser [101175:179-181] ynq Fliissigkeiten 182
verwendet. Bei Glédsern fiihrt nur die elektronische Komponente zu einer induzierten Aniso-

tropie, sie folgt dem elektrischen Feld des Schaltpulses nahezu instantan (<100 fs).

4.1.2 Schalteffizienz

Die Schalteffizienz T', also das Verhéltnis der in einem Zeitintervall das Kerr-Medium passie-
renden zu den auf dieses auftreffenden Photonen, ist proportional zu der induzierten Phasen-
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4.2 Praktische Umsetzung des Kerr-Schalters

verschiebung ¢(¢) und dem Winkel zwischen der Polarisationsrichtung von Fluoreszenz und
Schaltimpuls Q (GI. (4.1))[183-185],

1

T = sin* (2Q) - sin? <2g0(r, t)) (4.1)
Infolgedessen ist der optimale Polarisationsunterschied von Schalt- und Anregungspuls fiir
eine maximale elliptische Polarisation der Fluoreszenz bei einem Winkel €2 von 45° gege-
ben [182,186]

Die Phasenverschiebung (Gl. (4.2), ¢(t)) zwischen dem ordentlichen und dem auflerordentli-
chen Anteil des elektrischen Feldes ist antiproportional zur Wellenldnge der Fluoreszenz Ag;
und proportional zur Dicke d des Kerr-Mediums und der Intensitét des Schaltpulses I 179187,
- 2rAn(Ig,t)d

o (4.2)

o(t)

Bei hinreichend kleinen Werten fiir die Phasenverschiebung kann die Schalteffizienz unter
Berticksichtigung von Gleichung (4.1) und (2.23) genéhert werden als:

T 2
T~ <7m2d S> (4.3)
AFl

Die Schalteffizienz ist folglich proportional zum Quadrat des nichtlinearen Anteils des Bre-
chungsindex ng, der Lénge des Kerr-Mediums d und der Intensitit des Schaltpulses Ig. Sie
nimmt jedoch antiproportional quadratisch mit steigender Wellenldnge Ag; des geschalteten
spektralen Anteils des Fluoreszenzlichts ab. Die Abhéngigkeit vom nichtlinearen Anteil des
Brechungsindex no ldsst darauf schliefen, dass Materialien mit einem hohen Wert fiir ng
eine gute Wahl darstellen. Das Problem ist dabei die einhergehende starke Dispersion im
sichtbaren Spektralbereich, welche die Zeitauflosung wiederum verringert. Dies gilt natiirlich
auch fiir die Lange des verwendeten Kerr-Mediums, wodurch vor allem diinne Kerr-Medien
verwendet werden, um eine starke Dispersion zu vermeiden.

Je hoher die Schalteffizienz, desto besser ist das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis. Zusétzlich ist
ein geringes Untergrundsignal, das hauptséchlich durch Streuung am Kerr-Medium entsteht,
sehr wichtig.

4.2 Praktische Umsetzung des Kerr-Schalters

Der Kerr-Schalter wurde anfinglich in Kooperation mit Dr. Nina Gildenhoff! aufgebaut.
Er basiert auf einem Aufbau aus Miinchen, welcher von Dr. Bernhard Schmidt®!83] und
Dr. Bjorn Heinz['84 konstruiert wurde.

In Zusammenarbeit mit Dr. Nina Gildenhoff konnten erste Charakterisierungsschritte am
Kerr-Schalter durchgefiihrt werden. Zum damaligen Zeitpunkt konnten jedoch nur Kreuzkor-
relationen vom Schalt- und Anregungspuls gemessen werden [18].

'Ehemals: Institut fiir Physikalische und Theoretische Chemie, Goethe-Universitat Frankfurt am Main, Max-
von-Laue-Strafle 7, 60438 Frankfurt am Main, Deutschland.
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4 Aufbau, Charakterisierung und Anwendung eines Kerr-Schalters

4.2.1 Tsunami-Spitfire-Lasersystem

Der Kerr-Schalter nutzt die Laserpulse eines Tsunami-Spitfire-Lasersystems102:185-190] yop
Spectra-Physics? (Abb. 20). Das Lasersystem besteht aus vier Teilkomponenten: zwei Pump-
quellen (Millennia und Empower), einem Oszillator (Tsunami) und einem regenerativen Ver-
starker (Spitfire Pro F).

[ Millennia Pro 5s (Nd:YV04)] Tsunami (Ti:Sa) ~_ Seed Laser
760-840 nm, 650 mW, 80 MHz, ~80 fs

532 nm, 5 W, cw

Amplifier

Pump Sources : , E

Stretcher ] Compressor e —

Spitfire Pro F (Ti:Sa)
,/ 760-840 nm, 1.1 W, 1 kHz, 125 fs

'
'
' '
' '
Y .
......... .l......... ~........l.........'
e B e R .
3 ‘
1 '
1 '
'
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Empower (Nd:YLF) i
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Abbildung 20: Schematische Darstellung des Tsunami-Spitfire-Lasersystems. Alle angegebenen Werte sind nur
ungefdhre Richtwerte, die abhéngig von Umgebungsparametern, Einstellungen und Laufdauer
des Systems sind.

Der Millennia-Pumplaser besitzt einen Nd:YVO4-Kristall als Lasermedium, der selbst von
einem Diodenlaser gepumpt wird und kontinuierlich bei 532 nm mit ~ 5 W emittiert. Der
Millennia pumpt wiederum den Oszillator (Tsunami), der einen Ti:Sa-Kristall als Laserme-
dium besitzt und mit Hilfe von passiver Modenkopplung bei gleichzeitiger Kompensation der
GVD gepulst betrieben wird. Er emittiert dabei mit einer Wiederholrate von =~ 80 MHz. Die
erzeugte Zentralwellenldnge der Pulse kann mit Hilfe eines integrierten Prismenkompressors
und eines dort eingebauten Spalts zwischen 760 nm und 840 nm eingestellt werden. Dabei
weist das Gauflprofil der emittierten Wellenlénge eine Halbwertsbreite (engl. full width at
half maximum, FWHM) von 10-12 nm und eine Pulsdauer von ~ 80 fs auf. Die spektrale
Breite lasst sich iiber die Spaltbreite verdndern, ein zu weit gedffneter Spalt fithrt allerdings
zu einer Instabilitdt in der Pulsdauer. Die so erzeugten Pulse besitzen eine Energie von &~ 8 nJ
und werden als Seedpulse fiir die Verstdrkung im Spitfire Pro F durch die CPA-Methode ge-
nutzt. Dazu werden sie zuerst in einem Stretcher zeitlich gedehnt, um eine Beschédigung der
Optiken zu vermeiden, die aufgrund von der hohen erreichbaren Energiedichte pro Puls bei
der Verstarkung auftreten wiirde. Nachfolgend werden die Pulse in einem optisch gepumpten
Ti:Sa-Kristall verstarkt und zuletzt abermals zeitlich komprimiert, um ultrakurze Pulse mit
einer hohen Energiedichte zu erhalten. Optisch gepumpt wird der Ti:Sa-Kristall dabei durch

2http:/ /www.spectra-physics.com: Seit 2004 zugehérig zur Newport Corporation. Stand: 08-2014
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4.2 Praktische Umsetzung des Kerr-Schalters

den Empower Laser, der letzten verwendeten Teilkomponente. Dieser stellt einen giitegeschal-
teten gepulsten Laser mit einem Nd:YLF-Kristall als Lasermedium dar. Er erzeugt Pulse bei
527 nm mit einer Wiederholrate von 1 kHz und einer Leistung von 10 W (= 10 mJ). Die Wie-
derholrate des Empower triggert dabei die Einkopplung der Seedpulse und die Auskopplung
der Pulse der verstirkten Laserfundamentalen mit Hilfe von Pockelszellen. Das Lasersystem
ist dadurch in der Lage, Pulse mit einer Zentralwellenlinge im Bereich von 760-840 nm bei
einer Wiederholrate von 1 kHz, einer Energie von ca. 1,1 mJ und einer Dauer von ca. 130 fs
zu erzeugen. Hiervon werden =~ 60 % fiir den Betrieb des Kerr-Schalters verwendet.

4.2.2 Experimentelle Umsetzung des Kerr-Schalters

Abbildung 21 zeigt eine schematische Darstellung des Kerr-Schalter-Aufbaus. Zunéchst wird
die Laserfundamentale in zwei Teilstrahlen aufgeteilt.

BS, R~60%
= VO

Spitfire (Ti:Sa-Lasersystem)
760-840 nm, 1.1 W, 1 kHz, 130 fs

CCD-Camera

NOPA / SHG / SFG
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der experimentellen Realisierung des Kerr-Schalter-Aufbaus.

Der erste, grofiere Anteil (= 60 %) wird auf ~ 280 nJ/puls abgeschwécht. Er wird genutzt, um
den zweistufigen OPA (Kap. 3.3.3) zu betreiben, oder wird direkt ohne Wellenldngenkonversi-
on auf der gleichen Strecke weitergeleitet. Die Pulse im Spektralbereich von 760-840 nm (La-
serfundamentale) oder von ~ 1150-1350 nm (OPA) dienen als Schaltpuls. Der Schaltpuls wird
anschlieffend iiber eine elektronisch ansteuerbare Verzogerungsstrecke (Physik Instrumente,
Modell M-531.DD, minimale Schrittgroe Az, = 0.1 pm) mit einer maximalen Verfahr-
strecke () von 306 mm gelenkt, was einer Verzogerung von maximal ca. 2 ns entspricht.
Nach dem Passieren dieser Verzogerungsstrecke wird der Schaltpuls in seiner Polarisation,
ausgehend von seiner urspriinglichen parallelen® bzw. senkrechten* Orientierung, mit Hilfe
eines fiir die Wellenlénge entsprechenden handelsiiblichen */2-Pléattchens um 45°, gedreht. Die
Wahl, ob der OPA oder die Laserfundamentale genutzt wird, ist dabei abhingig von der zu

3Bei Verwendung eines Prismenkompressors zur Pulskomprimierung,.
4Kein Prismenkompressor verwendet, sondern entsprechende Verzogerungsstrecke.
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4 Aufbau, Charakterisierung und Anwendung eines Kerr-Schalters

untersuchenden Probe. Die Vor- und Nachteile der verschiedenen Wellenléngen zum Schalten
werden spéter niher erldutert (Kap. 4.2.5).

Der zweite Teil (= 40 %, ~ 200 1J/puis) wird verwendet, um den NOPA (Kap. 3.3.4) zu
betreiben. Zusétzlich kann mitunter eine SHG oder THG des Signalpulses, bzw. eine SFG
aus Signalpuls des NOPA und der Laserfundamentalen generiert werden (Kap. 3.3.2). Die in
ihrer Wellenldnge konvertierten Laserpulse werden als Anregungspulse fiir die Probe genutzt.
Der Anregungspuls wird dabei zuvor iiber einen Prismenkompressor geleitet, um die zeitliche
Auflésung des Experiments zu verbessern.

Die Anregungspulse werden tiber eine Quarzlinse (f = 175 mm) sanft auf die zu untersu-
chende Probe fokussiert. Sie befindet sich in einer Durchflusskiivette aus Quarzglas (Hellma
Analytics, Typ 130.199-QS) mit einem Lichtweg von 0,5 mm. Die Probe wird unter Ver-
wendung einer Mikrozahnringpumpe (HNP Mikrosysteme GmbH, mzr®-2921, 0,3-18 m!/min)
durch die Kiivette gepumpt. Aufgrund des sehr geringen Verdrédngungsvoulmens der Mikro-
zahnringpumpe von 3 pl und von Teflonschlduchen mit einem geringen Innendurchmesser
von 0,8 mm konnen minimale Probenvolumina von ~ 500 pl erreicht werden. Eine weitere
Verringerung des Probenvolumens durch die Verwendung von Schlduchen mit einem noch
geringeren Innendurchmesser stellte sich als nicht méglich dar. Dies fithrte zu Luftblasen im
Durchflussraum der Kiivette und dadurch zu erhdhter Streuung.

Die entstehende Fluoreszenz wird iiber ein Mikroskopobjektiv (Davin Optronics, Modell
5002-000) mit einer numerischen Apertur von 0,5 bei einer Fokallinge von 13,41 mm und
einer Arbeitsdistanz von 23,3 mm aufgesammelt und kollimiert (Abb. 22).
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Abbildung 22: Foto des aufgebauten Kerr-Schalter-Teilstiicks mit gekennzeichneten Einzelkomponenten.

Die Fluoreszenz passiert anschliefend einen Drahtgitterpolarisator auf einem Substrat aus
Quarzglas (Moxtek, PFU04C, d = 0,7 mm, @ = 36 mm, Transmissionswinkel = 0°) mit
einer maximalen Transmission von groBer 82 % und einem Kontrast (Transmissionsverhalt-
nis offen zu geschlossen) groBer 1:4000 im Spektralbereich von 450-700 nm®. Erst ein solch
hoher Kontrast erlaubt ein ausreichend hohes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis fiir die Messung

SInformationen entstammen dem Datenblatt fiir den Polarisator auf der Webpage von Moxtek,
http://www.moxtek.com /optics-product /visible-polarizers, Stand: 08-2014
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von sehr kleinen Signalen. Die parallel polarisierte Fluoreszenz wird iiber ein zweites Mi-
kroskopobjektiv (ebenfalls Davin Optronics, Modell 5002-000) scharf auf das Kerr-Medium
fokussiert. Gleichzeitig wird der Schaltpuls sanft {iber eine Quarzlinse (f = 150 mm) fokus-
siert und {iber zwei Umlenkspiegel aus Silber so ausgerichtet, dass er kollinear zur Fluoreszenz
das Kerr-Medium im Fokus erreicht. Um eine Einkopplung zu erméglichen, ohne die Fluores-
zenz abzuschneiden, wurde ein kleiner Silberspiegel (Photon LaserOptik GmbH, d = 1 mm,
# = 4 mm) sehr nah am zweiten Mikroskopobjektiv in einem Winkel von 45° zu diesem
angebracht. Als Kerr-Medium wird Quarzglas (Suprasil, Heraeus, d = 1,0 mm) verwendet.
Aufgrund der Verwendung von reflektiven Optiken bis zum Kerr-Medium wird verhindert,
dass es zu einer GVD des Fluoreszenzlichts kommt, was die Zeitauflésung herabsetzen wiirde.
Die Fluoreszenz wird nach dem Passieren des Kerr-Mediums von einem dritten Mikroskopob-
jektiv (ebenfalls Davin Optronics, Modell 5002-000) aufgesammelt und trifft kollimiert auf
den Analysator (Moxtek, USA, PFU04C, d = 0,7 mm, g = 36 mm, Transmissionswinkel
= 0°), der senkrecht zum ersten Polarisator ausgerichtet ist. Gleichzeitig blockt das dritte
Mikroskopobjektiv den Schaltpuls, indem dieser auf die Riickseite der Spiegelhalterung des
kleineren inneren Spiegels trifft.

Nach dem Analysator leiten zwei Silberspiegel die Fluoreszenz weiter auf eine Quarzlinse
(f = 40 mm), die eine optimale Ausleuchtung der im Spektrografen (Acton Research, Spek-
traPro 2358, f = 300 mm) verbauten Optiken ermdoglicht. Das Strahlprofil seiner Fluoreszenz
wird mit einer 7,5-fachen Vergrofilerung des urspriinglichen Strahldurchmessers (= 10 mm)
von einem Hohlspiegel im Spektrografen kollimiert und lenkt die Fluoreszenz gleichzeitig auf
eines der drei verbauten Gitter (150 G/mm, 68 mm - 68 mm) mit einer jeweiligen Blazewel-
lenldnge (Apjaze) fiir eine optimale Reflektion von entweder 300 nm, 500 nm oder 800 nm
(Abb. 23).

100
Groove Density: 150 g/mm Blaze Wavelength
3 80 300 nm
- — 500 nm
5 60 800 nm
S 40
g
20
0

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
Wavelength / nm

Abbildung 23: Reflektionseigenschaften der drei im Spektrografen (SpektraPro 2358) verbauten Blazegitter.®

Die in dieser Arbeit gezeigten Spektren wurden ausschliellich mit dem Gitter aufgenommen,
das eine Blazewellenlinge von 500 nm aufweist.

Das spektral aufgespaltene Fluoreszenzlicht wird auf einem mit flissigem Stickstoff gekiihlten
und riickseitig belichteten CCD-Chip (26,8 mm - 8,0 mm, 1340 Pixel - 400 Pixel (1 Pixel =
20 pm - 20 pm)) der Kamera (Princeton Instruments, Spec-10:400B/LN) detektiert. Der
CCD-Chip weist eine Quanteneffizienz grofier 30 % in einem Bereich von 200-950 nm auf
und limitiert folglich den Detektionsbereich hin zu hohen Wellenléngen. Das fiir den fliissigen

5Abbildung wurde dem Datenblatt ,Acton Series Monochromators and Spectrographs® ent-
nommen und angepasst. Das Datenblatt mit der Orginalabbildung ist zu finden unter
http://www.princetoninstruments.com/Uploads/Princeton/Documents/Datasheets. Stand: 09-2014.
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Stickstoff verwendete Dewargeféfl besitzt eine Kapazitdt von 1,7 1 und erlaubt eine Messzeit
von iiber 24 Stunden ohne temperaturabhédngige Abweichungen der Detektorempfindlichkeit.
Der Beginn der Detektion wird nicht durch den Anregungspuls gestartet, sondern beginnt,
nachdem die elektronisch ansteuerbare Verzogerungsstrecke ihre Endposition erreicht hat
und diese verifiziert wurde. Eine interne Blende wird im Anschluss daran getffnet und alle
Anregungsereignisse werden wihrend der eingestellten Integrationszeit aufsummiert.

Der hier beschriebene Aufbau ermoglicht zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen mit einer Zeit-
auflésung von ~ 100 fs in einem Spektralbereich von ca. 350-950 nm. Die untere Grenze des
Wellenlédngenbereichs ist durch die Kontrasteigenschaften der Polarisatoren gegeben, wahrend
die obere Grenze durch die Sensitivitidt des CCD-Chips festgelegt ist.

4.2.3 Das Messprogramm

Eine Anlage wie der Kerr-Schalter bedarf eines komplexen Messprogramms, um die beteilig-
ten elektronischen Komponenten des Messaufbaus (Mikrostelltisch und CCD-Kamera) anzu-
steuern, die Daten zu akquirieren und fiir eine anschlieBende Auswertung aufzuarbeiten. Das
Messprogramm sowie weitere Zusatzprogramme zur Optimierung der Messeinstellungen und
des Anlagenaufbaus wurden mit Hilfe von LabVIEW 8.67 (National Instruments, Miinchen)
erstellt. LabVIEW stellt eine Programmiersprache dar, bei der eine graphische Oberfliache zur
Erzeugung sogenannter ,Virtueller Instrumente* (VI) dient. Diese ,Virtuellen Instrumente*
bestehen aus einer Programmierebene, dem ,,Blockdiagramm® und einer Bedienebene, dem
,Frontpanel“ (siche Abb. 24).
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Abbildung 24: Bildschirmabbildung des fir den Kerr-Schalter verwendeten Messprogramms (Version 1.12).
(A) ,,Frontpanel“ mit Bedienoberfliche und (B) ,,Blockdiagramm® mit einem kleinen Bildaus-
schnitt des Gesamtprogramms.

Auf der Programmierebene kann der Benutzer die VIs, welche auf einfachen vorgefertigten
Unterroutinen oder Rechenoperationen in Form von weiteren VIs basieren, dahingehend pro-
grammieren, dass diese komplexe Aufgaben verrichten. Das Messprogramm stellt die oberste
Ebene des fiir den Kerr-Schalter programmierten VIs dar. Je nachdem, welcher Parameter
gedndert oder ob eine Messung gestartet werden soll, werden zahlreiche Unterroutinen in

"LabVIEW 8.6 steht fiir Laboratory Virtual Instrumentation Engineering Workbench Version 8.6
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4.2 Praktische Umsetzung des Kerr-Schalters

Form von weiteren VIs aufgerufen. Typischerweise stellen die meisten Hersteller VIs zusam-
men mit der Hardware zur Verfligung, zusétzlich zu einem eigenen Programm zur Steuerung
des Gerits. Ist dies nicht der Fall, kann mit Windows als Betriebssystem auf die ActiveX-
Technologie von Microsoft zuriickgegriffen werden, um die benttigte Hardware anzusteuern.
Hierbei greift LabVIEW direkt auf die dll (dynamic link library)-Dateien des mitgelieferten
Steuerprogramms zu und nutzt deren Unterroutinen, indem es einen Kommunikationspfad
aufruft. Dadurch ist es in der Lage, die bei LabVIEW eingestellten Parameter an die Unter-
routinen weiterzuleiten und von diesen dann verarbeiten zu lassen. Infolgedessen lassen sich
alle Funktion des mitgelieferten Programms nutzen und neu strukturieren, um an die eigenen
Bediirfnisse angepasst zu werden. Da eine komplette Beschreibung des Messprogramms und
der programmierten Unterroutinen den Rahmen dieser Arbeit deutlich iiberschreiten wiirde,
ist in Abbildung 25 ein vereinfachtes Schema der Messprogramm-Version 1.12 mit den wich-
tigsten Meniipunkten bzw. Unterroutinen und deren grundlegenden Aufgaben dargestellt.

Measuring Program
Vers 1.12

Spectrometer Settings

Menu Item Task

Contains parameters of the monochromator
(Will be written in the comments of each file)

Supports the search and the setting of the zeropoint.

Set Zeropoint Creates a function of time steps,

at which the delay stage will stop to measure.
Setting of spectral resolution, spectral range, integration
time and other needed settings of the spectrometer

Set Timescale

Measurement Settings

Run Scan
Exit

Checks all settings and starts the measurement.

Saves current settings in an inf-file and closes the program.

Pias

Abbildung 25: Schema des Aufbaus der Version 1.12 des Messprogramms fiir den Kerr-Schalter und den grund-
legenden Aufgaben der Unterroutinen.

Wie in Abbildung 25 zu sehen ist, besteht das Messprogramm aus sechs Meniiunterpunkten:
»opectrometer Settings®, ,Set Zeropoint“, ,Set Timescale“, ,Measurement Settings“, ,, Run
Scan® und ,Exit“ Diese stellen ausfiihrbare Unterroutinen dar. Die Unterroutinen rufen wie-
derum zum Teil Untermeniis auf (Tab. 2) und erlauben dem Benutzer, in Abhangigkeit vom
Meniipunkt den Zeitnullpunkt mit Hilfe der Kreuzkorrelation zwischen Anregungspuls und
Schaltpuls zu suchen, die Messeinstellungen vorzunehmen, die Messung zu steuern oder das
Programm zu beenden. Die Mentiunterpunkte, die in diesen Unterroutinen implementiert
sind, die Aufgaben, welche die Unterroutine bzw. die Untermeniis erfiillen und Anmerkungen
zu deren Besonderheiten sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Es ist darauf hinzuweisen, dass
die Unterroutine ,Set Zeropoint* auf einer von Dr. Karsten Neumann 9! programmierten
Subroutine basiert.

Bei der Programmierung wurde Wert darauf gelegt, dass die eingegebenen Parameter iiber-
prift und bei falschen Eingaben automatisch korrigiert werden, wobei der Benutzer auf diesen
Umstand hingewiesen wird. Diesbeziiglich wurden viele weitere Unterroutinen geschrieben,
die eine groBtmogliche Stabilitét des Programms ermdglichen und den Messvorgang erleich-
tern sollen. Auf diese wird der Ubersicht halber nicht weiter eingegangen.
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4 Aufbau, Charakterisierung und Anwendung eines Kerr-Schalters

Tabelle 2: Subroutinen der Messprogramm-Version 1.12 und eventuelle Mentipunkte der Subroutinen, Aufga-

ben und Anmerkungen zu diesen sowie wichtigen Eigenschaften der Subroutinen.

Unterroutine Meniipunkte

Aufgaben & Anmerkungen

Spectrometer
Settings

Einstellungen am Monochromator (Wird im Daten-
satz gespeichert). Derzeit: Nummer des eingestell-
ten Gitters, dessen Blazewellenldnge (Standardmaé-
Big Nr. 2 = 500 nm) und Apertur des Einkoppel-
spalts.

Current
Spectrum

Einstellen des zu messenden spektralen Bereichs fiir
die Suche des Nullpunkts in nm oder Pixel, je nach
Einstellung des Systems (ersichtlich bei ,, Transient
Spectrum®).

Set
Zeropoint

Transient
Spectrum

Auswahl, ob eine Transiente oder eine Aufsummie-
rung von Transienten iiber einen gewissen spektra-
len Bereich angezeigt werden soll.

Parameter for
Time Steps

FEingabe des zu messenden Zeitbereichs fiir die Su-
che des Nullpunkts. Zusétzlich ist das manuelle An-
steuern des Mikrostelltischs moglich.

Set

Timescale Delay parameter

Eingabe des zeitlichen Messbereichs. Es findet zu-
erst eine lineare und anschliefend eine logarithmi-
sche Anderung der zeitlichen Abstinde zwischen
den Messpunkten statt.

Needed Eingabe des spektralen Messbereiches, der Integra-
Parameter tionszeit und der spektralen Auflésung.
Measurement Additional Erlaubt spezifische CCD Pixel vertikal zu mitteln
Settings Parameter und das Akkumulieren von Spektren.
Background Auswahl, ob eine Hintergrundmessung vorgenom-
Sottines men werden soll und an welcher Messposition wie
& oft gemittelt werden soll.

Anzeige des aktuellen Spektrums und die bisheri-
gen Transienten bei einer ausgewahlten Wellenldn-
Run Scan - ge. Bietet zusitzlich zwei Stopp-Moglichkeiten: (1)
direktes Beenden der Messung oder (2) Beenden

der Messungen nach dem derzeit aktuellen Scan.
Exit . Beendet das Programm und speichert die globale

Variable mit allen aktuellen Messeinstellungen.
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4.2 Praktische Umsetzung des Kerr-Schalters

4.2.4 Justierung des Kerr-Schalters

Der Kerr-Schalter stellt einen sehr komplexen Aufbau dar. Aus diesem Grund soll nachfolgend
eine kurze Zusammenfassung der Justierung des Kerr-Schalters gegeben werden.

Wird eine Teilkomponente des Aufbaus ersetzt oder umgebaut, erfolgt zuerst eine Uberprii-
fung der Polarisationsebenen von Schalt- und Anregungspuls. Zusétzlich kann die rdumliche
Anordnung der Mikroskopobjektive mit Hilfe eines stark emittierenden Fluorophors (z.B.
Coumarin 153) iiber die Abbildung des aufgesammelten Fluoreszenzlichts tiberpriift und
nachgestellt werden. Die Haltestege der inneren Spiegel erzeugen dabei einen Schatten in
horizontaler und vertikaler Ausrichtung, der als Fadenkreuz genutzt werden kann. Anschlie-
Bend wird der rdumliche sowie zeitliche Uberlapp gesucht. Generell wird fiir die Suche die
Streuung des Anregungspulses an einem Streumedium anstelle einer Probe verwendet. Dies
hat den Vorteil, dass ein zeitlich sehr kurzes und intensives Signal geschaltet wird, das dadurch
auch bei schlechter Justierung auffindbar ist. Fiir die Suche nach dem riumlichen Uberlapp
wird eine handelsiibliche, sehr diinne Digitalkamera mit einem Sichtschirm aus Papier ver-
sehen und dieser in den Fokus des zweiten Mikroskopobjektivs anstelle des Kerr-Mediums
gestellt. Das abgebildete Streulicht wird dann mit dem Signal der Fluoreszenz des Papiers
aufgrund des intensiven Schaltpulses iiberlagert. Das Signal des Schaltpulses ist hierbei typi-
scherweise um ein Faktor zwei grofler im Durchmesser als das des Streulichts. Anschlieffend
wird bei gréfieren Anderungen der Wegstrecke die Digitalkamera durch eine schnelle Photo-
diode mit angeschlossenem Oszilloskop ausgetauscht. Dies ermoglicht eine Eingrenzung des
Weglédngenunterschieds zwischen Schalt- und Anregungspuls.

A B
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Cross Correlation | T ¥ ¥ 2100 460 x . . B
Signal _/ 450 b 1 7 o0
g I 2050 E 100.0
: = 440 F E 95.00
R | S 90.00
: 2000 g 430 F | — - Tesoo c
2200 ! 1 % 420 | i T~ — Intensity at 428 nm
! %0 = 4ok i — GauR Fit
2150 : ] 116 . .
3 2100 : : ' ——1 1900 400 :
= - 5 112
Z zggg Peak due to ©
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£ 1950 — Sum of Gated y 2
1900 i Intensity (420-440 nm) g 104 L
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Abbildung 26: Beispiel einer Messung der Kreuzkorrelation im Kerr-Medium zwischen Anregungs- (428 nm,
200 nJ) und Schaltpuls (= 1250 nm, 35 pJ). (A) Darstellung als Summe der Intensititen in
einem Spektralbereich der SHG von 420-440 nm mit Zoom in den zeitlichen Bereich des tatséch-
lichen Kreuzkorrelationssignals. (B) 2D-Auftragung der Intensitatsverteilung im Zeitbereich des
Signals und (C) eine Transiente bei 428 nm mit einer gauBformigen Anpassungsfunktion mit
einem Wert von 180 fs fiir die Kreuzkorrelation.

Bevor der Punkt der zeitlichen Uberlagerung niher bestimmt werden kann, muss der Ana-
lysator entsprechend einer maximalen Ausloschung der Streuung ausgerichtet werden. Bei
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4 Aufbau, Charakterisierung und Anwendung eines Kerr-Schalters

zu groflen Hintergrundsignalen kann das Messsignal ansonsten im Rauschen untergehen. An
dieser Stelle kann gegebenenfalls die Einkopplung in den Spektrografen iiberpriift und nach-
justiert werden. Fiir die Feinjustierung der zeitlichen Uberlagerung wird das Kreuzkorrelati-
onssignal der beiden Pulse gesucht (Abb. 26) [185] Das Messsignal ist bei nicht gut justiertem
Aufbau zum Teil sehr schwer zu entdecken (Abb. 26, A) und dient dann als Orientierungs-
punkt fiir eine manuelle Suche. Meistens sind steile, starke Signalanstiege aufgrund von kos-
mischer Strahlung zu beobachten, die bei einer Aufsummierung der Intensitdten iiber einen
gewissen Spektralbereich zu Storsignalen fithren (Abb. 26, B). Bei Verwendung der SHG als
Anregungspuls wurden typischerweise Kreuzkorrelationen mit Dauern um 200 fs gemessen
(Abb. 26, C). Unter Verwendung eines komprimierten Anregungspulses im sichtbaren Wel-
lenldngenbereich und einem komprimierten Schaltpulses aus dem OPA wurden auch Werte
im Bereich von 80 fs fiir die Kreuzkorrelation gemessen. Ist der Uberlapp gefunden, wird die
Polarisationsebene des Schaltpulses auf das maximale Signal der Kreuzkorrelation optimiert
und die Einkopplung in den Spektrografen nachjustiert. Der Kerr-Schalter zeigte eine typi-
sche Schalteffizienz von ~ 4-10 % auf, in Abhéngigkeit der Wellenldnge und Intensitit des
Schaltpulses.

4.2.5 Wahl der Schaltwellenlinge

Eine Schaltwellenldnge von 1250 nm sollte einen starken Streuuntergrund in den Messun-
gen verhindern, da die Quanteneffizienz der verwendeten CCD-Kamera ab 1100 nm <2,5 %
ist [183-185] ' Testmessungen mit N,N-Dimethyl-para-nitroanilin (DMPNA) (Kap. 4.2.7) zeig-
ten schnell, dass diese Schaltwellenldnge Vor- und Nachteile aufweist (Abb. 27).

10 T T T T T T
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08 Background 1
B Gate Pulse
o A
- 06 4
2 THG of SHG of
é Gate Pulse Gate Pulse
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0.0 —_— ——775nm
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Abbildung 27: Vergleich des Intensitdtsverlaufs von Kerr-Schalter-Spektren unter Verwendung eines Schalt-
pulses bei einer Wellenldnge von 1250 nm (=~ 29 nJ) bzw. 775 nm (~ 32 pJ) fir DMPNA vor
dem zeitlichen Uberlapp (normiert auf das Signal des Anregungspulses). Das Fluoreszenzunter-
grundsignal von DMPNA und die Signale variieren aufgrund der Spaltbreite des Spektrografen,
der Integrationszeit und der unterschiedlichen verwendeten Polarisatoren.

Der Nachteil eines Schaltpulses mit einer Wellenlénge von 1250 nm ist, dass es im Spektral-
bereich um 417 nm zur THG und im Spektralbereich um 625 nm zur SHG des Schaltpulses
im Kerr-Medium kommt. Diese Signale konnen durch die Wahl einer geeigneten Stelle im
Kerr-Medium ohne Stérstellen reduziert, aber nicht vollstdndig beseitigt werden. Dadurch
fallen bei sehr geringen Schaltsignalen diese beiden Spektralbereiche fiir eine Messung weg.
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4.2 Praktische Umsetzung des Kerr-Schalters

Im Gegenzug ist die Verwendung der Laserfundamentalen (760-840 nm) moglich. Sie ldsst sich
deutlich einfacher handhaben, da keine Wellenldngenkonversion erforderlich ist. Als Nachtteil
der Verwendung der Laserfundamentalen erweist sich aber der Verlust des Spektralbereichs
um deren Zentralwellenlénge aus den selben Griinden wie fiir niederenergetische Schaltpulse.
Das Signal ist sehr intensiv und fiithrt bei einem weit gedffneten Spalt zu einem sehr starken
Untergrundsignal, das gegebenenfalls durch Filter unterdriickt werden muss.

Wegen der oben genannten moglichen Storsignale sollte die Schaltwellenlédnge entsprechend
der Emissionseigenschaften und dem zu untersuchenden Spektralbereich gewihlt werden.

4.2.6 Korrekturkurve der spektralen Empfindlichkeit des Kerr-Schalters

Die von dem Mikroskopobjektiv aufgesammelte Fluoreszenz wird iiber bzw. durch verschie-
dene optische Elemente geleitet, welche unterschiedliche spektrale Eigenschaften der Reflekti-
vitdt, Empfindlichkeit bzw. Absorption besitzen. Vor allem die Blazegitter des Spektrografen
und die Empfindlichkeit des Detektors tragen dadurch zu einer Verzerrung des spektralen In-
tensitdtsverlaufs bei. Diese Verzerrung lasst sich im einfachsten Fall durch das Ermitteln einer
Korrekturkurve fir den Detektorzweig ausgleichen (vgl. Kap. 3.1). Eine erste Korrekturkur-
ve bei geschlossenem Kerr-Schalter (Polarisatoren (Moxtek, PFU04C) gekreuzt zueinander)
wurde mit Hilfe einer Glithlampe (LOT-Oriel, Modell 63358, P = 6,50 W, U = 7,30 V), wel-
che einem schwarzen Strahler nahekommt und einer entsprechend zugehérigen Kalibrierkurve
des Herstellers, bestimmt (Abb. 28).
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Abbildung 28: Spektrale Korrekturkurve (blau) fiir den Kerr-Schalter unter Verwendung von Gitter Nr. 2
(ABiaze = 500 nm), erstellt mit Hilfe einer Kalibrierkurve des Herstellers fiir einen schwarzen
Strahler (schwarz) und dessen detektiertes Spektrum (rot) bei gekreuzten Polarisatoren.

Im Fall des Kerr-Schalters kommt eine weitere Komponente fur die Korrektur hinzu, die
wellenlingenabhéngige Schalteffizienz (Gl. (4.3)). Schmidt et al. 3183 zeigten dabei, dass der
nichtlineare Brechungsindex vernachlassigt werden kann und infolgedessen eine Multiplikati-
on der Spektren mit A% zu einem Ausgleich des Einflusses der Schalteffizienz fiir den spektralen
Verlauf des zeitlich integrierten Spektrums fiihrt.
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4 Aufbau, Charakterisierung und Anwendung eines Kerr-Schalters

4.2.7 Messung von N,N-Dimethyl-para-nitroanilin

Zur Charakterisierung des Kerr-Schalters und nachfolgend zur Einstellung des Aufbaus wurde

N,N-Dimethyl-para-nitroanilin (DMPNA) als Fluorophor ausgewihlt (Abb. 29).
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N,N-Dimethyl-para-nitroanilin 2 00 1 Trmeovemend 9
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Abbildung 29: (A) Strukturformel und (B) stationére Spektren von N,N-Dimethyl-para-nitroanilin in Ethanol
(unten) sowie ein Emissionsspektrum von reinem Ethanol (oben).

DMPNA 16st sich sehr gut in protischen sowie aprotischen Lésungsmitteln und ist photostabil.
Es besitzt eine breite unstrukturierte Absorptionsbande im Spektralbereich von a 325-450 nm
(Amaz = 388 nm), was eine Anregung unter Verwendung der SHG im Fall des Kerr-Schalters
erlaubt, und fluoresziert sehr schwach zwischen = 400-550 nm, wobei das Intensitdtsmaximum
der Fluoreszenz bei =~ 440 nm liegt. Die spektrale Lage des Emissionsbereichs erlaubt es,
sowohl den Laser direkt als auch den OPA als Quelle fiir den Schaltpuls zu nutzen.

Der Farbstoff wurde bereits kurzzeitspektroskopisch mittels transienter Absorption unter-
sucht 192:193] ynd weist eine komplexe Dynamik der Kiihlprozesse in Abhéngigkeit des Lo-
sungsmittels auf!'¥2, Ermittelt wurde, dass ein Ladungstransfer innerhalb von 80 fs stattfin-
det, der eine Drehung um die -NOs-Bindung einschliefft und sich in Form einer Stokesverschie-
bung zeigt. Auf diesen Ladungstransfer folgt die IC aus dem ersten angeregten Zustand in
einen heiflen Grundzustand (S; — Sg) mit einer Zeitkonstante von 0.76 ps und ein Abkiihlen
des heiflen Grundzustands durch Energieabgabe an die Losungsmittelhiille im Pikosekunden-
bereich (S5 — Sp). Da im Kerr-Schalter nur die Fluoreszenz betrachtet werden kann, sind
nur die ersten beiden Zeitkonstanten von Relevanz.

Abbildung 30 zeigt die Messung einer Losung von hochkonzentriertem DMPNA in Ethanol
als Losungsmittel. Eindeutig zu sehen ist der Verlust der Fluoreszenzintensitéat unterhalb von
~ 425 nm aufgrund der verwendeten Filter (Schott, GG400 und BG38, d = 3 mm) und der
durch die hohe Probenkonzentration bedingten Reabsorption. Auflerdem ist in den Transien-
ten mit steigender Wellenlédnge ein zunehmend fritherer Beginn der Fluoreszenz ersichtlich.
Dies entspricht einem positiven Chirp aufgrund der passierten Optiken zwischen Entstehungs-
ort der Fluoreszenz und dem Ort der Schaltung. Die Fluoreszenz scheint in einem Zeitbereich
von einigen wenigen hundert Femtosekunden abzuklingen.

Eine detailliertere Analyse war jedoch erst nach folgenden Korrekturen méglich: Zunéchst
wurden einige spektrale Korrekturen durchgefiihrt, um den korrekten spektralen Verlauf des
Spektrums zu erhalten. Die spektralen Figenschaften des Detektorzweiges wurden beriicksich-
tigt, indem die einzelnen Spektren bei jedem Messpunkt (At = 0,1 ps) mit der Korrekturkurve
multipliziert wurden (Kap. 4.2.6).
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Abbildung 30: Rohdaten einer Kerr-Schalter-Messung von DMPNA in Ethanol mit einer zeitlichen Schritt-
grofle von 0,1 ps. Stationdres Absorptions- und Fluoreszenzspektrum einer 1 zu 50 verdiinnten
gesattigten DMPNA-Stammlosung und ein den Kiivetteneigenschaften (Lichtweg = 0,5 mm)
entsprechend skaliertes Absorptionsspektrum mit einer OD von /& 2 bei Aeze = 388 nm (links).
Unkorrigierte Konturauftragung der zeitaufgelosten Fluoreszenzmessung aus dem Kerr-Schalter
(rechts oben) und Transienten bei verschiedenen Emissionswellenlidngen (rechts unten). Verwen-
det wurden PFUO04C-Polarisatoren, 1 mm Suprasil Quarzglas als Kerr-Medium, Schaltpulse
(20 pJ) mit einer Wellenldnge von 775 nm und ein GG400-Filter (Schott, d = 3 mm, T >50 %
iiber 395 nm) und BG38-Filter (Schott, d = 3 mm, T >50 % zwischen 335-600 nm) nach dem
Analysator.

Anschlieflend wurden die Spektren, wie in Kapitel 3.1 (Gl. (3.4)) beschrieben, einer Reabsorp-
tionskorrektur unterzogen. Da die OD der Probe sehr hoch ist, verschwindet das Fluoreszenz-
signal unterhalb von 425 nm vollstédndig, wodurch es zu einer Verstarkung des reinen Messrau-
schens unterhalb dieser Wellenléinge kommt. Die Wellenléngenabhéngigkeit der Schalteffizienz
wurde durch die Multiplikation der Intensitit in den Spektren mit den A\2-Werten beriick-
sichtigt (Kap. 4.2.6). Als néchstes wurde der Einfluss der Gruppengeschwindigkeitsdispersion
(GVD = d/u,) korrigiert. Dazu wurde als Erstes die Gruppengeschwindigkeit (vq, Gl. (2.27))
der einzelnen Wellenldngen in Quarzglas bestimmt. Der benétigte Brechungsindex fiir die
jeweilige Wellenldnge wurde tiber die Sellmeiergleichung (Kap. 3.4, Gl. (3.8)) berechnet und
die erste Ableitung nach der Wellenldnge fiir die Berechnung der Gruppengeschwindigkeit
gebildet. Fiir die Bestimmung der Verzogerungszeit zwischen dem Ort der Entstehung der
Fluoreszenz und dem Kerr-Medium wurde ein Glasweg (d) von 2,7 mm angenommen. Dieser
setzt sich aus den folgenden Anteilen zusammen: (1) dem Weg des Lichts durch die Hailfte
der Probe (0,25 mm) unter der Annahme, dass die Fluoreszenz aus der Kiivettenmitte aufge-
sammelt wird, (2) der Dicke der Kiivettenriickwand (1,25 mm), (3) der Dicke des Polarisators
(0,7 mm) und (4) der Halfte des Weges durch das Kerr-Medium (0,5 mm), wenn von einem
Schaltprozess inmitten des Kerr-Mediums ausgegangen wird.

Das Maximum des Signals des Anregungsstreulichts wurde als Nullpunkt definiert und die
Transienten der anderen Wellenlédngen entsprechend zeitlich verschoben.
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DMPNA in EtOH 7
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Abbildung 31: Spektral und zeitlich korrigierte Daten der zuvor gezeigten Kerr-Schalter-Messung von DMPNA
in Ethanol. Korrigierte Konturauftragung (links oben), zugehorige Transienten bei verschie-
denen Emissionswellenldngen (links unten) und zerfallsassoziierte Amplituden einer globalen
Anpassungsfunktion (rechts oben).

Die Konturauftragung des korrigierten Spektrums (Abb. 31) zeigt unterhalb von 425 nm
das durch die Reabsorptionskorrektur verstéirkte Rauschen, welches den spektralen Bereich
unterhalb dieser Wellenlange fiir die Auswertung der Fluoreszenz unbrauchbar macht. Gleich-
zeitig wird aber nun die Lage des Streulichts der Anregung sichtbar und somit den zeitlichen
Nullpunkt der Messung zeigt. Anhand der Transienten ist zu erkennen, dass die rechnerische
Abschétzung der GVD ein gutes Ergebnis liefert, da der initiale Signalanstieg zum gleichen
Zeitpunkt stattfindet. Gleichzeitig ist zu sehen, dass das Intensitdtsmaximum der Transienten
mit steigender Wellenléinge zunehmend spéter auftritt. Dies deutet auf eine dynamische Sto-
kesverschiebung hin. Dieses Phidnomen wurde mit Hilfe einer globalen Anpassungsfunktion
néher untersucht (Gl. (4.4)):

I(t)=1I,+ Zn:Aie_((t;O)) (4.4)
=1

Angepasst wurde diese an Transienten mit einem zeitlichen Abstand der Messpunkte von
100 fs im Bereich von 430-550 nm und einem Abstand von ca. 10 nm im Zeitbereich von
0-2 ps. Da das Spektrum untergrundkorrigiert wurde, ist die Grundintensitdt der Emission
I, gleich Null gesetzt worden. Die Uberlegung, dass das Maximum des Anregungspulses den
Zeitnullpunkt definiert, fithrt zum Festsetzen des Zeitnullpunkts der Messung t, auf Null. Es
zeigte sich, dass zwei Zeitkonstanten benotigt werden, um die Dynamik zu beschreiben. Eine
sehr schnelle Kinetik mit 99,040,9 fs im Bereich der Zeitauflésung und eine etwas langsa-
mere Kinetik mit 501,140, 9 fs. Aufgrund der geringen Schrittgréfle zwischen den einzelnen
Messpunkten sind die Ergebnisse fiir die schnelle Kinetik jedoch mit Vorsicht zu betrach-
ten, werden hier aber diskutiert. Der Verlauf des zerfallsassozierten Amplitudenspektrums
der ersten Zeitkonstante zeigt kleine positive Beitrage im kurzwelligen Wellenlédngenbereich
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der Fluoreszenz und fillt mit steigender Wellenldnge deutlich ins Negative ab. Dieses Ver-
halten ist typisch fiir eine Stokesverschiebung, bei der die energetisch niedriger liegenden
vibronischen Zustdnde nach und nach aus héheren bevolkert werden und folglich leicht zeit-
lich verzogert ihre maximale Bevolkerung erreichen. Kovalenko et al. 92 beobachteten einen
Ladungstransfer in Form einer Drehung um die -NOs-Bindung, was zu einem &hnlichen spek-
tralen Verhalten wie die hier beobachtete Verschiebung fiihrte. Die Ladungstransferzeit von
80 fs ist unter Berticksichtigung des zeitlichen Abstands der Messpunkte vergleichbar mit den
hier ermittelten 99 fs. Die zweite Zeitkonstante hat Beitrdge im zerfallsassozierten Amplitu-
denspektrum iiber den gesamten Spektralbereich der gemessen Fluoreszenz und ist eindeutig
mit der Entvilkerung des emittierenden Sj-Zustands und folglich der von Kovalenko et al.
beobachteten IC zu assoziieren. Der hier ermittelte Wert von = 500 fs weicht auch hier in
einem vertretbaren Bereich von dem von Kovalenko et al. gefundenen Wert von 760 fs ab.
Griinde fiir diese Abweichung kénnten die starke Polaritdtsabhédngigkeit der Deaktivierungs-
prozesse und Unterschiede im Wasseranteil des verwendeten Ethanols im Vergleich zu den
Messungen von Kovalenko et al. sein.

Diese Messung zeigt die Einsatzfahigkeit des hier konstruierten Kerr-Schalter-Aufbaus und
die Notwendigkeit der spektralen Korrekturen wie auch die Plausibilitét einer rechnerischen
Abschéitzung der GVD mit Hilfe des hier beschriebenen Verfahrens.

4.2.8 Messungen an Proteorhodopsin

Mit Hilfe des hier gezeigten Kerr-Schalters sollte griin absorbierendes Proteorhodopsin, im
Folgenden nur als Proteorhodopsin (PR) bezeichnet, untersucht werden 191.194°196] g han-
delt sich um ein Retinalprotein von marinen Proteobakterien, das als lichtgetriebene Proto-
nenpumpe fungiert, wobei die Richtung des vektoriellen Protonentransports eine Umkehrung
bei einem pH-Wert von ~ 7 erfihrt. Ausgangspunkt des Transportprozesses ist ein Retinal-
chromophor, das bei Absorption eines Photons eine Isomerisierung von all-trans nach 13-cis
vollfithrt (Abb. 32). Uber eine Serie von Photoprodukten, die durch weitere thermisch getrie-
bene Reaktionen gebildet werden, kehrt PR in einem Photozyklus typischerweise wieder zum
Grundzustand mit dem all-trans Chromophor zuriick.

all-trans

Abbildung 32: All-trans und 13-cis Retinalchromophor.

Dieser Reaktionszyklus bewegt sich im Bereich von ca. 50 ms und beinhaltet einen Deproto-
nierungsschritt, bei dem die kovalent an das Retinal gebundene Schiffbase (Lysin 231, K231)
infolge der Isomerisierung ihr Proton abgibt. Untersuchungen zeigten, dass mit steigendem
pH-Wert ein kleiner Teil der Schiffbase bereits deprotoniert vorliegt. Erkenntlich wird dies
durch die Zunahme der Absorption um 360 nm (Sy — So-Ubergang) und bei Anregung dieser
Absorptionsbande durch das Erscheinen einer Fluoreszenzbande um 600 nm, die unter sauren

61



4 Aufbau, Charakterisierung und Anwendung eines Kerr-Schalters

Bedingungen nicht beobachtet wird94 (Abb. 33)8.

So—5S, So—5;

10 E 10 PR in Phosphate-Buffer
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sosf B 08 = 221 abs,
5 06 06 & - I— FI. (\exer)
& 04 § I Fl Oece2)
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Abbildung 33: Stationdre Absorptions- und Fluoreszenzspektren von Proteorhodopsin in Phosphatpuffer bei
einem pH-Wert von ~ 5 bzw. ~ 9. Die Fluoreszenzspektren wurden wegen ihres geringen Signal-
zu-Rausch-Verhéltnisses mit einem Savitzky-Golay-Filter geglattet, um ein besseres Bild des
spektralen Verlaufs zu erhalten. Fiir die Anpassung wurde ein Polynom zweiter Ordnung mit
einen Anpassungsbereich von 10 Messpunkten genutzt.

Da bekannt ist, dass bei einigen Rhodopsinen auch die deprotonierte Schiffbase am Reak-
tionszyklus teilnimmt 197 und keine deutlichen Anderungen des Reaktionszyklus identifiziert
werden konnten, riickte die Rolle der deprotonierten Schiffbase ins Interesse der Forschung.
Es soll die Frage beantwortet werden, ob die deprotonierte Schiffbase auch im Fall von PR
einen eignen Reaktionszyklus hat oder der Teil mit deprotonierter Schiffbase einem alterna-
tiven Deaktivierungspfad folgt und nicht in den Reaktionszyklus eingreift. Die Vielzahl der
verschiedenen sich liberlagernden Signale in der transienten Absorption und die kurze Le-
bensdauer des ersten angeregten Zustands legt die Verwendung des Kerr-Schalters nahe, um
zusétzliche Informationen iiber die schnellen photophysikalischen Prozesse zu gewinnen. Eine
Studie an Bacteriorhodopsin von Schmidt et al. zeigt, dass diese Art von Probe sich fiir eine
Untersuchung mit dem Kerr-Schalter eignet 198,

In Abbildung 34 ist das gemessene Kerr-Schalter-Spektrum von Proteorhodopsin in Puffer
gezeigt, das eine FQA im Bereich von 2, 6-10~* besitzt 199, Dies zeigt, dass der Kerr-Schalter
Messungen der Fluoreszenz an Proben mit solch geringen FQA ermdglicht.

Fiir die Auswertung der Daten wurden als erstes Signalspitzen aufgrund kosmischer Strah-
lung entfernt. Dazu wird eine Verteilungsfunktion der Intensitdtswerte aller Transienten bei
einem spezifischen Zeitpunkt erstellt und Werte, die den Grenzbereich zwischen einem 25 %-
und 75 %-Quantil verlassen, bei der Mittelung der Messdaten durch einen Wert aus dem er-
mittelten Bereich ersetzt, der zuvor mit einer zufalligen Zahl multipliziert wird. Anschlieffend
wurden die bei der Messung an DMPNA (Kap. 4.2.7) bereits gezeigten spektralen Korrek-
turen und die Korrektur der GVD vorgenommen. Als zeitlicher Nullpunkt wurde wieder das
geschaltete Streulicht der Anregung genutzt. Die starke Reabsorption der Probe fiithrt wie
bei der Messung an DMPNA zu einer deutlichen Abweichung von dem stationdren Fluores-
zenzspektrum (Abb. 34, links oben). Zusétzlich kommt es durch die Verwendung der selben
Filterkombination (Schott, BG48- und GG400-Filter) zu einem zusétzlichen spektralen In-
tensitédtsverlust im ldngerwelligen Spektralbereich des gezeigten Fluoreszenzspektrums.

8Daten diirfen mit freundlicher Genehmigung von Elena Biihl, geborene Pepler, Institut fiir Physikalische und
Theoretische Chemie, Goethe-Universitdt Frankfurt am Main, Max-von-Laue-Strafle 7, 60438 Frankfurt am
Main, Deutschland, gezeigt werden.

62



4.2 Praktische Umsetzung des Kerr-Schalters
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Abbildung 34: Konturauftragung einer spektral und zeitlich korrigierten Kerr-Schalter-Messung von Proteo-
rhodopsin in Puffer (rechts oben). Zusétzlich das an die Kiivettenldnge (d = 5 mm) angepasste
Absorptionsspektrum und das zugehorige Fluoreszenzspektrum sowie die erwarteten Spektren,
basierend auf skalierten Daten einmal im Bereich der Kerr-Schalter-Messung (links oben) und
im Bereich der Bande der deprotonierten Schiffbase bei 360 nm (links unten). Auflerdem ist
eine Transiente der Kerr-Schalter-Messung bei 527 nm gezeigt und simulierte Transienten, wel-
che als Summe das beobachtete Verhalten der gemessenen Transiente wiedergeben. Verwendet
wurden PFU04C-Polarisatoren, 1 mm Suprasil Quarzglas als Kerr-Medium, Schaltpulse (20 nJ,
ca. 140 fs) mit einer Wellenldnge von 775 nm, ein GG400-Filter (Schott, d = 3 mm, T > 50 %
iiber 395 nm) und ein BG38-Filter (Schott, d = 3 mm, T > 50 % zwischen 335-600 nm) nach
dem Analysator. Zur Anregung wurde die SHG (388 nm, 175 nJ, ca. 200 fs) verwendet.

Auffallig bei der Kerr-Schalter-Messung ist, dass die Fluoreszenz zeitlich verzdgert ihren maxi-
malen Intensitdtswert erreicht und eine ausgepréigte dynamische Stokesverschiebung besitzt.
Diese Verschiebung scheint nach 500 fs abgeschlossen zu sein und geht in eine langlebigere
Fluoreszenzkomponente iiber (Abb. 34, rechts oben). Ein Blick auf eine Transiente bei 527 nm
(Abb. 34, rechts unten) zeigt, dass der verzogerte Anstieg der Fluoreszenz eine weitere Kom-
ponente aufweist, die innerhalb der ersten 200 fs fiir eine schwache Zunahme der Fluoreszenz
sorgt, die kurzzeitig in ein Plateau iibergeht, bevor sie weiter ansteigt. Dieses Verhalten ist
untypisch und deutet auf das Vorhandensein mehrerer emittierender Spezies hin. Wird das
Absorptionsspektrum der Probe niher betrachtet und mit publizierten Daten 199 verglichen,
lasst sich erkennen, dass die zusétzliche Absorption im Bereich von 360 nm ungewdohnlich
hoch fiir einen pH-Wert von 9 ausféllt. Dies wiederum fiihrt zu der Annahme, dass dies im
Vorhandensein von freiem Retinal begriindet liegt, welches bei ~ 380 nm die Absorptions-
bande des Sy — S1-Ubergangs aufweist 29 und dadurch auf eine teilweise Zersetzung der
Probe hinweist. Dies wiirde sich in zwei iibereinanderliegenden Fluoreszenzsignalen &duflern,
der Emission aus dem Si-Zustand des freien und des im Protein inkorporierten Retinals. Zwei
simulierte Transienten, die das Verhalten der beiden Fluoreszenzsignale wiedergeben, sind in
Abb. 34 (rechts unten) gezeigt. Die Summe aus beiden Transienten beschreibt das gemessene
Signal hinreichend gut.

Abschlielend kann gesagt werden, dass der Kerr-Schalter auch fiir die Anwendung bei biolo-
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gischen Fragestellungen geeignet ist. Jedoch sind beziiglich des untersuchten Systems weitere
Messungen an Proben ohne Degradationserscheinungen notwendig. Um den Messbereich auf
die gesamte Fluoreszenz zu erweitern, sollte versucht werden, die Messung mit einer lingeren
Wellenldnge des Schaltpulses zu messen, was die Verwendung anderer Filter erlaubt.

4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Der Kerr-Schalter ermdoglicht es, Informationen iiber sehr schnelle photophysikalische Pro-
zesse der emittierenden Zustinde zu gewinnen ohne die stérenden Uberlagerungen mit der
ESA oder dem GSB wie im Fall der transienten Absorption. Der Benutzer besitzt dabei
die Moglichkeit zwischen zwei verschiedenen Bereichen der Schaltwellenlédnge (=~ 760-840 nm
bzw. &~ 1150-1350 nm) zu wéahlen, wobei eine Schalteffizienz im Bereich von 4-10 % erreicht
wird. Die Anregung durch die Kombination von NOPA, SHG und SFG deckt dabei einen sehr
breiten Spektralbereich (=~ 320-700 nm) ab. Die Kreuzkorrelation und die dadurch bedingte
Schaltdauer betragen in Abhéngigkeit der gewédhlten Anregungs- und Schaltwellenldnge in
einem 1 mm dicken Quarzglas als Kerr-Medium bisher zwischen 80 fs und 200 fs, konnen je-
doch durch eine bessere Komprimierung der Anregungspulse noch verkiirzt werden. Je nach
Schaltwellenldnge ist die Aufnahme von grofien Bereichen zwischen 380 nm und =~ 1000 nm
moglich, die jedoch durch Storsignale aufgrund der hohen Intensitdt des Schaltpulses unter-
brochen sind. Der Kerr-Schalter ldsst sich dabei sehr gut mit Hilfe von DMPNA einstellen
und die gezeigten Korrekturen fiihren zu einem vertrauenswiirdigen Ergebnis. Als Proben
eigenen sich vor allem Molekiile mit sehr kurzlebigen emittierenden Zustdnden, wobei diese
auch sehr kleine Fluoreszenzquantenausbeuten bereits ab einem Wert in der Gréflenordnung
von 107° aufweisen konnen.
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5.1 Einfiihrung

RNA ist bekannt dafiir, eine wichtige Rolle bei der Genexpression und deren Regulation zu
spielen. Bei der Genexpression, also im engeren Sinne die Synthese von Proteinen, den Struk-
turgebern und den molekularen Maschinen der Zelle, aus der DNA als Trager des Erbgutes,
dient sie als Bindeglied zwischen DNA und Proteinen. Dariiber hinaus kann sie gleichzeitig
aktiv die Genexpression regulieren, oft als Folge struktureller Anderungen in spezifischen
Bereichen der RNA, induzierbar durch eine hoch affine Bindung von Liganden. 9. Ermog-
licht werden diese strukturellen Anderungen durch die groBe strukturelle Flexibilitit, welche
in einer hohen konformationellen Komplexitit der RNA resultiert #6491, Das Nachverfolgen
der strukturellen Anderungen, aber vor allem der entsprechenden Dynamik, bedarf einer
Observablen, die Informationen iiber diese Verdnderungen liefern kann. Hier kommen Fluo-
reszenzmarker ins Spiel, sie werden als konformationelle Sonden genutzt und erlauben es die
Bindungsdynamik zu untersuchen.

5.1.1 Ribonukleinsiure 201

RNA definiert als Begriff ein linear aufgebautes und unverzweigtes Makromolekiil (einen
Strang), das durch die Verkniipfung von vier frei kombinierbaren Nukleotiden entsteht (Abb. 35,
A) und oft auch als Oligonukleotid bezeichnet wird.
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Abbildung 35: Struktur von RNA und die natiirlich vorkommenden Nukleobasen. (A) Struktur eines einzelnen
Nukleotids bzw. Nukleosids. Bei fehlender C2’-OH-Gruppe handelt es sich um einen DNA-
Baustein. (B) Struktur der Nukleobasen Guanin, Adenin, Cytosin und Uracil in der jeweiligen
Watson-Crick-Basenpaarung mit Wasserstoffbriickenbindungen (gestrichelte Linien).

Ein Nukleotid wiederum besteht aus drei Teilkomponenten: (1) einem Zucker, (2) einem

Phosphatteil und (3) typischerweise einer der vier natiirlichen Nukleobasen. Von den vier
in RNA vorkommenden Nukleobasen besitzen zwei ein Puringrundgertist (Adenin und Gua-
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nin) und zwei ein Pyrimidingrundgeriist (Cytosin und Uracil). Die Nukleobasen sind mit
dem Zucker (Ribose) tiber das C1’-Atom kovalent verbunden, wobei diese Bindung als (-
glykosidische Bindung bezeichnet wird. Der Begrift glykosidische Bindung definiert eine Bin-
dung zwischen dem anomeren Kohlenstoffatom eines Zuckers (Glycon) und meistens einem
Heteroatom eines weiteren Zuckers bzw. Nicht-Zuckers (Aglycon). Die einzelnen Nukleosi-
de im Makromolekiil sind untereinander iiber ihren Zucker durch Phosphodiesterbriicken
verbunden, was als Zucker-Phosphatriickgrat bezeichnet wird (Abb. 35, B). Ist anstelle der
C2’-OH-Gruppe ein Proton vorhanden, wird von Desoxyribose gesprochen und das Makro-
molekiil als DNA bezeichnet, wobei hier die Nukleobase Uracil durch Thymin substituiert ist.
Die negative Ladung des Zucker-Phosphatriickgrats fithrt in einem neutralen pH-Bereich zu
einer Abschirmung gegeniiber nukleophilen Angriffen von z.B. OH -Ionen, welche aufgrund
der Autoprotolyse von Wasser stets vorhanden sind. Die Abfolge der angeordneten Nukleotide
definiert die Primérstruktur des RNA-Stranges. Die Nukleobasen kénnen iiber Wasserstoft-
briickenbindungen miteinander interagieren, was als Basenpaarung bezeichnet wird. Am sta-
bilsten sind die Watson-Crick-Basenpaarungen (Abb. 35, B), jedoch sind noch weitere meist
weniger stabile Varianten moglich, die fiir diese Arbeit nicht weiter von Interesse sind. Bei
den Watson-Crick-Basenpaarungen bilden die Nukleobasen Guanin und Cytosin ein iiber drei
Wasserstoftbriickenbindungen verbriicktes Basenpaar, wihrend Adenin und Uracil nur iiber
zwei Wasserstoffbriickenbindungen verfiigt und dementsprechend eine schwéchere Verbindung
eingehen.

Zwei Oligonukleotide sind in der Lage iiber Basenpaare miteinander zu interagieren und
doppelstrangige Helices (Duplexe) zu bilden 202] ' Wihrend DNA eine B-Form-Helix ausbildet,
nimmt RNA eine A-Form-Helix an, die etwas breiter im Durchmesser ist und durch die
C3’-endo anstatt C2’-endo Konformation des Zuckers andere geometrische Eigenschaften der
Gesamtstruktur aufweist (Abb. 36).
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Abbildung 36: Dreidimensionales Modell der Struktur eines idealisierten 18-mer-Duplex als (A) A-Form-Helix
(RNA) und (B) B-Form-Helix (DNA). Bei beiden Duplex sind kleine und grofle Furche gekenn-
zeichnet, sowie ihre strukturellen Eigenschaften beschrieben.

Fiir diese Arbeit wichtige strukturelle Charakteristika der RNA sind die sogenannten Furchen.
Bei diesen Furchen handelt es sich um Ausbuchtungen zwischen dem Zucker-Phosphatriick-
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grat der beiden Strénge die den Duplex bilden. Hierbei wird aufgrund ihrer Erscheinung bei
einer B-Form-Helix (DNA) die Furche, die nach auflen zeigt, als kleine Furche und die in
das Innere des Duplex zeigende als grofie Furche bezeichnet. In einer A-Form-Helix (RNA)
ist die grofle Furche schmal und tief, wihrend die kleine Furche breit und flach ist. Bei der
B-Form-Helix (DNA) ist die groe Furche hingegen breit und tief, wihrend die kleine Furche
schmal und flach ist. Infolgedessen bietet die kleine Furche bei RNA mehr Platz.

Aufgrund der hohen strukturellen Flexibilitit und Komplexitét 4649 kommt es bei RNA in
den einzelnen Oligonukleotiden oft zur Ausbildung von Sekundérstrukturen, den sogenann-
ten Schleifen (engl. loops). Sie treten in Bereichen, bei denen die Basenpaarung unterbrochen
bzw. gestort ist, und dadurch in den verschiedensten Formen auf. Dies fiihrt zu einer grofien
Vielfalt an Tertidrstrukturen durch die Faltung der RNA 2032051 Dje verschiedenen Sekun-
darstrukturen konnen in vier iibergeordnete Kategorien eingeteilt werden (Abb. 37):

Hairpin Loop

Internal Loop

: (Bulge)

o

Junction/Multi Loop Stem Regions

Abbildung 37: Schematische  zweidimensionale  Darstellung von  RNA  mit  gekennzeichneten
Sekundérstrukturmotiven.

(1) Helikale Bereiche, die einer A-Helix entprechen konnen, aber nicht zwangslaufig miis-
sen und deshalb oft nur als Doppelstrangbereich (engl. stem region) bezeichnet werden. (2)
Haarnadelschleifen (engl. hairpin loops), die eine ungepaarte Sequenz am Ende eines Doppel-
strangbereichs beschreiben, welcher aus einem einzigen Strang besteht. (3) Interne Schleifen
(engl. internal loops), welche zwei Doppelstrangbereiche durch eine Abfolge von nicht zur
Basenpaarung fahigen Basen in den beiden gegenldufigen Stringen voneinander trennen.
Ist diese Unterbrechung nur einer Seite des Doppelstranges geschuldet, wird dies als Aus-
buchtung (engl. bulge) bezeichnet. (4) Knotenpunkts- bzw. Mehrfachschleifen (engl. juncti-
on/multi loops), welche eine Ansammlung an Schleifen bezeichnen, die an Knotenpunkten
von drei oder mehr Doppelstrangbereichen entstehen und nicht zwangsldufig Fehlpaarungen
enthalten miissen.

Diese strukturelle Komplexitidt und die Flexibilitdt durch das bewegliche Zucker-Phosphat-
riickgrat ermoglicht das spezifische und starke Binden von Liganden wie organischen Molekii-
len, wobei die spezifisch bindende RNA in drei Klassen eingeteilt werden kann 29! (1) Speziell
funktionalisierte RNA wie z.B. autokatalytisch spleiende Gruppe-I-Introns. (2) Die in den
untranslatierten Regionen der mRNA (messenger-RNA) vorkommenden Riboschalter. Die-
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se Art der natiirlich vorkommenden ligandenbindenden RNA enthélt einen Sequenzbereich,
der zur Bindung von Liganden dient, die sogenannten Aptamer-Doménen. Der verbleiben-
de Teil des Riboschalters stellt die zweite Doménen-Art, die Expressions-Plattform, welche
vom Bindungszustand der Aptamer-Doméne beeinflusst wird und dadurch die Expression der
nachfolgenden Gene entsprechend reguliert. (3) Die in vitro iiber SELEX! 206,207] gefundenen
Aptamere. Aptamere stellen derzeit ein sehr interessantes und wichtiges Forschungsfeld z.B.
bei Arzneimitteltransport im Korper 2% oder bei der Genregulation 209:210] dar.

5.1.2 Fluoreszenzmarker

Die Fluoreszenz stellt einen Prozess dar, der die Beobachtung nicht photoinduzierter Dyna-
mik von RNA erlaubt. Sie kann dabei, je nach Fluorophor, eine sehr umgebungsempfindliche
Observable sein, was sich in der Fluoreszenzlebensdauer und den spektralen Eigenschaften
des Fluorophors widerspiegelt!”). Die Nukleobasen weisen in Wasser eine FQA in der Gro-
Benordnung von ~ 10~* auf und fluoreszieren dementsprechend kaum. Dies ist eng mit der
sehr kurzen Lebensdauer (=~ 107! ps) des emittierenden Zustands verbunden!?'!. Kleine
Signaldnderungen aufgrund von Umgebungsdnderungen sind folglich schwer zu erfassen, da
sie im Rauschen der Messdaten untergehen wiirden. Um diese Problematik zu umgehen und
zusitzlich lokale Informationen an spezifischen Stellen der RNA zu gewinnen, kommen Fluo-
reszenzmarker zum Einsatz. Flureszenzmarker setzen sich in der Regel aus einem Fluorophor
und einem weiteren Baustein zusammen, der es erlaubt, spezifisch Nukleobasen durch den
Marker zu ersetzen bzw. diese zu modifizieren und das, wenn moglich, ohne das Zucker-Phos-
phatrickgrat zu verdndern. Meistens werden hierfiir die natiirlichen Nukleobasen mit dem
Fluorophor verkniipft. Dadurch erhdlt man eine ortsspezifische Observable, die im Idealfall
das untersuchte System nicht in seiner Struktur und Reaktivitat verdndert und trotzdem fiir
seine Aufgabe optimale photophysikalische Eigenschaften besitzt 52

Im Fall von DNA wurde eine Vielzahl an Studien mit Pyren als Fluorophor durchgefiihrt,
um Elektrontransferprozesse zwischen Nukleobase und Fluorophor, induziert durch Photoan-
regung?2 28 und spezifische Erkennung von Nukleobasen bzw. Strukturen(2?-33] zu unter-
suchen. Auch wurde Pyren als FRET-Sonde (Forster-Resonanzenergietransfer-Sonde) [33-3%)
bzw. molekulare Hybridisierungssonde eingesetzt 3645, Unterstiitzt wurde die Interpretati-
on der Ergebnisse bei dieser Vielfalt an Anwendungen durch die Tatsache, dass Pyren als
Monomer sehr gut charakterisiert ist429 und Excimere bilden kann[42l. Fiir RNA ist
aufgrund der hoheren Komplexitit die Verwendung von Fluoreszenzmarkern seltener an-
zutreffen, aber es sind trotzdem viele Variationen an Linkern und Ankniipfungspunkten
synthetisiert worden[*3°0-57] Eine favorisierte Ankniipfungsposition stellt dabei die C2’-
Position der Ribose dar, da bei dieser Art der Modifikation der Fluorophor bei einem A-
Helix-Strukturmotiv in den freien Raum zeigt [43:°0:51:53-58] ynd dadurch die ungestérte Beob-
achtung von Hybridisierungs- [4352:56:57 ynd Faltungsereignissen® erlaubt. Ein alternativer
Verkniipfungspunkt ist an der Nukleobase selbst, welcher oft Anwendung bei DNA gefunden
hat [22-28,36,37,39,59-61]

Der in dieser Arbeit vorgestellte Fluoreszenzmarker (2-(1-Ethinylpyren)-adenosin) greift auf
diese Moglichkeit der Verkniipfung zuriick (Abb. 38).

!SELEX (systematic evolution of ligands by exponential enrichment) ist eine Methode zur in vitro Suche
nach Nukleinsiuren, die spezifische Zielmolekiile erkennen und binden (Aptamere).
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R=0OH R=H

PyA PydA
2-(1-ethynylpyrene)-adenosine / -deoxyadenosine

Abbildung 38: Strukturformeln von  2-(1-Ethinylpyren)-adenosin = (PyA) wund 2-(1-Ethinylpyren)-
desoxyadenosin (PydA).

Hierbei erfolgt eine kovalente Verkniipfung iiber die Position 2 des Adenins und der 1-Position
des Pyrens unter Verwendung eines Ethinyllinkers. Als Folge der Wahl der Verkniipfungspo-
sition sollte das Pyren in die kleine Furche einer A-Helix zeigen, wobei weiterhin die Mog-
lichkeit einer Basenpaarung des markierten Adenins mit einer geeigneten Nukleobase besteht
(Abb. 39). Deswegen wird erwartet, dass die Gesamtstruktur kaum beeinflusst wird (62,

B _~5-GCGCUAGC GC - 3
3'-CGCGAUCGCG -5 N

Watson-Crick Base Pair of PyA and Uracil Modelled A-Form Double Helix of PyA Modified RNA

Abbildung 39: Dreidimensionales Modell der Struktur von PyA: (A) als PyA-Uracil-Basenpaar und (B) als
Duplex mit helikalem Doppelstrangbreich unter Ausbildung des zuvor genannten Basenpaars.

5.2 Pyrenmodifizierte Nukleobasen

Das Substitutionsmuster von Pyren beeinflusst im Allgemeinen sehr stark die Eigenschaften
des Absorptions- und Emissionsspektrums wie z.B. die spektralen Positionen und die Oszilla-
torstirken des So — S1- und des So — S3-Ubergangs. Dabei ist sowohl die Verkniipfungsposi-
tion [27:63:212] 415 auch die elektrochemische Natur212213] des Substituenten entscheidend. Die
Verkniipfung mit einem Substituenten iiber die 1-Position von Pyren fiihrt zu einer beson-
ders starken elektronische Kopplung, wodurch Veranderungen der Umgebung der Nukleobase
Einfluss auf die spektralen Eigenschaften des Fluorophors nehmen 26:27:63] Infolgedessen zeigt
das mit den Nukleobasen iiber die 1-Position verkniipfte Pyren deutlich abweichende spektra-
le Eigenschaften vom unsubstituierten Pyren. Nachfolgend werden Untersuchungsergebnisse
beziiglich der Aufklarung der photophysikalischen Eigenschaften und der Anwendung der
modifizierten Nukleobasen als Fluoreszenzmarker in RNA gezeigt.
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Als Erstes werden die Untersuchungen am PyA (Abb. 38) vorgestellt, da es sich dabei um
das im Mittelpunkt der Untersuchungen stehende Molekiil handelt. Es folgen Untersuchun-
gen an PydA (Abb. 38) einer desoxy-Variante von PyA. Diese dienen der Aufklarung des
Einflusses der C2’-OH, Gruppe auf die Photophysik von PyA in Form einer intramolekularen
Wasserstoftbriickenbindung.

5.2.1 Synthese

Die pyrenmodifizierten Nukleobasen wurden von Dr. Christian Griinewald im Arbeitskreis
von Prof. Dr. Engels? nach den Methoden synthetisiert, die in einer Veréffentlichung zur
Herstellung eines geschiitzten 2-(1-Ethinylpyren)-adenosins beschrieben sind %2, Kurz zu-
sammengefasst, wird zundchst 2-lodoadenosin in einer vierstufigen Synthese aus Guano-
sin dargestellt214 216 welches bei Bedarf zur Synthese von Oligonukleotiden in einer wei-
teren 6-stufigen Synthese zu einem ACE-geschiitzen Phosphoamidit umgewandelt werden
kann 27, Ein Aquivalent (1,00 g, 2,55 mmol) des geschiitzten 2-Iodoadenosins wird zusam-
men mit 1,3 Aquivalenten (0,751 g, 3,32 mmol) 1-Ethinylpyren, 0,17 Aquivalenten (0.44 mmol,
0,084 g) Kupfer(I)-iodid und 10 Aquivalenten (0,176 g, 0,25 mmol) Bis(triphenylphosphin)-
palladium(II)-chlorid in eine zuvor entgaste Losungsmittelmischung aus 60 mL Dimethyl-
formamid und 5 mL Triethylamin gegeben. Die Losungsmittelmischung wird entgast, um
jegliche Reste an Sauerstoff aus der Reaktionslosung auszuschliefen, da die Edukte mit Sau-
erstoff reagieren. Die orangefarbene Reaktionslosung wird anschliefend fiir 19 Stunden bei
Raumtemperatur gerithrt. Nach dem Abfiltrieren von Kupfer(I)-iodid wird das Produkt in
der Losung auf Kieselgel aufgebracht und dort adsorbiert. Anschliefend wird das Produkt
mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt. Das Eluieren mit einem Lésungsmittelgemisch
aus Dichlormethan und Methanol im Verhéltnis von 9:1 mit anschlieBender Umkristallisation
lieferte das gewitinschte 2-(1-Ethinylpyren)-adenosin als gelbliches Pulver mit einer Ausbeute
von 80 %.

Um die photophysikalischen Eigenschaften der mit Pyren modifizierten Nukleobasen zu un-
tersuchen, wurde die Abhangigkeit der spektralen Eigenschaften von der Losungsmittelpolari-
tét und dessen Fahigkeit, intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden zu kénnen
(protische und aprotische Losungsmittel), untersucht. Diesbeziiglich wurden die verschiede-
nen modifizierten Nukleobasen in acht unterschiedlichen Lésungsmitteln gelést, wobei je-
weils vier der Losungsmittel einer von zwei verschiedenen Losungsmittelklassen entstammen
(Abb. 3). Einerseits den protischen (Methanol, Ethanol, Isopropanol und tert-Butanol) und
anderseits den aprotischen Losungsmitteln (DMSO, DMF, Aceton und EtOAc). Da sich die
mit Pyren modifizierten Nukleoside am besten in DMSO 16sen und kaum in den anderen
verwendeten Losungsmitteln, wurden die anderen verwendeten Losungen aus einer DMSO
Stammlosung hergestellt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Endkonzentration an DMSO
1 Vol.-% betrug, um eine Vergleichbarkeit zu garantieren. Dieser Restgehalt an DMSO hat
zur Folge, dass tert-Butanol bei Raumtemperatur (= 23° C) fliissig bleibt und nicht auskris-
tallisiert.

2Institut fiir Organische Chemie und Chemische Biologie, Goethe-Universitiat Frankfurt am Main, Max-von-
Laue-Strafle 7, 60438 Frankfurt am Main, Deutschland.
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5.2.2 Messspezifische Informationen

Stationdre Messungen

Die Absorptionsspektren wurden in einem Spektralbereich von 300-600 nm aufgenommen,
einzig die Spektren in Aceton beginnen aufgrund von starker Lésungsmittelabsorption erst
ab 340 nm. Solange nicht anderweitig erwédhnt, wurde fiir alle stationdren Absorptionsmes-
sungen eine Nukleosidkonzentration von 150-200 ptM (OD von ~ 0,7 pro mm) gewahlt, um
ein gutes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis auch bei den transienten Absorptionsmessungen zu ge-
wahrleisten. Zur besseren Darstellung der Signale ist der Spektralbereich in Abhéngigkeit der
Probe auf 360-525 nm bzw. 360-700 nm eingeschrénkt.

Messung der Fluoreszenzquantenausbeute

Fiir die Messungen wurden Quarzglaskiivetten (Hellma Analytics, Typ 104.002F-QS) mit ei-
ner Breite (b) von 2 mm und einer Tiefe (Lichtweg, d) von 10 mm verwendet. Die Konzentra-
tionsreihen weisen sechs Messpunkte mit Absorptionswerten mit einer OD bis zu 0,25 pro cm
auf. Der ungefidhre Abstand zwischen den einzelnen Messpunkten entspricht einer OD von
~ 0,05 pro cm bei der Anregungswellenldnge (Ag,. = 366 nm fiir PyA und PydA).

Transiente Absorptionsmessungen

Solange nicht anders erwahnt, wurde fiir alle transienten Absorptionsmessungen eine Nukleo-
sidkonzentration von 150-200 pM (OD von = 0,7 pro mm) gewéhlt. Die Anregungswellenldnge
fiir die stationdren Emissionsmessungen wurde entsprechend der Position des niederenergeti-
schen Maximums gewéhlt (siehe Kap. 5.2.3.1). Da fiir die transiente Absorption als Anregung
die SHG der Laserfundamentalen verwendet wurde, lag die Anregungswellenldnge bei 388 nm.
Die Anregungspulsenergie lag bei 100 nJ, was zu einer Anregung von ca. 7 % der Molekiile
im Anregungsvolumen fithrte. Dadurch wurde die Wahrscheinlichkeit einer Zweiphotonen-
absorption minimiert. Auch bei Anregungspulsenergien von 250 nJ war keine Verédnderung
der Dynamik zu beobachten, weshalb davon auszugehen ist, dass Zweiphotonenabsorption
keine Rolle spielt. Das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis lag bei einem Faktor von 103 fiir die
Messungen, wobei durchschnittlich 6 Einzelmessungen gemittelt wurden mit jeweils 2,5 - 103
detektierten Anregungsereignissen pro Einzelmessung. Um eine Photodegradation wahrend
der Messungen auszuschliefen, wurden vor und nach den Messungen Absorptionsspektren
der Probe aufgenommen.

Fiir die LDA wurde ein Satz von 100 Exponentialfunktionen (7;) in einem Zeitbereich von
0,05-8000 ps gewéhlt. Die LDA wurden unter Verwendung einer Einheitsmatrix als Glat-
tungsnorm und eines optimierten Wertes fiir den Regularisierungsparameter, der iiber das
L-Kurve-Kriterium und das Kreuzvalidierungsverfahren bestimmt wurde, berechnet.

Streak-Kamera-Messungen

Fir die Streak-Kamera-Messungen wurden Konzentrationen von PyA und PydA im Bereich
von 50-60 pM (OD von 0,15 pro mm) gewéahlt, um Reabsorption zu vermeiden. Da auch bei
den Streak-Kamera-Messungen die SHG der Laserfundamentalen zur Anregung der Probe
verwendet wurde, lag die Anregungswellenldnge bei 390 nm. Die Anregungspulsenergie vari-
ierte zwischen 50-200 nJ in Abhéngigkeit des Messfensters und des Losungsmittels (Details
siche Tab. 3). Es wurde darauf geachtet, dass die Anregungspulsenergie so gering ist, dass
keine Artefakte aufgrund von zu hohen Photonendichten entstehen. Die jeweilige Probe wur-
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de mit Hilfe einer Peristaltikpumpe durch eine Durchflusskiivette aus Quarzglas mit einem
Lichtweg von 0,5 mm gepumpt. Hierdurch kann davon ausgegangen werden, dass bei jedem
der Anregungspulse ausschliefSlich nicht angeregte Molekiile im Anregungsvolumen vorhanden
waren.

Tabelle 3: Anregungspulsenergien (Egxc) bei den Streak-Kamera-Messungen. Zf = Gemessenes Zeitfenster.

Aprotisch Protisch
Losungsmittel
DMSO EtOAc MeOH tBuOH

Zf / ns PyA
0,12 150 n.b. 150 n.b.
0,48 n.b. 200 150 150
Egpgc [ nJ 4,27 n.b. 60 60 40
10,33 50 60 60 40

PydA
0.12 200 n.b. 200 n.b.
0.48 200 200 200 150
Egzc / nJ 4,27 n.b. 80 80 40
10,33 60 80 80 40

Der Eintrittsspalt des Spektrografen wurde auf eine Spaltbreite zwischen 5 pm und 15 pm
eingestellt, woraus eine spektrale Auflésung von 1,3 nm bis 2 nm resultierte. Das gemessene
Zeitfenster wurde wéihrend der Messungen entsprechend der spektralen Eigenschaften an-
gepasst. Zeitfenster, die keine neuen Informationen liefern wiirden, wurden ausgelassen. Die
Anregungspulsenergie fiir die kurzen Zeitfenster wurde derart eingestellt, dass ein ausreichend
starkes Messsignal erhalten wurde.

Fiir die Messungen im Einzelablenkmodus wurde unter Verwendung der Jitterkorrektur ei-
ne Zeitauflosung von kleiner 5 ps im 0,12 ns Zeitfenster und 6-20 ps im 0,48 ns Zeitfenster
erreicht. Die Messungen im kontinuierlichen Ablenkmodus lieferten eine Zeitauflosung von
80-100 ps im 10,33 ns Zeitfenster und 40-50 ps im 4,27 ns Zeitfenster. Alle Datensétze wurden
im Photonenzdhlmodus aufgenommenen mit einer typischen Anzahl von 103-104 detektier-
ten Photonen im Emissionsmaximum fiir eine Messgruppe. Dabei wurde die Erfassungszeit
im kontinuierlichen Ablenkmodus im Bereich von = 15 min gehalten, wahrend im Einzela-
blenkmodus eine Erfassungszeit von ~ 60 min eingehalten wurde. Um eine Photodegradation
wahrend der Messungen auszuschliefien, wurden vor und nach den Messungen Absorptionss-
pektren der Probe aufgenommen.
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5.2.3 Ergebnisse der Untersuchungen an 2-(1-Ethinylpyren)-adenosin
5.2.3.1 Stationidre Charakterisierung

Es wurden stationdre Absorptions- und Emissionsspektren von 2-(1-Ethinylpyren)-adenosin
(PyA) in acht verschiedenen Losungsmitteln (Abb. 40), vier protischen (Methanol, Ethanol,
Isopropanol und tert-Butanol) und vier aprotischen (DMSO, DMF, Aceton und EtOAc),
aufgenommen (Abb. 3). Die wichtigsten Charakteristika der stationdren Messungen sind in
Tabelle 4 zusammengefasst. Es sei vorab darauf hingewiesen, dass keine Dimerisierung oder
Excimerbildung bis zu Konzentrationen von 2 mM beobachtet wurde.
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Abbildung 40: Stationdre Absorptions- (c(PyA) = 150 pM) und Fluoreszenzspektren (c(PyA) = 10 pM)
von PyA in acht unterschiedlichen Lésungsmitteln. Oben: Protische Losungsmittel. Unten:
Aprotische Losungsmittel.

Stationdre Absorption

PyA zeigt in allen Lésungsmitteln eine breite, strukturierte Absorption im Spektralbereich
zwischen 325 nm und 420 nm, wobei ab ca. 400 nm ein schneller Abfall der Absorption
zu beobachten ist. Die Absorption in diesem Spektralbereich wird von zwei Hauptmaxima
beherrscht (Tab. 4, A ps1 und A 4p52), deren Lage losungsmittelabhéngig ist. Das niederenerge-
tische Maximum liegt bei ca. 395 nm (A 4p51), das hoherenergetische Maximum bei ca. 374 nm
(Aps2). Zusatzlich sind mehrere Schultern bei den Absorptionsbanden im Spektrum zu er-
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kennen. Bis ca. 450 nm (Wellenlénge ist 16sungsmittelabhéngig) ist eine sehr schwache ver-
bleibende Absorption zu sehen (Abb. 41, Einschub).

In protischen Losungsmitteln fiithrt ein Anstieg der Permittivitdt zu minimalen Verédnderun-
gen des Intensitdtsverhéltnisses der Absorptionsmaxima (Aaps1 / Aaps2) zugunsten des hoher-
energetischen Absorptionsmaximums (A4ps1). Bei dem Maximum um 374 nm ist zusitzlich
eine schwache Intensitatszunahme der niederenergetischen Flanke zu beobachten.

In aprotischen Losungsmitteln ldsst sich, wie bei den protischen Losungsmitteln, eine An-
derung des Absorptionsbandenverhéltnisses zugunsten des hoherenergetischen Maximums
beobachten. Zusétzlich kommt es zu einer bathochromen Verschiebung (AX ~ 5 nm) des
Gesamtspektrums mit steigender Permittivitdt des Losungsmittels.

Der geringere Einfluss der Permittivitat in protischen Losungsmitteln auf die spektralen
Eigenschaften von PyA weist auf einen starken Einfluss von intermolekularen Wasserstoft-
briickenbindungen hin. Diese resultieren in einer Stabilisierung der Elektronendichte im Grund-
zustand. Der Verlust der elektrostatischen Wechselwirkungen in aprotischen Losungsmitteln
aufgrund des Fehlens von intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen fiihrt zu einer stér-
keren Abhéangigkeit der spektralen Charakteristika von der Permittivitat.

Stationidre Emission

Da in allen Messungen keine Anzeichen fiir Phosphoreszenz gefunden wurden, wird das Emis-
sionsspektrum im Folgenden als reines Fluoreszenzspektrum angesehen. Allgemein erstreckt
sich das Spektrum von PyA in allen gemessenen Losungsmitteln von knapp 380 nm bis hin zu
600 nm (Abb. 40). Die Fluoreszenzbande weist dabei eine 16sungsmittelabhéangige Feinstruk-
tur und eine bathochrome Verschiebung mit steigender Permittivitdt des Losungsmittels auf.
Der spektrale Verlauf der Fluoreszenz ist unabhéngig von der Anregungswellenlédnge. Beson-
ders ist jedoch das Vorhandensein von Fluoreszenz unterhalb der Anregungswellenldnge bei
Anregungswellenléngen > 400 nm (Abb. 41, graue Linie, Agzq = 421 nm).
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Abbildung 41: Stationédres Absorptionsspektrum (c(PyA) = 150 pM) und Fluoreszenzspektren (c(PyA) =
10 pM) von PyA in DMSO zur Veranschaulichung einer heilen Absorptionsbande im
Grundzustand.

Fluoreszenz unterhalb der Anregungswellenléinge wird in der Regel nur beobachtet, wenn vor
der Anregung ein hoherer vibronischer Grundzustand bevolkert oder eine alternative Konfor-
mation im Grundzustand vorhanden ist, die energetisch ungiinstiger als die urspriingliche ist
und eine ausreichend kleine Energiebarriere zwischen beiden Grundzustandskonformationen
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vorliegt. Eine alternative Konformation ist unwahrscheinlich, da die Struktur des Fluoreszenz-
spektrums von der Anregungswellenlénge unabhéngig ist. Wéare dies nicht der Fall, sollten
sich zumindest kleine spektrale Anderungen aufgrund der verinderten Reaktionskoordinate
ergeben.

In protischen Losungsmitteln (Abb. 40) zeigen sich fiir PyA bei geringer Losungsmittelper-
mittivitidt zwei Fluoreszenzmaxima (412 nm und 426 nm in tert-Butanol) und schwache, aber
erkennbare Schultern, die auf eine vibronische Feinstruktur hinweisen. Die Feinstruktur ist
jedoch mit steigender Permittivitat der Losungsmittel zunehmend schwacher ausgepriagt und
eine breite, zunehmend unstrukturierte Bande erscheint. Die unstrukturierte Fluoreszenzban-
de weist weiterhin schwache Schultern auf, die auch hier auf eine darunterliegende Feinstruk-
tur hindeuten. In Tabelle 4 sind Werte fiir die spektrale Position der Fluoreszenzmaxima
angegeben, die iiber die Zentralwellenldnge der Bande bei halber Amplitude bestimmt wur-
den (mit F1* gekennzeichnet)3. Die so bestimmte spektrale Rotverschiebung von tert-Butanol
(AF1sx = 431 nm) hin zu Methanol (Apy, = 440 nm) liegt bei ~ 9 nm.

In aprotischen Losungsmitteln ist eine stark strukturierte Emission mit zwei Maxima zu sehen
(Tab. 4, Ap;p und Appp), die, wie auch die zugehorigen Absorptionsbanden, eine spektrale
Rotverschiebung mit steigender Permittivitéit zeigen. Das erste Maximum (Apy1) schiebt um
11 nm, das zweite Maximum (Agj2) &ndert seine spektrale Lage um knapp 10 nm. Gleichzeitig
gewinnt das zweite Maximum (Agj2) zusammen mit der roten Flanke der Fluoreszenzbande
im Vergleich zu dem ersten Maximum an Intensitat.

Die unterschiedliche Struktur der Fluoreszenz in den beiden Losungsmittelklassen weist auf
zwei verschiedene emittierende Zustdnde hin. Ein Zustand (S;) scheint fiir die in den aproti-
schen Losungsmitteln beobachtete strukturierte Fluoreszenz verantwortlich zu sein, wahrend
der andere Zustand (Six) die in den protischen Losungsmitteln etwas rotverschobene, breite
und unstrukturierte Fluoreszenzbande hervorzurufen scheint. Da beide Fluoreszenzbanden
spektral sehr nahe beieinander liegen, miissen die zugehorigen emittierenden Zustdnde ener-
getisch nahe beieinander liegen.

Als Ursache einer breiten unstrukturierten Fluoreszenzbande wie im Fall der protischen Lo-
sungsmittel wird bei Pyrenderivaten oftmals ein intramolekularer Ladungstransfer (engl.
intramolecular charge transfer, ICT) angesehen. Begriindet wird dies mit einer starken Abwei-
chung in der Molekiilgeometrie des resultierenden ICT-Zustands von der des urspriinglichen
Grundzustands, aufgrund einer sich éndernden Reaktionskoordinate 2>218], In gewissen Féllen
wird durch die Bevolkerung des ICT ein nachfolgender Protonentransfer hervorgerufen, der
dadurch einen alternativen lokal angeregten Zustand unter den ICT-Zustand absenkt. Wird
dieser dann bevolkert und besitzt eine stark abweichende Reaktionskoordinate, resultiert
das auch in einer unstrukturierten Fluoreszenzbande 2219, Das Vorhandensein eines ICT-
Zustands ist jedoch unwahrscheinlich, da die Rotverschiebung der Fluoreszenzbande deutlich
stiarker ausfallen miisste als beobachtet [20:218:220.221] "Eine weitere Erklarung fiir die schwache
Rotverschiebung wére ein nur schwacher Dipolcharakter des emittierenden Zustands. Auf-
schluss dariiber, ob es sich um einen ICT-Zustand oder einen Zustand mit schwachem Dipol-
charakter handelt, konnen die Fluoreszenzquantenausbeuten und zeitaufgelésten Messungen
geben.

3Dieses Vorgehen war notwendig, weil eine Uberlagerung mehrerer Banden nicht ausgeschlossen werden kann
und eine Angabe der spektralen Position iiber das Intensitdtsmaximum nicht gerechtfertigt ist.
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Fluoreszenzquantenausbeuten

Die gemessenen FQA (¢, Tab. 4) sind in beiden Losungsmittelklassen sehr hoch (= 0,8).
In aprotischen Losungsmitteln variieren sie zwischen 0,76 (DMF) und 0,83 (Aceton), zeigen
jedoch keinen eindeutigen Trend. In protischen Losungsmitteln scheint die FQA mit Zunah-
me der Permittivitdt abzufallen (tert-Butanol (0,78) = Isopropanol (0,78) > Ethanol (0,76)
> Methanol (0,76)). Aber auch hier sind die Werte mit Vorsicht zu betrachten, da die Ande-
rungen innerhalb des Messfehlers (A¢p; = £ 0,04) liegen. Aus diesem Grund wird der Trend
nicht weiter diskutiert. Da aber die unterschiedlich starke Bevolkerung der beiden emittie-
renden Zustéinde (S; und Sp,.) folglich zu keiner nennenswerten Anderung der FQA fiihrt,
miissen die beiden beobachteten Zusténde eine zumindest dhnlich hohe FQA besitzen.
Betrachtet man die Moglichkeit eines ICT-Zustands unter Berticksichtigung der FQA, muss
beriicksichtigt werden, dass mit einer Bevolkerung des Ladungstransferzustands typischer-
weise die Begilinstigung eines nicht strahlenden Reaktionspfades einhergeht und dementspre-
chend auch eine Verringerung der FQA [25:218,222-224] Do geringe bathochrome Verschiebung
der Fluoreszenzbande mit steigender Permittivitdt des Losungsmittels und die hohe gemes-
sene FQA (Tab. 4) deuten auf eine schwache Ladungsverschiebung hin. Ein moglicher Grund
dafiir konnte sein, dass die Ladungsdichte auf der reaktiven Gruppe des Akzeptors der Wasser-
stoffbriickenbindung nur schwach lokalisiert und zum grofiten Teil iiber das gesamte Molekiil
delokalisiert ist. Darum hat die Wasserstoffbriickenbindung nur noch einen schwachen Ein-
fluss auf das System[223]. Dies stiitzt die Annahme, dass der fiir die unstrukturierte Emission
verantwortliche Zustand nur eine schwache Ladungsverschiebung und keinen ICT Charakter
aufweist.

Anregungsspektren in Methanol und DMSO (Abb. 42) zeigen, dass die FQA nur eine sehr
schwache Abhéngigkeit von der Anregungswellenléinge aufweist.
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Abbildung 42: Steady-State Absorptions- (c(PyA) = 150 pM) und Anregungsspektren (c(PyA) = 10 pM) von
PyA in Methanol und DMSO.

Dabei deutet die geringere FQA bei Anregung in die rote Flanke der Absorptionsbande
auf einen Verlustkanal hin. Eine mdogliche Erklarung dafiir wére eine hohe Energiebarrie-
re zwischen den beiden emittierenden Zustdnden. Beriicksichtigen wir aber die Tatsache,
dass wir Emission aus zwei energetisch nahe beieinander liegenden Zustdnden beobachten,
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5.2 Pyrenmodifizierte Nukleobasen

die verschiedene Spektralbereiche dominieren (Abb. 40), sollte es bei einer hohen Energie-
barriere zwischen den beiden Zustinden je nach betrachteter Emissionswellenlédnge folglich
zu Unterschieden im Verlauf der Anregungsspektren kommen. Weil dies aber nicht der Fall
ist (Abb. 42), muss von einer kleinen Energiebarriere zwischen den beiden Zustédnden aus-
gegangen werden, die ein schnelles Einstellen des thermischen Gleichgewichts erlaubt. Das
Besetzungsverhéltnis der beiden Zustdnde ist demnach unabhéngig von der Anregungswel-
lenlange. Die Wellenldngenabhéngigkeit der FQA muss also mit dem urspriinglich angeregten
Zustand zusammenhéngen. Als mogliche Erkléarung fiir diesen Verlustkanal bleiben nur noch
unterschiedliche Relaxationsraten der beiden Zustdnde, die zu einer unterschiedlich grofien
Gesamtbevolkerung im nachfolgenden Gleichgewicht fithren. Die Bedeutung dessen ist, dass
eine niederenergetische Anregung zu einer leicht héheren nicht strahlenden Gesamtrate fiihrt
und infolgedessen die FQA verringert. Welcher der beiden Zusténde eine héhere, nicht strah-
lende Relaxationsrate besitzt, ist nicht feststellbar.

Ein klareres Bild iiber das vermutete Gleichgewicht sowie die Ursache fiir die Rotverschiebung
und die beteiligten Zustéande liefern zeitaufgeloste Messungen.

Tabelle 4: Stationdre Eigenschaften von PyA in versch. Losungsmitteln. €, = Permittivitdt der Losungsmittel.
Aapsi/2 bzw. Apj1/2 = Wellenldngen der Absorptions- bzw. Emissionsmaxima. Ar;« = Zentralwel-
lenldnge der Fluoreszenz bei halber Amplitude. ¢ = FQA, gemessen relativ zu Chininsulfat in
0.05 M H2SOq4.

Abs. Max. / nm  Fl. Max. / nm

PyA in Ep PFi
AAbs2 AAbs1 AFI1 AFi2
'ﬁ DMSO 47,2 376 399 410 432 0,79 + 0,03
.E DMF 38,3 374 397 407 428 0,76 4+ 0,03
8 Aceton 21,0 371 394 405 424 0,83 + 0,04
2‘ EtOAc 6,1 371 394 399 422 0,77 + 0,03
AFl*
= MeOH 33,0 371 394 440* 0,76 + 0,03
§ EtOH 25,3 372 395 437* 0,76 4+ 0,03
5 iPrOH 20,2 372 395 434* 0,78 + 0,03
A tBuOH 12,5 372 395 431%* 0,78 + 0,03

5.2.3.2 Transiente Absorptionsmessung in Methanol

Um die zwei unterschiedlichen emittierenden Zusténde ndher zu charakterisieren und ihre
Dynamik aufzuklaren, wurden zeitaufgeloste Absorptionsmessungen vorgenommen. Die tran-
sienten Absorptionsmessungen wurden in allen acht Losungsmitteln bei einer Anregungswel-
lenldnge von 388 nm aufgenommen. Da PyA in den verschiedenen Lésungsmitteln die gleiche
grundlegende Dynamik und iibereinstimmende Signale zeigt, werden diese beispielhaft fiir
Methanol diskutiert. Anschliefflend werden die Unterschiede in den Losungsmittelklassen und
die Abhéngigkeit von der Permittivtitdt des Losungsmittels ndher beleuchtet.
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Abbildung 43: Transientes Absorptionsspektrum von PyA (c(PyA) = 150 upM) in Methanol mit 1 Vol.-%
DMSO (mitte) und zusétzlich normiertes stationires Absorptions- und Fluoreszenzspektrum
(rechts). Die Bereiche des GSB, der SE und der ESA sind gekennzeichnet (links)

Die transienten Absorptionsdaten von PyA kénnen grundsétzlich in drei Signalbereiche ein-
geteilt werden. Im Fall von Methanol als Losungsmittel (Abb. 43) ist das GSB-Signal im
Bereich von 370 nm bis ca. 410 nm zu sehen. Dieses ist teilweise durch die SE iiberlagert, die
bereits geringe Amplituden bei 390 nm aufweist und ab 410 nm bis ca. 500 nm das Spektrum
dominiert. Zwischen 500 nm und 550 nm sind kleine Amplitudenanteile der SE zu erwarten.
Die ESA, die den dritten Signaltypus darstellt, Giberlagert diese jedoch. Dadurch kommt es
zu einem Nulldurchgang der Amplitude um 500 nm, wo eigentlich noch Signalanteile der SE
zu erwarten wére. Die ESA dominiert ab ca. 525 nm das transiente Absorptionsspektrum
und erstreckt sich bis iiber den Messbereich hinaus. Der Messbereich ist ab ca. 700 nm wegen
Storsignalen aufgrund der Laserfundamentalen und gleichzeitig mangels intensiven Weifllichts
nicht zugénglich. Deshalb ist es nicht moglich, die niederenergetischen Komponenten der ESA
zu untersuchen. Auch der Spektralbereich bei Wellenldngen kiirzer als 370 nm lésst sich nicht
betrachten, da unterhalb dieser Wellenlédnge das Weifllicht des Abtastpulses nicht ausreichend
intensiv ist, um verléssliche Signale zu erhalten. Da die ESA nur bis ca. 550 nm durch Ampli-
tudenanteile der SE tiberlagert werden kann (Abb. 43, rechts), werden vor allem ihre Signale
betrachtet, um eindeutige Informationen tiber die Dynamik zu erhalten.

Charakteristik der langwelligen ESA

Betrachtet man die Spektren bei fester Verzogerungszeit der TA (Abb. 44) ist festzustellen,
dass das ESA-Signal zwischen ca. 500 nm und ca. 690 nm von zwei Banden dominiert wird
(ESA1 und ESA2). Die ESAl1-Bande erscheint wihrend der ersten 500 fs nach Anregung
und weist ein Maximum bei 663 nm (Agga1) auf. Zusétzlich sind zwei Schultern bei 639 nm
und 623 nm zu sehen. Anschliefend erscheint innerhalb von 6 ps die ESA2-Bande, die keine
klar erkennbare Feinstruktur aufweist und tiber ein Intensitdtsmaximum bei 614 nm (Agga2)
verfiigt. Im gleichen Zeitbereich verliert die ESA1-Bande an Amplitude. Dies spricht dafiir,
dass die ESA1-Bande zu einem Zustand gehort, der einen weiteren Zustand bevolkert, wel-
cher durch die ESA2-Bande spektral beschrieben wird. Die ESA2-Bande schiebt anschliefend
innerhalb von 50 ps hypsochrom um ca. 6 nm (Abb. 44, oben) hin zu 608 nm (Agsa2s)-
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Abbildung 44: Spektren bei fester Verzogerungszeit des transienten Absorptionsspektrums von PyA (c(PyA)
= 150 pM) in Methanol mit 1 Vol.-% DMSO (links) und zugehorige Konturauftragung (rechts).
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Abbildung 45: Spektrale

hypsochrome Verschiebung
der ESA2-Bande bei PyA in Methanol.

FEine solche spektrale Verschiebung spricht
fiir eine energetische Stabilisierung des zu-
gehorigen Zustands. Tragt man die spektra-
le Lage des Intensitdtsmaximums der ESA2-
Bande gegen die Verzogerungszeit nach der
Anregung auf (Abb. 45) und legt eine ex-
ponentielle Anpassungsfunktion (Gl. (5.1))
an, werden zwei Zeitkonstanten benétigt, um
die Funktion an die Daten ausreichend genau
anzupassen.

(5.1)

=ZAZ~-€
=0

Die erste gefundene Zeitkonstante liegt bei
1,8 + 0,3 ps, wahrend die zweite eine Gro-
Benordnung langsamer ist und einen Wert
von 22 £ 3 ps aufweist. Die erste kiirzere

Zeitkonstante ldasst sich dem Erscheinen der ESA2-Bande zuordnen. Grund fiir diese Zu-
ordnung ist die Beriicksichtigung der Uberlagerung der ESA1-Bande und der ESA2-Bande.
Genauer gesagt, kommt es durch den Wechsel des Amplitudenverhéltnisses zugunsten der
ESA2-Bande aufgrund der zunehmenden Bevilkerung des zugehérigen Zustands, zu einer
veranderten Lage des Intensitdtsmaximums, was wie eine spektrale Verschiebung wirkt. Fin
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Indiz dafiir ist das am Anfang breite und strukturierte Maximum. Die zweite Zeitkonstante
hingegen kann eindeutig der spektralen Verschiebung der ESA2-Bande zugeordnet werden.
Nach der spektralen Verschiebung verlieren beide Banden (ESA1 und ESA2) an Amplitude
mit einer Zerfallszeit, die das maximale Zeitfenster der Messung von 1,5 ns iiberschreitet.

GSB und SE Charakteristik

Die Minima im Spektralbereich des GSB (395-375 nm) entsprechen in ihrer spektralen Po-
sition der Lage der stationdren Absorptionsmaxima (vgl. Abb. 40 A4ps1 und Agps2 mit Abb.
44, Einschub links unten). Der Zerfall des Signals bei 375 nm zeigt dabei sehr wahrschein-
lich nur die Wiederbevolkerung des Grundzustands. Dies kann angenommen werden, da im
Bereich um 375 nm keine Emission in den stationdren Messungen und kein Hinweis auf eine
ESA zu beobachten ist. Beide Minima des GSB sollten entsprechend der stationidren Mes-
sungen nahezu gleich grole Amplituden besitzen. Das Minimum bei 395 nm wird aber von
der SE iiberlagert und weist somit eine héhere Amplitude auf als das Minimum bei 375 nm.
Innerhalb der ersten 500 fs nach Anregung ist eine spektrale Verschiebung des Minimums
bei 395 nm zu sehen (Abb. 44, Einschub links unten). Diese spektrale Verschiebung wird
der SE zugeschrieben und spricht fiir eine IVR, die in einem fiir Pyren typischen Zeitbe-
reich stattfindet 202202201 Die sich nach der IVR ausbildende SE ist strukturiert und wird
im Folgenden als SE1 bezeichnet. Sie weist ein Maximum bei 400 nm (Agg1) auf. Ahnlich
wie die ESA1-Bande, verliert die SE1-Bande innerhalb von 6 ps an Amplitude. Gleichzeitig
entsteht analog der ESA2-Bande eine weitere unstrukturierte SE-Bande (SE2). Sie erscheint
im Bereich zwischen 435 nm und 515 nm. Das Maximum der SE2-Bande liegt bei ca. 443 nm.
Anschlieflend schiebt die SE2-Bande bathochrom in den Bereich der ESA, wobei es aufgrund
der iiberlagerten ESA nicht moglich ist, die genaue, endgiiltige spektrale Lage der SE2-Bande
zu bestimmen. Die spektrale Verschiebung fithrt dabei zu einer Verringerung des Anteils der
Amplitude der SE im Bereich des GSB. Folglich néhert sich das Amplitudenverhéltnis der
Minima des GSB dem aus den stationdren Messungen erwarteten an (Abb. 44, oben). Sowohl
ESA1 und SE1, als auch ESA2 und SE2 korrelieren im Hinblick auf die Zeitbereiche der
Dynamik und die spektralen Anderungen. Dadurch kann davon ausgegangen werden, dass
ESA1 und SE1 den selben elektronischen Zustand (S7) beschreiben, wahrend ESA2 und SE2
gemeinsam einen weiteren elektronischen Zustand (S;;) beschreiben. Die Signale im Bereich
der SE zerfallen wie bei der ESA mit einer Zeit aulerhalb des messbaren Zeitbereichs.

ESA im Bereich der SE

Wie bereits erwihnt, kommt es im Fall von PyA zu einer Uberlagerung von ESA und SE,
was zu einer starken Kompensation beider Signale im Bereich um 500 nm fithrt. Da ein SE-
Signal immer negativ ist, weist die positive Amplitude ab ca. 50 ps um 410 nm auf eine
ESA (Abb. 44, oben links) im Bereich der SE hin. Diese Annahme wird gestiitzt durch das
Fehlen eines Intensitdtsminimums in den stationdren Fluoreszenzmessungen, das um 410 nm
sichtbar sein miisste (Abb. 43). Hinzu kommt, dass Pyren und seine Derivate dafiir bekannt
sind, im sichtbaren Spektralbereich eine sehr breite ESA aufzuweisen[19:20:23:26,59,225]  yaq
instantane Auftreten des Signals um 410 nm spricht dafiir, dass es sich um einen Beitrag
der ESA1-Bande handelt. Der Kompensationseffekt durch die Uberlagerung von ESA und
SE verhindert eine Bestimmung der Gréflenordnung der spektralen Verschiebung und der
genauen spektralen Lage der SE1- und SE2-Banden.
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Lebensdauerdichteanalyse

Um die Anzahl der vorliegenden Kinetiken und die zugehérigen Zeitkonstanten zu bestimmen,

wurde eine LDA durchgefiihrt. Im Fall von PyA in Methanol erhélt man die in Abbildung

46 zu sehende LDM. Mit Hilfe der LDM wurde eine Gesamtanzahl von vier Zeitkonstan-

ten gefunden, welche das System hinreichend genau beschreiben und auf die im Folgenden

néher eingegangen wird. Die erste Zeitkonstante 7 liegt bei 0,2-0,3 ps, was innerhalb der
Zeitauflosung des Messaufbaus liegt. Sie be-

MeOH 2 3 | sitzt Minima der Lebensdauerdichtevertei-
400 =S ‘ lung bei 395 nm, 419 nm, 611 nm und 662 nm

£ 450 sowie ein Maximum bei 445 nm. Die Minima,
E 500 bei 395 nm und 419 nm beschreiben dabei
= die ultraschnelle spektrale Verschiebung der
3 550 SE, die das GSB iiberlagert. Das Maximum
‘g 600 bei 445 nm weist hingegen auf eine Signal-
zunahme der SE1-Bande hin. Die Minima

650

102 103 bei 611 nm und 662 nm zeigen die Signalzu-
nahme der strukturellen Komponenten der
ESA1-Bande. Aufgrund der ultraschnellen
Natur und der spektralen Lage der Extrema

Abbildung 46: LDM von PyA in Methanol mit kennt- Wird 71 der bereits erwiahnten IVR zugeord-
lich gemachter zeitlicher Lage der pet.
Zeitkonstanten.

Lifetime / ps

Bei ca. 445 nm und 611 nm sind iiber einen
groflen Zeitbereich (2-30 ps) jeweils positive und negative Extrema der Lebensdauerdichtever-
teilungen zu sehen. Die zeitliche Ausdehnung dieser Beitréige ist die Folge einer Uberlagerung
zweier Kinetiken mit einer dhnlichen Grofilenordnung der Lebensdauern (Kap. 5.2.3.3). Die
entsprechenden Zeitkonstanten (7, und 73) sind daher hier nicht eindeutig bestimmbar, liegen
aber im Bereich zwischen ca. 2-10 ps (72) und ca. 10-20 ps (73). Dieser Zeitbereich beschreibt
in den transienten Absorptionsmessungen die Population des Si,-Zustands mit 79 und die
energetische Stabilisierung von diesem mit 73. Die Anpassungsfunktion an die spektrale Po-
sitionsdnderung der ESA2 liefert fiir diese Prozesse ebenfalls zwei Zeitkonstanten in diesem
Bereich, was die Annahme von zwei gegenseitig iiberlagernden Signalen unterstiitzt. Deren
Werte kénnen aber auch dort wegen der zu geringen spektralen Auflésung (~ 4 nm) und
zeitlichen Uberlagerung der Kinetiken nicht als sehr verldsslich angesehen werden. Das im
selben Zeitbereich fiir PyA in Methanol sichtbare Minimum bei 404 nm und das Maximum
bei 663 nm sind eine Folge der spektralen Verschiebung, da diese zu reduzierten SE2- und
ESA2-Amplituden in diesem Spektralbereich fithren und die LDA dies bei den gegebenen
Regularisierungsparametern als einen Zerfall wertet.

Bei den Zeitkonstanten zwischen 1 ns und 3 ns beobachtet man eine breite intensive Lebens-
dauerdichteverteilung bei 452 nm, 606 nm und 626 nm. Dieser Zeitbereich beschreibt den
Zerfall der ESA und SE. Er weist aufgrund der logarithmischen Messschritte nur eine geringe
Anzahl an Messpunkten auf. Zusétzlich iiberschreitet das Zerfallssignal den zeitlichen Mess-
bereich. Deshalb ist eine Bestimmung der lingsten Zeitkonstante 74 fiir die TA-Messungen
nicht moglich.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass in Ubereinstimmung mit fritheren Untersuchungen
an PyA in Methanol 226/ die Photophysik von PyA zwei angeregte Zusténde aufweist und vier
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Zeitkonstanten gefunden wurden. Die Zeitkonstanten 71, 7o und 74 bewegen sich im selben
Zeitbereich wie in den fritheren Messungen. Die dritte Zeitkonstante 73 (10-20 ps), welche die
spektrale Verschiebung der ESA2-Bande und SE2-Bande beschreibt, unterscheidet sich um
eine Grofenordnung, verglichen mit fritheren Ergebnissen (470 ps) 227 Dieser Unterschied
zu den vorherigen Datensédtzen liegt in der hoheren spektralen Auflésung des verbesserten
TA-Aufbaus und vor allem dem besser angepassten Analyseansatz begriindet. Durch die
Verwendung der LDA wird das Defizit einer exponentiellen globalen Anpassung bei spektralen
Verschiebungen, die eine lineare Anderung mit der Zeit aufweisen, {iberwunden.

Eine Zusammenfassung der gefundenen Zeitkonstanten von PyA in allen Losungsmitteln wird
auf Seite 89 in Tabelle 5 gegeben.

5.2.3.3 Vergleich der Ergebnisse der transienten Absorptionsmessungen in den
verschiedenen Losungsmitteln

Geméf der Untersuchungen an PyA in verschiedenen Lésungsmitteln liegen die Zeitkonstan-
ten der IVR (71) innerhalb der Zeitauflosung zwischen 0,2 ps und 0,3 ps, was typische Werte
fiir Pyren und Pyrenderivate sind19:20:220] Es ist kein Einfluss der Losungsmittelklasse oder
der Permittivitdat auf 7 festzustellen. Nach der IVR sind jedoch deutliche Einfliisse auf die
Dynamik und das spektrale Verhalten erkennbar (Abb. 48 und Abb. 49). Fir beide Lo-
sungsmittelklassen gilt aber weiterhin, dass der Si-Zustand den energetisch nahe liegenden
S1z-Zustand bevolkert.

2-(1-Ethinylpyren)-adenosin in protischen Losungsmitteln

In protischen Losungsmitteln wird der Si,-Zustand innerhalb von 20 ps bevolkert. Auf den
ersten Blick scheint mit einer steigenden Permittivitdt der Losungsmittel der Si,-Zustand
zunehmend schneller bevolkert zu werden, da die maximale Signalamplitude der entspre-
chenden Banden (ESA2- und SE2-Bande) immer frither erreicht wird (Abb. 48). Die spéter
gezeigten Streak-Kamera-Messungen (Kap. 5.2.3.4) deuten aber darauf hin, dass das immer
frihere Erreichen des Amplitudenmaximums die Folge einer Verschiebung der energetischen
Lage des Si,-Zustands ist. Sie fithrt dabei zu einem Ansteigen des Extinktionskoeffizienten
der jeweiligen Uberginge aus dem Si,-Zustand. Infolgedessen wird davon ausgegangen, dass
die Permittivitidt keinen Einfluss auf die Rate dieses Prozesses nimmt. Die zum .S7,-Zustand
zugehorige ESA2-Bande weist eine grofle Amplitude auf und deutet folglich auf einen stark
bevolkerten Si;-Zustand hin. Eine genaue Bevolkerungsverteilung ist nicht bestimmbar. Dies
hat zwei Griinde: Erstens, sind die fiir eine Bestimmung benétigten Ubergangsdipolmomen-
te nicht bekannt; Zweitens, stort die Uberlagerung der ESA1-Bande und ESA2-Bande eine
genaue Unterscheidung der Anteile beider Zusténde. Vergleicht man die LDM von PyA in
Methanol mit denen in anderen Losungsmitteln, z.B. tert-Butanol, bei dem die spektrale
Verschiebung deutlich langsamer vonstatten geht (Abb. 47), erkennt man, dass bei ca. 200 ps
ein zusédtzliches Extremum jeweils in der ESA- und SE-Region zu sehen ist (Abb. 47, unten).
Im Fall von PyA in Methanol liegen die beiden Extrema so nah beieinander, dass es zu einer
langgezogenen intensiven Lebensdauerdichteverteilung kommt. Eindeutig ist aber eine leichte
Zunahme der ESA2-Amplitude relativ zur ESA1-Amplitude mit steigender Permittivitéit des
Losungsmittels zu erkennen.
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Abbildung 47: LDM von PyA in Methanol (oben) im
Vergleich zu der in tert-Butanol (unten).

Dies spricht fiir eine Absenkung der ener-
getischen Lage des Siy-Zustands relativ
zum S1-Zustand, wobei die Bevolkerungsra-
te des Si,-Zustands scheinbar nicht beein-
flusst wird. Da die ESA2-Bande spektral von
der ESA1-Bande iiberlagert wird, ist eine
Aussage tber die genaue spektrale Form der
ESA2-Bande nach wie vor schwer, jedoch ist
die ESA2-Bande auch in den anderen pro-
tischen Losungsmitteln unstrukturiert. Die
an die Bevolkerung des Si,-Zustands an-
schlieende hypsochrome Verschiebung der
ESA2-Bande und die bathochrome Verschie-
bung der SE2-Bande werden mit steigen-
der Permittivitdt der Losungsmittel linear
schneller und groéfler. Die als Ursache an-
genommene Stabilisierung des S1,-Zustands
wird mit einer Losungsmittelreorganisation
begriindet 228 die durch das Vorliegen eines
Losungsmittelgemischs aufgrund des 1 %-
igen Volumenanteils an DMSO in ihrer Dy-
namik zusédtzlich beeinflusst werden koénn-
te229 AuBerdem ist ein polarer Charakter
des S1;-Zustands verglichen zum S1-Zustand
anzunehmen, da die Permittivitdt nur Ein-
fluss auf die spektralen Eigenschaften des

S1z-Zustands nimmt. Ein alternativer Erklarungsansatz fiir diese spektrale Verschiebung ist
das Entstehen der ESA2- bzw. SE2-Bande wihrend des Zerfalls der ESA1- und SE1-Bande,
das bei einer geringen spektralen Distanz der Bandenmaxima wie eine spektrale Verschie-
bung wirkt. Dieser Ansatz wird aber wegen der Streak-Kamera-Messungen (Kap. 5.2.3.4)
verworfen, da dort eine spektrale Verschiebung zu erkennen ist. Die zunehmend schnellere
Verschiebung bei steigender Permittivitat ist eine Folge der starkeren elektrostatischen Wech-
selwirkungen zwischen dem angeregten PyA und den umgebenden Losungsmittelmolekiilen.
Ein Einfluss der Viskositédt der Losungsmittel ist dabei jedoch nicht auszuschlieflen.

Die Gesamtlebensdauer (74) von PyA in den verschiedenen Losungsmitteln konnte, wie im
Fall von PyA in Methanol, aufgrund der Uberschreitung des Messbereichs und mangelnder
Anzahl an Messpunkten in diesem Bereich nicht mit Hilfe der LDM ermittelt werden.
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Abbildung 48: TA-Spektren und LDM von PyA in protischen Losungsmitteln, sortiert von oben nach unten
nach abnehmender Permittivitdt der Losungsmittel.
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2-(1-Ethinylpyren)-adenosin in aprotischen Losungsmitteln

Anders als bei den protischen Losungsmitteln ist in aprotischen Losungsmittel, ist mit stei-
gender Permittivitit der Losungsmittel eine leichte spektrale Verschiebung der ESA1-Bande
zu sehen (Abb. 49). Die Werte fiir die Lage der ESA1-Bande sind dabei wegen der Uber-
lagerung der beiden ESA-Banden nicht exakt bestimmbar (Tab. 5). Das in den stationéren
Absorptionsspektren zu erkennende spektrale Schieben hin zu hoheren Wellenldngen bewegt
sich in Bezug auf die Grofenordnung in einem dhnlichen Bereich (Abb. 40 und Tab. 4, A gps1)-
Das deutet auf eine Anhebung der energetischen Lage des Sp-Zustands bzw. eine Absenkung
des S1-Zustands mit steigender Permittivitat hin. Welcher Prozess genau vorliegt, kann aber
anhand der Messungen nicht entschieden werden. Eindeutig liegt jedoch eine leichte Verrin-
gerung in der energetischen Distanz der beiden Zustdnde aufgrund ihrer unterschiedlichen
Polaritaten vor. Diese ist jedoch gering, so dass nur ein kleiner Unterschied in den Dipol-
momenten der Zustdnde vorliegen muss. Dies erklart, warum der S;-Zustand in beiden Lo-
sungsmittelklassen nur eine sehr geringe Abhéngigkeit von der Permittivitit zeigt. Die in den
stationdren Fluoreszenzspektren zu sehende Feinstruktur der Emission aus dem S;-Zustand
(Abb. 40) ist in den TA-Messungen nicht zu beobachten, was an der Uberlagerung der SE
mit der ESA und der spektralen Verschiebung der SE1-Bande liegt.

Der Sy;-Zustand wird, gemittelt tiber alle untersuchten aprotischen Losungsmittel, inner-
halb von 3.7 ps bevolkert, was, verglichen mit den protischen Losungsmitteln, etwas schnel-
ler ist, aber auch hier keinen Einfluss der Permittivitdt auf die Bevolkerungsrate erkennen
lasst. In DMSO und N,N-Dimethylformamid (DMF) wird die zum S},-Zustand gehoren-
de ESA2-Bande nahezu vollstindig von der ESA1-Bande iiberlagert, wohingegen die beiden
Banden in Aceton und Essigsdureethylester (EtOAc) spektral voneinander unterscheidbar
sind (Abb. 49, links). Zusétzlich ist eine relative Amplitudenzunahme der ESA2-Bande, im
Vergleich zu der ESA1-Bande, mit steigender Permittivitdt zu beobachten, was sich mitun-
ter durch die Zunahme des Beitrags der Emission aus dem Sy,-Zustand in der stationéren
Fluoreszenz zeigt. Diese Amplitudenzunahme fiihrt wie bei den aprotischen Losungsmitteln
zu der Annahme, dass eine Stabilisierung des S1,-Zustands mit steigender Permittivitat der
Losungsmittel einhergeht. Trotzdem ist die relative Amplitude der ESA2-Bande im Vergleich
zur ESA1-Bande deutlich kleiner, was kontrdr zu den protischen Losungsmitteln ist. Eine
solche Amplitudenverteilung bedeutet, dass der Sy,-Zustand hier energetisch ungiinstiger als
der Sj-Zustand und somit nur gering bevolkert ist. Dies zeigt, dass nicht nur die Permittivitét,
sondern auch die Losungsmittelklasse das Bevolkerungsverhéltnis beeinflusst.

Die in allen protischen Losungsmitteln beobachtete spektrale Verschiebung der SE2-Bande
ist im Fall der aprotischen Losungsmittel nur in DMSO und in DMF zu sehen, wobei keine
spektrale Verschiebung der ESA2-Bande erkennbar ist. Eine solche Beobachtung lisst sich
mit Hilfe der spektralen Uberlagerung mit der ESAl-Bande erkliren, da sie das deutlich
schwéchere Signal der ESA2-Bande verschleiert. Eine spektrale Verschiebung wird jedoch in
den stationdren Messungen fir alle aprotischen Losungsmittel beobachtet. Es ist daher davon
auszugehen, dass eine spektralen Verschiebung der ESA2- und SE2-Bande fiir alle aprotischen
Losungsmitteln vorliegt.

Wie im Fall der protischen Losungsmittel konnte 74 nicht mit Hilfe der LDM bestimmt
werden.
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Abbildung 49: TA-Spektren und LDM von PyA in aprotischen Losungsmitteln, sortiert von oben nach unten
nach abnehmender Permittivitdt der Losungsmittel.
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Zusammenfassung der relativen energetischen Lage der angeregten Zustinde in
Abhingigkeit der Losungsmittelklasse und Permittivitat

Wie oben bereits beschrieben erlauben Lésungsmittelklasse und Permittivitdt die Kontrolle
des Bevolkerungsverhéltnisses zwischen dem Si-Zustand und dem Sp,-Zustand. Eine erhohte
Bevolkerung des Sp,-Zustands ist dabei das Resultat einer energetischen Stabilisierung des
S1z-Zustands relativ zum Sj-Zustand. Dabei ist der Einfluss der Losungsmittelklasse gro-
Ber als der Einfluss der Permittivitdt. Deswegen bleibt in aprotischen Losungsmitteln der
S1-Zustand sogar bei einer hohen Permittivitiat der Losungsmittel favorisiert (Abb. 49). In
protischen Loésungsmitteln ist die Situation genau anders herum und der Si,-Zustand ist
stiarker bevolkert sogar in Losungsmitteln mit einer sehr geringen Permittivitdt (Abb. 48).
Deswegen muss der S1,-Zustand in protischen Losungsmitteln energetisch tiefer liegen als der
S1-Zustand.

Obwohl die energetische Lage des Si,-Zustands, bezogen auf den Si-Zustand, in allen L&-
sungsmitteln variiert, verdndert sich die spektrale Lage der SE2-Bande kaum. Dies bedeutet,
dass der zugehorige Grundzustand des Sp,-Zustands gleich stark in seiner energetischen Lage
verdndert wird. Dies ist eine Folge der verdnderten Losungsmittelgeometrie im S1,-Zustand,
die bei Erreichen des Grundzustands erst wieder riickgdngig gemacht werden muss, um die
energetische Lage des urspriinglichen Grundzustands zu erreichen.

5.2.3.4 Streak-Kamera-Messungen

Streak-Kamera-Messungen wurden in Kooperation mit Franziska F. Graupner durchgefiihrt,
um die zeitaufgelosten Fluoreszenzeigenschaften zu untersuchen (Abb. 50).
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Abbildung 50: Streak-Kamera-Spektren von PyA in Methanol, tert-Butanol, DMSO und EtOAc in einem
4,27 ns Zeitfenster. Einschub im Fall von Methanol: Messung mit einem 0,48 ns Zeitfenster zur
besseren Darstellung der spektralen Verschiebung.
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Ziel war es, Daten iiber die Dynamik und das spektrale Verhalten der Fluoreszenz ohne die
storenden Einfliisse des iiberlagerten GSB und der ESA zu erhalten, die eine Interpretation
der Daten erschweren. Es sollte auch die Frage geklart werden, ob eine spektrale Verschiebung
aufgrund der Stabilisierung des Si,-Zustands zu sehen ist, und nicht das Erscheinen eines
weiteren Zustands den Eindruck einer spektralen Verschiebung vermittelt. Ein weiterer Fokus
lag auf der Bestimmung der absoluten Gesamtlebensdauer von PyA im angeregten Zustand,
die bisher iiber die zuvor beschriebene globale Lebensdaueranalyse nur abgeschétzt wurde,
da sie den zeitlichen Messbereich des Messaufbaus tiberschritten hat. PyA wurde dabei in
den Losungsmitteln mit der héchsten und der niedrigsten Permittivitdt beider Losungsmit-
telklassen (Methanol, tert-Butanol, DMSO und EtOAc) gemessen.

Im Fall von Methanol als Losungsmittel ist deutlich zu erkennen, dass eine spektrale Ver-
schiebung von ~ 9 nm (& 431 nm zu ~ 440 nm) in einem Zeitbereich, der kleiner 100 ps ist,
stattfindet (Abb. 50, oben links, Grafikeinschub). Trégt man die maximale Fluoreszenzinten-
sitdt der Messung mit einem Zeitfenster von 0,5 ns gegen die Zeit auf (Abb. 51) und legt eine
exponentielle Anpassungsfunktion (Gl. (5.1)) wie im Fall der ESA2-Bande an (Abb. 45), wird
eine Zeitkonstante (T{l) von 16,8 + 1,0 ps

fiir die spektrale Verschiebung erhalten. Das

Fehlen der schnellen Zeitkonstante, die bei 0 - - -

der Anpassung an die ESA2-Bande ge-

funden wurde, lidsst sich mit der schlech- 27

teren Zeitauflosung der Streak-Kamera-

Messungen (At = 6-20 ps) erklidren. Die ge- £ r

fundene Zeitkonstante fiir die spektrale Ver- = 6l . F

schiebung liegt im selben Zeitbereich wie je- 3 ' — Monoex o. fit
ne, die mittels der LDM ermittelt wurde. 8|

Das zweite untersuchte protische Losungs- °

mittel (tert-Butanol) sollte entsprechend der 10 0 2'0 4'0 6IO 80

stationdren und TA Messungen einen &hn-
lich stark bevolkerten Si-Zustand und Si,-
Zustand aufweisen. Das Spektrum zeigt ei-
ne starke Ahnlichkeit mit dem von PyA in Abbildung 51: Spektrale Verschiebung des Fluores-

Time / ps

Methanol und weist auch eine spektrale Ver- zenzmaximums  in  Streak-Kamera-
i . Messungen von PyA in Methanol
schiebung auf, die langsamer vonstatten geht aufgetragen gegen die Verzdgerungszeit.

als in Methanol. Da die tert-Butanol Mes-

sungen jedoch ein sehr starkes Ramansignal

im Bereich der Fluoreszenz um 400 nm zeigen, ist eine detaillierte Analyse der kurzen Zeiten
nicht moglich (Abb. 50). Im Rahmen der durchgefithrten Messung lédsst sich trotzdem fest-
stellen, dass es sich um eine spektrale Verschiebung und nicht um einen weiteren Zustand,
der bevdilkert wird, handelt. Da die spektrale Verschiebung derart klein ausfillt, wird die
Annahme unterstiitzt, dass kein ICT-Zustand vorliegt, sondern der S;-Zustand eine héhere
Polaritdt als der Si-Zustand aufweist (vgl. Kap. 5.2.3.1). Da anhand der TA-Messungen ge-
zeigt werden konnte, dass in protischen Losungsmitteln der Si,-Zustand stark bevolkert ist,
muss infolgedessen, wie bei den stationdren Messungen zu sehen ist (Abb. 40), die Riickkehr
in den Grundzustand aus dem S7,-Zustand zu der unstrukturierten rot verschobenen Fluo-
reszenzbande fithren (Abb. 50). Die Fluoreszenzbande von PyA in aprotischen Losungsmit-
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teln weist eine Feinstruktur auf, die mit steigender Permittivitdt des Losungsmittels spek-
tral rot verschoben ist, was wieder den Unterschied in der Polaritat des Sy-Zustands und
des Si-Zustands aufzeigt. Den Ergebnissen der TA-Messungen folgend, ist in aprotischen
Losungsmitteln hauptséchlich der Si-Zustand bevolkert. Aufgrund dessen ist die Riickkehr
in den Grundzustand aus dem Si-Zustand fiir die strukturierte Fluoreszenz verantwortlich
(Abb. 40, unten).

Die mit Hilfe der globalen Lebensdaueranalyse bestimmten Lebensdauern? liegen im Bereich
von 2 ns (Tab. 5). In allen Losungsmitteln ist nur eine Zeitkonstante (74) im Zeitbereich
von 2 ns zu finden. Zuséatzlich sind geringe Anteile einer moglichen spektralen Verschiebung
gefunden worden, die jedoch aufgrund der mangelnden spektralen und zeitlichen Auflésung
nicht eindeutig bestimmbar sind. Allgemein ist ein schwacher Trend zu einer erhéhten Ge-
samtlebensdauer mit steigender Permittivitdt zu erkennen. So liegt im Fall der protischen
Losungsmittel eine Zunahme von 1,8 ns (tert-Butanol) auf 2,4 ns (Methanol) vor, wéhrend
bei aprotischen Losungsmitteln eine Zunahme von 1,8 ns (EtOAc) auf 2,1 ns (DMSO) vorliegt.

Tabelle 5: Spektrale Eigenschaften sowie ermittelte Lebensdauern der TA- und Streak-Kamera-Messungen von
PyA. A;: Position bzw. Spektralbereich der Banden. Die Spektralbereiche (i = ESA2 und SE2)
wurden iiber die beobachteten isosbestischen Punkte zwischen ESA und SE bei Verzogerungszeiten
iiber 10 ps bestimmt. A, f1/2: Intensitdtsmaxima der Fluoreszenz der Streak-Kamera-Messungen
zum Zeitnullpunkt bzw. nach der spektralen Verschiebung. 7;: Zeitkonstanten, bestimmt tiber LDM
der TA-Messungen (i = 1-3) bzw. liber eine globale Anpassungsfunktion im Fall der Streak-Kamera-
Messungen (74).

PyA TA / nm. SC / nm. Lebensdauern / ps
in AESA1 AESA2 ASE1  ASE2  ATrfll ATrfi2 Ti T2 T3 T4
DMSO 666  575-n.b. 403 450-575 410 432 0,2 3,7 2100
DMF 661 545-n.b. 401  430-545 n.b. nd. 0,3 3,7 n.d.
Aceton 664 515-660 398  420-515 n.b. nd. 0,3 3,7 n.d.
EtOAc 662  515-670 398 420-515 399 422 0,2 3,7 1800

MeOH 663  515-630 399 435-515 432 440 0,3 2-10 10-20 2400
EtOH 663  515-650 399  425-515 =nb. nd. 02 9,6 76 n.d.
iPrOH 663  520-655 398 420-520 n.b. n.d. 0,2 17 130  n.d.
tBuOH 662  520-655 398  420-520 427 430 0,2 11 170 1800

Protisch |Aprotisch

Die Tatsache, dass nur eine Zerfallszeit, die l6sungsmittelabhéngig ist, fiir PyA bestimmt
wird, spricht fiir das bereits bei den FQA (Kap. 5.2.3.1) angenommene Gleichgewicht zwi-
schen den beiden Zustdnden im Nanosekundenbereich. Sogar im Fall von tert-Butanol als
Losungsmittel, bei dem aufgrund der gleich starken Bevilkerung des Si-Zustands und des
S1z-Zustands eine weitere Zerfallszeit deutlich erkennbar sein sollte, konnte keine zusétzli-
che Zerfallszeit bestimmt werden. Das Gleichgewicht sollte sich im gleichen Zeitbereich wie
die Bevolkerung des Si,-Zustands (= 20 ps) einstellen, was vergleichsweise schnell ist bezo-
gen auf die Gesamtlebensdauer des Systems. Der Anstieg der Lebensdauer mit steigender

“Die globale Lebensdaueranalyse wurde von Franziska F. Graupner durchgefiihrt.
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Permittivitat deutet auf eine Verlangsamung der Relaxationsraten aufgrund der verdnderten
Reaktionskoordinate durch die Stabilisierung des S1.-Zustands hin.

5.2.3.5 Quantenchemische Rechnungen

Um ein besseres Verstiandnis der Ursache fiir die Feinstruktur in den Absorptionsspektren
und die fiir das spektrale Verhalten der Fluoreszenz verantwortlichen Ubergiinge zu erhalten,
wurden Untersuchungen mit Hilfe der Dichtefunktionaltheorie (DFT) an PyA durchgefiihrt®.
Zusatzlich wurden die Ergebnisse fir PyA mit Ergebnissen fiir Pyren verglichen, um die
Ursache fiir die deutliche Abweichung in den Fluoreszenzeigenschaften zu untersuchen. Vorab
ist unbedingt festzuhalten, dass bei den Berechnungen von einem Vakuum als Umgebung
ausgegangen wird und somit jegliche Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel vernachlassigt
werden.

Geometrieoptimierung des Grundzustands

Zuerst wurde eine Grundzustandsoptimierung mit dem Programmpaket Turbomole unter
Verwendung der xc-Funktionale B-LYP, B3-LYP, BH-LYP und dem Dunnnings double zeta
polarisation (DZP) Basissatz durchgefiihrt.

X 1 o

Intramolecular Hydrogen Bond

Abbildung 52: PyA-Geometrie fiir den quantenchemisch optimierten Grundzustand unter Verwendung des
BH-LYP xc-Funktionals.

Die im Grundzustand optimierte Struktur zeigt unabhéngig von dem verwendeten xc-Funk-
tional eine planare Anordnung des Pyrenrestes und des Adenins (Abb. 52, links). Die C2’-OH-
Gruppe der Ribose weist eine gewinkelte intramolekulare Wasserstoftbriickenbindung zu dem
N3-Stickstoffatom der Nukleobase auf (Abb. 52, links). Die Wasserstoftbriickenbindung hat
dabei einen Offnungswinkel («) von 151,2° (Abb. 52, links). Der Bindungsabstand zwischen
dem Sauerstoff- und dem Stickstoffatom (do_x) liegt bei 2,8 A, withrend der Bindungsab-
stand vom Wasserstoff- zum Stickstoffatom (dy_y) bei 1,9 A liegt. Der Abstand zwischen
Sauerstoff- und Stickstoffatom wiirde dabei nach Jeffrey (239 einer moderaten, hauptsichlich
elektrostatischen Wasserstoffbriickenbindung (2,5-3,2 A) entsprechen. Da es sich aber um ei-
ne gewinkelte intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung handelt, muss hier beriicksichtigt
werden, dass die raumliche Nahe der beteiligten Atome und die grofie Abweichung von einer
linearen Anordnung aufgrund der Molekiilgeometrie die Bindungsstérke schwéchen konnte.

Zu erwarten ist, dass diese Wasserstoffbriickenbindung die Torsion um die glykosidische Bin-
dung im Grundzustand und auch im S;-Zustand einschrankt. Dies sollte zu einer erschwerten

SDie hier prasentierten quantenchemischen Rechnungen wurden in Kooperation mit Dr. Jiirgen Plétner durch-
gefithrt und diirfen mit freundlicher Genehmigung zusammen mit den Abbildungen verwendet werden.
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Ausbildung anderer Konformationen und damit einhergehenden Verdnderungen der Elektro-
nendichteverteilung fithren.

Unter Beriicksichtigung der zuvor beobachteten Einfliisse der Losungsmittelumgebung (vgl.
Kap. 5.2.3.3) kann vermutet werden, dass diese intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung
geschwicht werden muss, um den Si,-Zustand zu erreichen. Das wiederum &ndert die Elek-
tronendichte auf dem Adenin. Im Fall von aprotischen Losungsmitteln ist hauptséchlich
der Si-Zustand bevolkert, was darauf schlieen liasst, dass die intramolekulare Wasserstofi-
briickenbindung die Ausbildung der mit dem S7,-Zustand verkniipften Konformation behin-
dert. Das sollte die Konformation im angeregten S1,-Zustand und die entsprechende Grund-
zustandskonformation energetisch ungiinstig machen (vgl. Kap. 5.2.3.3). Betrachtet man hin-
gegen PyA in protischen Losungsmitteln, ist der Si,-Zustand relativ zum Si-Zustand ener-
getisch favorisiert. Dies deutet darauf hin, dass das Stickstoffatom N3 mit den das PyA
umgebenden Losungsmittelmolekiilen intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen ausbil-
det, anstelle mit der C2’-OH-Gruppe. Das erméglicht die Ausbildung der Konformation, die
mit dem Si,-Zustand assoziiert wird und gegeniiber dem S1-Zustand energetisch giinstiger
liegt. Weitere Untersuchungen des Einflusses der intramolekularen Wasserstoffbriickenbin-
dung wurden mit Hilfe von PydA, der Desoxyvariante von PyA, durchgefiihrt (siche Kap.
5.2.4).

Getestete quantenchemische Methoden und deren Ergebnisse

Mit Hilfe der im Grundzustand optimierten Geometrie wurden die vertikal angeregten Zu-
stande mittels der in Tabelle 6 gezeigten Methoden und dem DZP-Basissatz berechnet. Die
Grundzustandsgeometrie und der DZP-Basissatz wurden auch in Kombination mit dem zu-
satzlichen SVP-Hilfsbasissatz fiir die SOS-CIS(D)-Methode verwendet. Die Ergebnisse werden
im Anschluss mit den experimentellen Daten verglichen, um eine verldssliche Methode zur
Berechnung der Situation im angeregten Zustand zu finden. In Tabelle 6 erkennt man bei den
Anregungswellenléingen (Eg,.), die einem Ubergang in einen hoheren energetischen Zustand
entsprechen eine vom Funktional abhéngende Blauverschiebung. Diese ist ein Resultat des
zunehmenden Anteils des HF-Austauschs (B-LYP < B3-LYP < BH-LYP), der einen Einfluss
auf den SI-Fehler nimmt und so zu einer Unterschiatzung der Anregungsenergien fiihrt. Die
rechenaufwindige CIS-Methode, die dieses Problem nicht aufweist, dient als Referenz und
zeigt einen Ubergang mit einer hohen Oszillatorstirke in den S;-Zustand und einen verbote-
nen Ubergang in den Sp-Zustand im Bereich der beiden Hauptabsorptionsbanden (Abb. 40,
Aps1 und A gps2). Ein Vergleich der Ergebnisse des CIS-Funktionals mit denen des B-LYP-
Funktionals fithrt zu der Feststellung, dass das B-LYP-Funktional bei der Beschreibung der
Reihenfolge der Zustdnde versagt und eine Reihe von zweifelhaften CT-Zustdnden aufweist
(Abb. 53).

Auch das B3-LYP-Funktional fithrt zu abweichenden Ergebnissen von der CIS-Methode. Hier
weist z.B. der S3-Zustand eine zu niedrige Oszillatorstarke (fosc) auf. Der hohe CT-Charakter
dieses Zustands, ldsst das die Vermutung zu, dass es sich um einen eingeschobenen Zustand
handelt, der energetisch zu niedrig berechnet wurde.

Erst im Fall des BH-LYP-Funktionals wird eine Abfolge der Zustédnde erhalten, die dem der
CIS-Methode entspricht. Die Ergebnisse der Rechnungen zeigen dabei einen optisch aktiven
So — S1-Ubergang (fose = 0.6 bis 1, Tab. 6), der einem Ubergang vom HOMO zum LUMO
entspricht. Der Sy — Sa-Ubergang hingegen hat eine sehr kleine Oszillatorstéirke und ist somit
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Abbildung 53: Vergleich der quantenchemisch berechneten Ubergéinge mit dem Absorptionsspektrum von PyA
in DMSO.

als optisch inaktiv (dunkel) einzustufen. Aulerdem weist er einen komplexeren Charakter auf
mit groflen Anteilen von drei verschiedenen Orbitaliibergéngen (HOMO-1 zu LUMO, HOMO
zu LUMO+1 und HOMO-2 zu LUMO).

Wird der Einfluss einer doppelt angeregten Konfiguration der Wellenfunktion betrachtet
(Tab. 6 und Abb. 53, SOS-CIS(D)), lasst sich feststellen, dass zwar immer noch nur ein
dunkler und ein heller Zustand vorhanden sind, aber ein Tausch in der Reihenfolge der Zu-
stinde stattgefunden hat. Im Fall des SOS-CIS(D)-Funktionals weist nun der Ubergang in
den S3-Zustand einen HOMO zum LUMO Ubergang und eine hohe Oszillatorstirke auf. Im
Gegenzug ist der Ubergang in den S;-Zustand nun dunkel und weist Anteile zwei verschie-
dener Uberginge auf (Tab. 6). Die SOS-CIS(D)-Methode zeigt also einen starken Einfluss
einer Doppelanregung, was aufgrund des konjugierten w-Elektronensystems bei PyA zu er-
warten war. Um eine Methode mit ausreichend geringem Rechenaufwand zu finden, welche
die Situation im angeregten Zustand qualtitativ ausreichend genau beschreibt, miisste folg-
lich der Einfluss von sogar héheren Anregungen untersucht werden. Da der Rechenaufwand
fiir solche Untersuchungen aufgrund der Gréfie von PyA zu hoch ist, muss ein Vergleich mit

den experimentellen Daten vorgenommen werden, um die Verldsslichkeit der Methode zu
verifizieren.
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5.2 Pyrenmodifizierte Nukleobasen

Tabelle 6: Verwendete Methoden zur Bestimmung der vertikalen Ubergépge aus dem Grundzustand und deren
Charakteristik. I' = Prozentualer Anteil der dominierenden Ubergange am Gesamtiibergang. fos.
= Oszillatorstérke der Ubergénge.

Ubergang: AEze / nm Charakter r/ % fosc
Sy zu
B-LYP
Sy 475.3 HOMO - LUMO 78 0,67
Sy 447,0 HOMO-1 - LUMO 62 0,108
S 4263 HOMO-2 - LUMO 96 0,0011
B3-LYP
Sy 403,5 HOMO - LUMO 95 0,95
HOMO-1 - LUMO 40
S5 355,1 HOMO - LUMO+1 28 0,011
HOMO-2 - LUMO 20
HOMO-1 - LUMO 492
S 335,5 HOMO-2 - LUMO+1 35 0,0064
HOMO - LUMO+1 18
BH-LYP
S 348,2 HOMO - LUMO 92 1,043
HOMO-2 - LUMO 28
S, 309,0 HOMO - LUMO+1 25 0,006
HOMO-1 - LUMO 21
HOMO-1 - LUMO 46
S 270,1 HOMO - LUMO+2 26 0,421
CIS
Sy 3345 HOMO - LUMO 79 0,92
HOMO-1 - LUMO 34
Sy 2883 HOMO - LUMO+1 26 0,0017
HOMO-2 - LUMO 12
HOMO - LUMO+2 22
S 254,0 HOMO-1 - LUMO 14 0,438
SOS-CIS(D)
HOMO-1 - LUMO 40
5 330,9 HOMO - LUMO+1 18 0,0045
S, 287,5 HOMO - LUMO 79 1,3
HOMO - LUMO+2 26
S5 226,5 HOMO-1 - LUMO 13 0,58
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Vergleich mit den experimentellen Daten
Eine Reihenfolge, wie im Fall der SOS-CIS(D)-Methode, bei welcher der Ubergang in den
S1-Zustand dunkel und der Ubergang in den Sp-Zustand erlaubt ist, entspricht dem des un-
substituierten Pyrens. Diese Abfolge ist aber nicht mit der hohen Fluoreszenzquantenausbeu-
e (= 0,8), der kleinen Stokesverschiebung und vor allem der kurzen Lebensdauer (= 2 ns) von
PyA zu vereinen. Dies wiirde ndmlich unter Beriicksichtigung der Kasha-Regel bedeuten, dass
die hohe FQA ein Ergebnis der Fluoreszenz aus dem optisch verbotenen S1-Zustand wére. Da
dieser aber eine sehr kleine Oszillatorstérke besitzt, miisste er lange bevolkert bleiben (Pyren:
~ 238 ns in DMSO“S}) und eine langsame, nicht strahlende Relaxationsrate aufweisen, um
eine derart hohe FQA zu ermoéglichen. Zusétzlich wére eine starke Stokes-Verschiebung zu
erwarten (Pyren: ~ 40 nm['®), was im Fall von PyA nicht zu beobachten ist. Denn auch
wenn die maximalen Intensitdten von A 4ps1 und Agyp (in DMSO) & 10 nm auseinanderliegen,
iiberlappen Absorption und Emission weiterhin. Zuséatzlich dhneln sich Absorption und Emis-
sion strukturell, was vor allem im Fall von EtOAc deutlich zu erkennen ist. Beides spricht fiir
eine direkte Anregung in den emittierenden Zustand. Auch gibt es keine Anzeichen fiir einen
energetisch giinstiger liegenden dunklen Zustand in den Anregungsspektren (Abb. 42). Somit
ist die Reihenfolge der Zustédnde, die mit Hilfe der CIS-Methode bestimmt wurde, am wahr-
scheinlichsten, auch wenn die absoluten Energien der Zustdnde nicht korrekt wiedergegeben
werden.

Das BH-LYP-Funktional zeigt also als einzige DFT-Methode Ergebnisse mit vertretbarem
Rechenaufwand, die den experimentellen Beobachtungen entsprechen (Abb. 53). Vor allem
die Ubereinstimmung des energetischen Abstands zwischen dem hellen Sy — S;-Ubergang
und dem Sy — S3-Ubergang, des néchsten erlaubten Ubergangs, mit den experimentellen
Daten weist darauf hin, dass das BH-LYP-Funktional die Situation von PyA im Grundzu-
stand vertretbar wiedergibt (Abb. 53, links). Geht man von der Richtigkeit dieser Ergebnisse
aus, so besteht die Absorptionsbande zwischen 325 nm und 420 nm aus einem erlaubten
Ubergang in den S;-Zustand mit einer hohen Oszillatorstirke. Dabei ist die Feinstruktur die
Folge dessen vibronischer Natur. Auflerdem ist ein dunkler, energetisch hoher liegender Zu-
stand im selben Spektralbereich anzunehmen. Der Sy — S;-Ubergang zeigt partielle Beitriige
von Elektronendichte auf der Nukleobase. Auch wenn ein starker CT-Charakter der Zustédnde
ausgeschlossen wurde (Kap. 5.2.3.1), verandert eine kleine Elektronendichteverschiebung, die
nicht auf einer funktionellen Gruppe lokalisiert ist, die Fluoreszenzeigenschaften kaum 223,
Ein solcher schwacher Ladungstransfer bei Bevolkerung des S1,-Zustands erklart die anschlie-
Bende Stabilisierung durch eine Lésungsmittelreorganisation, da die Losungsmittelmolekiile
auf die neue elektrostatische Situation reagieren miissen (vgl. Abb. 48 und Abb. 49).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die SOS-CIS(D)-Methode eine Uberstabilisierung
des dunklen Zustands hervorruft und einen insgesamt starken Einfluss der doppelt angereg-
ten Zustinde zeigt, aber das BH-LYP-Funktional zumindest die optischen Uberginge aus
dem Grundzustand des PyA hinreichend gut wiedergibt. Um die Reihenfolge der Zusténde in
der Situation des angeregten PyA analysieren zu kénnen, miissten noch héhere Anregungen
beriicksichtigt werden, was aufgrund des Rechenaufwands derzeit nicht moglich ist. Dies ver-
hindert Aussagen iiber die genaue Reaktionskoordinate, die den Ubergang vom Si-Zustand
in den S7,;-Zustand beschreibt.
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Abweichende Reihenfolge der Zustiande

Um die Ursache fiir den Wechsel der Reihenfolge des hellen und des dunklen Zustands, ver-
glichen mit Pyren, zu verstehen, miissen die an den Ubergéingen teilhabenden Orbitale niher
betrachtet werden (Tab. 7). Im Fall des Pyrens weist der Sy — S1-Ubergang einen komple-
xeren Charakter mit gleich groen Anteilen eines Ubergangs vom HOMO-1 zum LUMO und
vom HOMO zum LUMO+1 auf, wobei der Ubergang eine Oszillatorstirke von praktisch Null
besitzt 63231 Im Gegenzug dazu ist der Sy — So-Ubergang des Pyrens optisch aktiv und ein
reiner Ubergang vom HOMO zum LUMO, genauso wie der Sy — S1-Ubergang bei PyA.

Tabelle 7: Vergleich von quantenchemischen Rechnungen an PyA (BH-LYP) und Pyren (B3-LYP)©3)
fose = Oszillatorstirke der Ubergénge.

Ubergang: PyA Pyren
So zu Charakter Jose Charakter fosc
HOMO - LUMO+1
St HOMO - LUMO 1,043 HOMO . LUMO+1 0,000
HOMO-2 - LUMO
Sa HOMO - LUMO+1 0,006 HOMO - LUMO 0,251
HOMO-1 - LUMO

Ein Vergleich der Orbitale der beiden erlaubten Uberginge, also die jeweiligen Uberginge
vom HOMO zum LUMO, zeigt, dass die Orbitale zwar im Fall von PyA iiber die Nukleo-
base hinweg delokalisiert sind, aber der auf dem Pyren lokalisierte Teil nahezu identisch ist
(Tab. 8). Beim Vergleich der verbotenen Ubergéinge wird ersichtlich, dass die beteiligten Or-
bitaliibergénge &hnlich sind. Im Fall von PyA ist ein zusédtzlicher Orbitaliibergang in Form
eines Ubergangs vom HOMO-2 zum LUMO vorhanden, wobei das HOMO-2 des PyA dem
HOMO-1 des Pyrens dhnelt. Dieser zusétzliche Anteil am Ubergang zeigt den Einfluss der
Substitution an der 1-Position auf die Orbitale des Pyrens. Das HOMO-1 von PyA, das
am Sy — So-Ubergang beteiligt ist, dhnelt hingegen keinem der Pyrenorbitale und scheint
die Ursache fir die Destabilisierung des Si-Zustands relativ zum Se-Zustand zu sein. Somit
kann gesagt werden, dass im Fall von PyA der Si-Zustand und der Ss-Zustand ihre energe-
tische Reihenfolge tauschen und keine Anderung der Extinktionskoeffizienten aufgrund von
veranderten Reaktionskoordinaten der Zusténde vorliegt.
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Tabelle 8: Molekulare Orbitale von PyA und Pyren, berechnet mit dem BH-LYP-Funktional.

Orbital PyA Pyren

LUMO+1

LUMO

HOMO

HOMO-1

HOMO-2
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5.2.3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die zuvor genannten Beobachtungen und Argumentationen fithren zu dem in Abbildung 54
gezeigten Modell der ablaufenden photophysikalischen Prozesse. Verglichen mit den frithe-
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Abbildung 54: Zusammenfassendes Modell der photophysikalischen Prozesse von PyA. n.d.: nicht bestimmbar
(not determinable).

ren Ergebnissen beziiglich der Photophysik eines strukturell minimal anderen Derivates von
PyA 227 und von mit PyA modifizierten RNA-Striangen 226/ kommt es zu einer neuen In-
terpretation der Eigenschaften der angeregten Zusténde. Generell wird ein starker Einfluss
der Losungsmittelklasse und Permittivitdt der Losungsmittel beobachtet. Vor allem die Rolle
der intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Stickstoffatom N3 und dem
Proton der C2’-OH-Gruppe fithren zu einer neuen Sichtweise der Dynamik im angeregten
Zustand. Infolgedessen werden den gemessenen Zeitkonstanten andere Prozesse zugeordnet.
Fiir beide Losungsmittelklassen fithrt hierbei eine Anregung zwischen 325 nm und 420 nm zu
einem Sy — Si-Ubergang, wobei keine Ubergiinge in héher energetische Zustinde beobachtet
werden. Ob dabei ein Teil der Molekiile direkt in den Sy;-Zustand angeregt wird, ist nicht
festzustellen. Nach der IVR (71) bevolkert der lokal angeregte Si-Zustand den Sp,-Zustand
mit 79. Anders als bisher behauptet, hat der Si,-Zustand keinen starken CT-Charakter, ist
aber polarer als der S;-Zustand. Der Grund fiir die erhohte Polaritét ist eine Anderung der
Elektronendichte, die iiber die Nukleobase delokalisiert ist. Dieser Polaritdtsunterschied fithrt
nach der Bevolkerung des Si,-Zustands zu einer Stabilisierung des Zustands durch die Lo-
sungsmittelmolekiile. Je polarer das Losungsmittel, desto stirker wird der Sy,-Zustand ener-
getisch abgesenkt. Dies fiithrt zu der Annahme, dass 73 die zeitabhéngige Stabilisierung des
S1z-Zustands beschreibt und nicht die bisher angenommene Zerfallszeit dieses Zustands [226]
Die spektrale Verschiebung der Fluoreszenz in den stationdren Spektren fiir beide Losungs-
mittelklassen deutet darauf hin, dass PyA in aprotischen Losungsmitteln ebenfalls diesem
Prozess unterliegt, obwohl dort eine 73 Zeitkonstante aufgrund der geringeren Bevolkerung
des S1;-Zustands nicht in den LDM zu erkennen ist. Der Unterschied in der GréfSenordnung
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von 73 im Vergleich zu Ref. 226 liegt dabei in den spektral besser aufgelésten Datensitzen und
in dem neuen, auf der LDA basierenden Analyseansatz begriindet. Beide Zustinde (S; und
Si.) befinden sich im Gleichgewicht und zerfallen infolgedessen mit der selben Zeitkonstante
(14). Wird zusétzlich zu den genannten Beobachtungen die hohe FQA der beiden Zusténde
beriicksichtigt, ldsst sich vermuten, dass es sich beim Si,-Zustand um einen Unterzustand
auf der Potentialenergiefliche des ersten angeregten Zustands handelt. Der S;-Zustand wird
im weiteren Verlauf als Spy-Unterzustand bezeichnet. Das L im Index soll dabei auf die Rolle
als lokal angeregter Zustand hinweisen.

Sowohl der Grundzustand als auch das Bevolkerungsverhéltnis zwischen dem Spr-Unter-
zustand und dem Si,-Unterzustand werden dabei stark durch die Losungsmittelklasse be-
einflusst. Grund hierfiir ist eine intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung zwischen der
C2’-OH-Gruppe der Ribose und dem N3 des Adenins, die mit Hilfe von quantenchemischen
Rechnungen vorhergesagt wurde. Sie beeinflusst die energetische Lage des S1,-Unterzustands
relativ zum Si7-Unterzustand in Abhéngigkeit von der Losungsmittelklasse. In aprotischen
Losungsmitteln, bei denen die intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung ungestort ist, wird
der Si,-Unterzustand relativ zum S;7-Unterzustand energetisch destabilisiert. Als Resultat
wird ein Bevolkerungsverhéltnis beobachtet, bei dem der Si;-Unterzustand und somit ei-
ne strukturierte Fluoreszenz in den stationidren Messungen favorisiert ist (Abb. 40). Proti-
sche Losungsmittel sind allgemein in der Lage intermolekulare Wasserstoffbriickenbindun-
gen aufzubauen und dadurch Ladungstransferzustinde zu stabilisieren 61223 Im Fall von
PyA storen diese intermolekularen Wasserstoftbriickenbindungen die intramolekulare Was-
serstoffbriickenbindung. Dies fithrt zu einer Stabilisierung des S7,-Unterzustands relativ zum
S1z-Unterzustand. Infolgedessen dominiert eine unstrukturierte Fluoreszenzbande die sta-
tiondren Messungen. Bei beiden Losungsmittelklassen fiihrt eine hohe Permittivitdat der Lo-
sungsmittel zu einer zusdtzlichen Stabilisierung des S1,-Unterzustands, wobei der zugehorige
Grundzustand unverdndert in seiner energetischen Lage bleibt. Die Stabilisierung muss in ei-
ner Losungsmittelreorganisation begriindet liegen und fithrt zu der spektralen Verschiebung
der unstrukturierten Fluoreszenzbande. Anders als zuvor vermutet22”) konnte kein der Be-
volkerung des Sp.-Unterzustands nachgeschalteter Protonentransfer beobachtet werden, der
wie bei DNA [22219] oder nicht kovalent gebunden Farbstoffen 232 einen ICT stabilisiert.

Die Kenntnis dariiber, wie und warum die Umgebungsparameter das stationédre Fluoreszenz-
spektrum beeinflussen, ermoglicht es, bereits kleinste Anderungen des stationiren Fluores-
zenzverhaltens den jeweiligen Umgebungsdnderungen bei PyA-modifizierter RNA zuzuord-
nen, z.B. durch Bindung eines Liganden an eine RNA-Sequenz oder die Loésungsmittelzu-
ginglichkeit der modifizierten Position.

5.2.4 Ergebnisse der Untersuchungen an 2-(1-Ethinylpyren)-
desoxyadenosin

Um den Einfluss der intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Stickstoff-
atom N3 des Adenosins und der C2’-OH-Gruppe der Ribose nadher zu untersuchen, wurden
Messungen an einem Desoxyderivat des PyA (PydA) mit den selben Methoden durchgefiihrt.
Die C2’-OH-Gruppe der Ribose ist im Desoxyderivat durch ein Wasserstoffatom substitu-
iert. Dadurch ist es PydA nicht mehr mdglich, die bei PyA angenommene intramolekulare
Wasserstoftbriickenbindung auszubilden.
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5.2.4.1 Stationdre Messungen

Wie auch bei PyA wurden zunéchst stationdre Absorptions- und Fluoreszenzmessungen in
den acht verschiedenen Losungsmitteln (Abb. 55) aufgenommen.
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Abbildung 55: Stationdre Absorptions- (c¢(PydA) = 150 pM) und Fluoreszenzspektren (c(PydA) = 10 pM)
von PydA in acht unterschiedlichen Losungsmitteln. Oben: Protische Losungsmittel. Unten:
Aprotische Losungsmittel. Die Anregungswellenlinge wurde in Abhéngigkeit der maximalen
Intensitét des zweiten Absorptionsmaximums (Aaps2) gewéhlt.

Stationdre Absorption von 2-(1-Ethinylpyren)-desoxyadenosin

Ahnlich wie bei PyA ist im Absorptionsspektrum von PydA in allen Lésungsmitteln eine brei-
te Absorption im Spektralbereich zwischen 325 nm und 420 nm zu sehen. Wieder sind zwei
Absorptionsmaxima (A 4ps1 und Agps2) und mehrere Schultern an den Maxima zu beobachten.
Der schnelle Abfall der Absorption nach dem ersten Maximum hin zu lingeren Wellenldngen
und eine sehr schwache Restabsorption in der roten Flanke bis hin zu 450 nm sind auch
fir PydA zu sehen. Die Feinstruktur und die beiden Absorptionsmaxima sind, verglichen mit
PyA, deutlich schwicher ausgeprigt. Die Maxima sind dabei nicht in dem selben Mafle scharf
wie bei PyA, was auf einen breiteren Konformationsraum schlieflen ldsst, den das PydA ein-
nehmen kann. Dies kénnte durch das Fehlen der intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung
hervorgerufen werden. In protischen Loésungsmitteln wird die energetische Lage der beiden
Absorptionsmaxima wie bei PyA kaum von der Permittivitat der Losungsmittel beeinflusst.
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Sie liegen aber im Vergleich zu PyA mit & 388 nm (Aaps1) und ~ 366 nm (A 4ps2) jeweils um
insgesamt 8 nm bzw. 5 nm hypsochrom verschoben. Dies bedeutet eine groflere energetische
Differenz zwischen dem Grundzustand und dem ersten angeregten Zustand, als es fiir PyA
der Fall ist. Eine steigende Permittivitit zeigt einen sehr geringen Einfluss auf das Inten-
sitdtsverhéltnis von Agps1 Zu Agpso, das sich leicht zu Gunsten von Agpe1 verschiebt. Dies
bedeutet, dass wie bei PyA der Grundzustand durch die Ausbildung intermolekularer Was-
serstoffbriickenbindungen stabilisiert wird und die Permittivitdt des umgebenden Losungs-
mittelsystems nahezu keinen Einfluss auf die Elektronendichteverteilung im PydA nimmt. In
aprotischen Losungsmitteln zeigt sich auch in diesem Fall, ein starker Einfluss der Permit-
tivitdt der Losungsmittel. Zum einen wird, wie auch in den protischen Losungsmitteln, mit
steigender Permittivitit des Losungsmittels eine Anderung des Intensitétsverhiltnisses der
beiden Absorptionsmaxima zu Gunsten des ersten Absorptionsmaximums (Aaps1) und zum
anderen eine bathochrome Verschiebung der energetischen Lage der beiden Absorptionsma-
xima beobachtet. Das erste Absorptionsmaximum schiebt dabei um ca. 9 nm (Tab. 9, \ 4p¢1:
EtOAc — DMSO), was eine ungefihr um Faktor zwei groere Verschiebung wie bei PyA (A
= 5 nm) ist. Die Grofle der spektralen Rotverschiebung des zweiten Absorptionsmaximums
(Aps2) ist nicht bestimmbar, da sie zuséitzlich von einer Intensitatsinderung zwischen dem
Maximum und einer niederenergetischen Schulter begleitet wird. Die spektrale Verschiebung
bedeutet, wie auch beim PyA, dass die Distanz zum S;r-Unterzustand mit steigender Per-
mittivitit zunehmend kleiner wird. Dabei kommt es gleichzeitig zum Teil zu Anderungen in
der Oszillatorstirke der einzelnen Uberginge, was bei einer Anpassung der Molekiilorbitale
und somit der Elektronendichte eines umgebungsempfindlichen Fluorophors an die jeweilige
Losungsmittelumgebung nicht verwunderlich ist. Die spektrale Lage der Maxima von PyA
und PydA in DMSO gleicht einander, was fiir eine dhnliche Ausgangssituation beziiglich der
Energiedifferenz zwischen dem Grundzustand und dem ersten angeregten Zustand beider
Molekiile spricht. Da die Abweichung der spektralen Lage jedoch grof} fiir Losungsmittel mit
einer geringen Permittivitat ist, muss davon ausgegangen werden, dass durch das Fehlen der
intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung unpolare Losungsmittel entweder in der Lage
sind den Grundzustand effektiver zu stabilisieren, oder der erste angeregte Zustand durch
seine hohere Polaritidt von diesen Losungsmitteln in seiner energetischen Lage weniger gut
stabilisiert werden kann.

Stationdre Emission von 2-(1-Ethinylpyren)-desoxyadenosin

Anders als bei PyA erstreckt sich das Fluoreszenzspektrum von PydA in allen Losungsmit-
teln (Abb. 55) nicht nur von ~ 380 nm bis hin zu 600 nm, sondern bis zu 700 nm, wobei
die Fluoreszenzbande breit und unstrukturiert ist. Die rote Flanke der Fluoreszenzbande
zeigt dabei einen langgezogenen Ausldufer, der auf eine breite, von der Hauptbande iiber-
lagerte Fluoreszenzbande hindeutet. Die fehlende Feinstruktur weist dabei, ausgehend von
den Ergebnissen fiir PyA, auf eine sehr geringe Bevolkerung des Spr-Unterzustands hin.
Interessanterweise erscheint bei einer Anregung in die rote Flanke der Absorptionsbande,
einem heiflen Grundzustand des PydA, in allen protischen Lésungsmitteln und EtOAc ei-
ne strukturierte Fluoreszenzbande (Abb. 56). Der Extinktionskoeffizient bei einer Anregung
in die Flanke bei lingerer Wellenldnge ist mindestens um den Faktor 100 bis 1000 klei-
ner als bei Anregung in das zweite Absorptionsmaximum (A4ps2). Um auszuschliefen, dass
es sich bei der strukturellen Charakteristik um Ramanbanden der Losungsmittel handelt,
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Tabelle 9: Stationdre Eigenschaften von PydA in verschiedenen Losungsmitteln. e, = Permittivitdt der Lo-
sungsmittel. Aaps1/2 bzw. Api1 = Wellenldngen der Absorptionsmaxima bzw. des Emmissionsma-
ximums. ¢p; = gemessene FQA relativ zu Chininsulfat in 0.05 M H2SO4.

PydA Abs. Max. / nm Fl. Max. / nm ®

. Fl

n ' Adbs2 Adbsi AFi1
< DMSO 47,2 377 398 483 0,492 £ 0,017
-E DMF 38,3 370 395 476 0,363 £ 0,015
2 Aceton 21,0 367 389 460 0,368 + 0,013
3 EtOAc 6,1 367 387 444 0,391 + 0,014
< MeOH 33,0 366 387 452 0,270 + 0,010
.E EtOH 25,3 366 388 446 0,389 + 0,015
° iPrOH 20,2 366 388 441 0,486 £ 0,017
A tBuOH 12,5 366 388 435 0,485 + 0,017

wurden die Fluoreszenzspektren mit Ramanspektren der Losungsmittel verglichen, die einer
Datenbank® entnommen wurden. Zusétzlich wurde zur Uberpriifung jeweils das reine Lo-
sungsmittel gemessen und mit den Fluoreszenzspektren von PydA in dem entsprechenden
Losungsmitteln verglichen. Es ist in allen Spektren nur ein Maximum mit einem Abstand zur
Anregung von ca. # = 3000 cm™ als Ramanbande zu identifizieren (Abb. 56, grau gestrichel-
te Kreise). Die einfachste Erklarung fiir das Erscheinen der strukturierten Fluoreszenzbande
geht von dem Vorhandensein einer Energiebarriere zwischen dem S;-Unterzustand und dem
S1z-Unterzustand aus. Diese ist aber unwahrscheinlich, da dies den Ergebnissen fiir PyA wi-
dersprechen wiirde. Wird berticksichtigt, dass der Extinktionskoeffizient der auslaufenden,
schwachen Absorptionsbande je nach Messreihe stark variierte und bei PyA keine Anderung
der Struktur der Fluoreszenzspektren zu sehen ist, wére eine mogliche Erklarung die Fluores-
zenz einer spezifischen Verunreinigung, die bei der Synthese von PydA entsteht. Dennoch ist
die hohe Ahnlichkeit der spektralen Lage und Form der Fluoreszenz von der mutmaflichen
Verunreinigung und von PydA sehr unwahrscheinlich. Hinzu kommt, dass die Proben vor der
Verwendung aufgereinigt und in Bezug auf ihren Reinheitsgrad iiberpriift wurden. Alterna-
tiv konnte es sich um ein Zersetzungsprodukt handeln, was aber auch eher unwahrscheinlich
scheint, da PyA sehr photostabil ist und auch keine Akkumulation der Signale mit der Zeit zu
beobachten waren. Plausibler ldsst sich diese Beobachtung iiber einen weiteren alternativen
Unterzustand auf der potentiellen Energiefliche des ersten angeregten Zustands erkldren. Die
Tatsache, dass die intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung bei PydA fehlt und somit ein
breiterer Konformationsraum im Grundzustand zugénglich ist, spricht dafiir, dass es so zu
einer breiten potentiellen Energiefliche mit mehr als einem lokalen Minimum im Grundzu-
stand kommt. Infolgedessen und weil das Molekiil sich bei diesen Anregungsenergien in einem
heiflen Grundzustand befindet, ist es moglich, dass auch eher untypische Grundzustandskon-
formationen eingenommen werden. Diese fithren bei Anregung, dem Franck-Condon-Prinzip

6Spectral Database for Organic Compounds, SDBS: http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/cre_
index.cgi, Stand: 09-2014.
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Abbildung 56: Stationire Fluoreszenzspektren von PydA (¢(PydA) = 10 pM) bei Anregung in die rote Flanke
der Absorptionsbande. Die Lagen der Ramanbanden wurden mit Hilfe von Ramanspektren der
Losungsmittel verifiziert.

folgend, in einen anderen Bereich auf der Si-Energiefliche, welcher iiber eine zusétzliche,
hohe Energiebarriere separiert von dem urspriinglich definierten Si7- und S,-Unterzustand
vorliegt und hierdurch von dort aus nicht zu erreichen ist.

Betrachtet man den Einfluss der Losungsmittelklasse, sind deutliche Ahnlichkeiten aber auch
Unterschiede untereinander und vor allem im Vergleich zu PyA festzustellen. In protischen
Losungsmitteln ist eine bathochrome Verschiebung des Fluoreszenzmaximums mit steigender
Permittivitat des Losungsmittels zu sehen, was fiir eine Stabilisierung des S1,-Unterzustands
wie bei PyA spricht. Der Effekt ist bei PydA mit einer Verschiebung von ~ 870 cm™ (17 nm)
jedoch fast doppelt so grof8 wie fiir PyA (A7 480 cm™ bzw. A =~ A = 9 nm). Die Stabilisierung
der energetischen Lage des Si,-Unterzustands durch Losungsmittel mit einer hohen Permit-
tivitdt ist bei Fehlen der intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung deutlich stérker. Eine
weitere Ahnlichkeit zu PyA, die mit einem Anstieg der Permittivitit des Losungsmittels ein-
hergeht, stellt der Verlust an Fluoreszenz der héherenergetischen Schulter bei ca. 408 nm dar,
die ein spektrales Merkmal der Emission aus dem S;7-Unterzustand ist. Infolgedessen kénnen
wir auch bei PydA eine Stabilisierung des Si,-Unterzustands relativ zum 57 -Unterzustand
mit steigender Permittivitat der Losungsmittel annehmen. In aprotischen Losungsmitteln wei-
chen die Fluoreszenzspektren von PydA deutlich von den Fluoreszenzspektren von PyA ab.
PydA weist durch den Verlust der Moglichkeit, eine intramolekulare Wasserstoffbriickenbin-
dung auszubilden, keinerlei Feinstruktur in den Fluoreszenzspektren auf und zeigt somit kein
Indiz mehr fiir eine Emission aus dem Si;-Unterzustand. Jedoch ist weiterhin die spektrale
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Verschiebung des Intensitdtsmaximums der Fluoreszenzbande und somit die Stabilisierung
des Sp;-Unterzustands zu beobachten, sie ist aber mit 39 nm deutlich gréBer als bei PyA
und als bei PydA in protischen Losungsmitteln. Der Verlust jeglicher Moglichkeit, Wasser-
stoffbriickenbindungen auszubilden, sei es intra- oder intermolekularer Natur, fiihrt zu einer
deutlich stdrkeren Stabilisierung des S1,-Unterzustands mit steigender Permittivitat des Lo-
sungsmittels. Dies legt nahe, dass die fehlenden Wasserstoffbriickenbindungen einen stérkeren
Ladungstransfer beim Ubergang vom S;r-Unterzustand in den Si,-Unterzustand bedingen
und der S1,-Unterzustand folglich bei PydA einen polareren Charakter als bei PyA aufweist.

Fluoreszenzquantenausbeuten

Die FQA von PydA liegen im Bereich von ca. 0,4 und sind somit ungefdhr halb so grofl wie
die von PyA (vgl. Tab. 9 mit Tab. 4). Der Einfluss der Permittivitét fiihrt bei protischen
Losungsmitteln zu einem Abfall der FQA (tert-Butanol: 0,485 > ... > Methanol: 0,270). Bei
aprotischen Lésungsmitteln ist kein definitiver Trend festzustellen. Es ist zuerst ein Abfall der
FQA zu beobachten (EtOAc: 0,391 > ... > DMF: 0,363), wobei beim Ubergang zu DMSO als
Losungsmittel wieder ein deutlicher Anstieg der FQA erkennbar ist (DMSO: 0,492). Dies deu-
tet auf variierende Oszillatorstirken des Ubergangs aus dem Sp,-Unterzustand in den Grund-
zustand hin. Dadurch kommt es zu einer Verdnderung des Verhéaltnisses zwischen strahlender
und nicht strahlender Relaxationsrate. Wird die Tatsache Beriicksichtigt, dass im Fall von
PydA der Si,-Unterzustand starker bevolkert ist, muss davon ausgegangen werden, dass der
S1z-Unterzustand anders als fiir PyA angenommen keine gleich grofie, sondern eine geringere
FQA besitzt. Zusétzlich zeigt die FQA eine Abhéngigkeit von dem Grad der Stabilisierung
des S1,-Unterzustands.

5.2.4.2 Transiente Absorptionsmessungen

Die zeitaufgelosten Absorptionsmessungen an PydA zeigen die gleichen spektralen Charak-
teristika wie jene an PyA (vgl. Kap. 5.2.3.2). Die markantesten Unterschiede sind auch hier
vor allem beim Vergleich der beiden Lésungsmittelklassen untereinander festzustellen. Die
ermittelten Zeitkonstanten fiir beide Losungsmittelklassen sind in Tabelle 10 auf Seite 109
zusammengefasst.

2-(1-Ethinylpyren)-desoxyadenosin in protischen Losungsmitteln

Abbildung 57 zeigt die Ergebnisse der TA-Messungen in protischen Lésungsmitteln. Sie dh-
neln auf den ersten Blick den Ergebnissen der TA-Messungen von PyA in protischen Losungs-
mitteln (vgl. mit Abb. 48). Die ESA1- und ESA2-Banden liegen indes nicht gut erkennbar
getrennt voneinander vor, sondern uberlagern einander wie im Fall von PyA in aprotischen
Losungsmitteln. Dies verhindert die eindeutige Bestimmung der spektralen Lage und der
Amplitudenverteilung der Banden. Die unstrukturierte Fluoreszenzbande in den stationiren
Messungen deutet aber darauf hin, dass das Bevolkerungsverhéltnis wie bei Py A in protischen
Losungsmitteln auf der Seite des Sp,-Unterzustands liegt.
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Abbildung 57: TA-Spektren und LDM von PydA in protischen Lésungsmitteln, sortiert von oben nach unten
nach abnehmender Permittivitat der Losungsmittel. xo kennzeichnet die Position der Extrema
von 73 und x3 die von 73 in den LDMs.
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Wie bereits aus den stationdren Fluoreszenzmessungen zu erahnen war, ist der Schwerpunkt
der SE2-Bande etwas stirker rot verschoben (Aggps = 459-463 nm) als es bei PyA der Fall ist
(Asg2 = 439-448 nm). Aufgrund der etwas grofleren spektralen Verschiebung der SE2-Bande
und da das GSB von PydA im Vergleich zu PyA weiter im Blauen liegt, ist die ESA1-Bande
bei &~ 410 nm besser zu erkennen. Am deutlichsten ist dies im Spektrum von PydA in Me-
thanol zu sehen. Die LDMs zeigen auch fiir PydA mehrere Extrema der Amplituden bei Zeit-
konstanten um ca. 0,2 ps, welche auch der IVR zugeordnet werden kénnen. Die Bestimmung
der genauen Zeitkonstanten der Bevolkerung des Si,-Unterzustands und dessen Stabilisie-
rung ist schwierig, da die LDA zusétzlich zu der zeitlichen Nédhe der Zeitkonstanten unter der
stirkeren spektralen Uberlagerung der ESA1-Bande und der ESA2-Bande leidet. Dadurch
ist im Fall von Methanol und Ethanol keine klare Unterscheidung zwischen 7 (Abb. 57,
x2) und 73 (Abb. 57, x3) mehr moglich. Die Lebensdauern 7o und 73 werden infolgedessen
durch ein gemeinsames Extremum beschrieben, das bei ca. 475 nm (SE) bzw. 625 nm (ESA)
und ~ 8 ps in Methanol bzw. ~ 10 ps in Ethanol (Abb. 57) liegt. Erst bei Isopropanol als
Losungsmittel lassen sich die beiden Zeitkonstanten unterscheiden, wobei hier die ESA zur
Bestimmung der Zeitkonstanten genutzt wird, da hier zwei klar separierte Maxima (Abb. 57,
LDM fiir iPrOH, 79: ~ 650 nm, ~ 10 ps und 73: &~ 620 nm, ~ 100 ps) vorliegen und nicht
durch die SE gestort werden. tert-Butanol als Losungsmittel stellt bei den LDM einen Son-
derfall dar, da hier das zugehorige Maximum in der SE-Region zur Hilfe genommen wird, um
eine Bestimmung der Zeitkonstante fiir die Stabilisierung (73) zu ermoglichen, obwohl sie von
der ESA tberlagert wird. Grund fir dieses Vorgehen ist die ungewohnliche spektrale Breite
des Minimums (550 nm bis 679 nm), das die 73 Zeitkonstante in der ESA-Region beschreibt.
Auf die Ursache fiir das Phinomen wird im nachfolgenden Kapitel 5.2.4.2 bei den transien-
ten Absorptionsmessungen in aprotischen Loésungsmitteln ndher eingegangen. Die Rate der
Bevolkerung des S1,-Unterzustands bewegt sich in protischen Lésungsmitteln in einem &hn-
lichen Zeitbereich wie bei PyA. Die Stabilisierung des S1,-Unterzustands geht aber ein wenig
schneller vonstatten (vgl. Tab. 10 mit Tab. 5). Die Gesamtlebensdauer von PydA ist wie bei
PyA mit Hilfe von Streak-Kamera-Messungen bestimmt worden (siche Anhang Abb. 64).
In den protischen Losungsmitteln, die eine geringe Permittivitat aufweisen, ist 74 (tert-
Butanol: 1600 ps) dhnlich den Zeitkonstanten, die fiir PyA (tert-Butanol: 1800 ps) bestimmt
wurden. Jedoch verringert sich die Gesamtlebensdauer mit steigender Permittividt der Lo-
sungsmittel. Dementsprechend sinkt die Fluoreszenzlebensdauer von PydA in Methanol,
dem verwendeten protischen Losungsmittel mit der hochsten Permittivitdt, um ca. 300 ps
(14 = 1300 ps). Im Gegenzug steigt diese im Fall von PyA in Methanol sogar auf 2400 ps
an. Die Zerfallszeiten, die fiir PydA in den verschieden Losungsmitteln mit Hilfe der LDA
bestimmt werden kénnen (Abb. 57), liegen in einem dhnlichen Zeitbereich wie die der Streak-
Kamera-Messungen, sind jedoch wegen der bereits bei PyA genannten Griinden nicht ver-
lasslich genug. Spektral gesehen zeigen die Streak-Kamera-Messungen eine Verschiebung des
Intensitdtsmaximums, die aber aufgrund ihres schnellen Ablaufs unterhalb der Zeitauflésung
liegt, was die Bestimmung der zugehorigen Zeitkonstante unmoglich macht.

2-(1-Ethinylpyren)-desoxyadenosin in aprotischen Losungsmitteln

Die Konturauftragung der transienten Absorptionsmessungen von PydA in aprotischen Lo-
sungsmitteln (Abb. 58, links) zeigt, dass der Sp,-Unterzustand nahezu instantan nach der
Anregung stark bevolkert wird.
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Abbildung 58: TA-Spektren und LDM von PydA in aprotischen Losungsmitteln, sortiert von oben nach un-
ten nach abnehmender Permittivitdt der Losungsmittel. x2 3 kennzeichnet in den LDMs das
langgezogene Extremum, das 72 und 73 umfasst.
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Je hoher die Permittivitéit des Losungsmittels ist, desto weiter schiebt die zugehorige SE2-Bande
zu langeren Wellenldngen, verglichen mit den bisher untersuchten Proben, was mit den sta-
tiondren Messungen iibereinstimmt (Kap. 5.2.4.1). Dies geschieht auch deutlich schneller als
in den protischen Loésungsmitteln oder bei PyA. Dadurch wird die ESA-Bande bei 410 nm
schon zu kurzen Verzogerungszeiten deutlicher sichtbar. Die SE2-Bande weist in DMF und
Aceton eine schwache Feinstruktur auf, welche in EtOAc und DMSO nicht zu sehen ist. Ein
solches Verhalten deutet auf eine Verschiebung des Minimums entlang der Potentialenergie-
fliche des ersten angeregten Zustands durch die Stabilisierung hin, wodurch die Ubergangs-
wahrscheinlichkeit in einen anderen vibronischen Zustand erhéht wird und dementsprechend
ein Anderung der dominierenden Ubergiinge stattfindet. Interessanterweise nimmt auch mit
steigender Permittivitdat der Losungsmittel die Amplitude der SE2-Bande zu lidngeren Zeiten
hin deutlich ab, wihrend die ESA2-Bande diesem Trend scheinbar nicht folgt, obwohl deren
spektrale Dynamik vergleichbar ist. Zuséitzlich kommt es ab ca. 100 ps in der ESA um ca.
550 nm zu einem Amplitudenanstieg. Auch wenn die ESA1-Bande und ESA2-Bande einan-
der Uberlagern, muss dies ein Effekt sein, der von der ESA2-Bande herriihrt, da unter diesen
Bedingungen hauptséchlich der Si,-Unterzustand bevolkert ist.

Werden die LDM betrachtet, wird wieder eine sehr schnelle Zeitkonstante fiir die IVR er-
sichtlich (Tab. 10, 71 = 0,2 ps) und ein langgezogenes Extremum, das die Bevolkerung (72)
und Stabilisierung (73) des S1,-Unterzustands beschreibt (Abb. 58, xg3). Infolgedessen ist
nur die Angabe eines Zeitbereichs fiir die-
se beiden Zeitkonstanten méglich. Sind bei-
60 . de Prozesse abgeschlossen, beobachtet man

%50 . 1 in der ESA-Region (=~ 525-687 nm) der
p 40 \_\ LDM zwei weitere stark ausgepriagte Ex-
230 1 aaestom 1 trema der Lebensdauerdichteverteilung. Die-
5 20 ’ se Extrema liegen bei 40-50 ps (Maximum)
g 2r ] und 100-200 ps (Minimum). Es sind auch
iy ; ] ] in der Region der SE Signale mit einer ent-
E  [—Dvaesim N4 sprechend umgekehrten Amplitude zu erken-
10 102 103 nen, was wegen der Verkniipfung zwischen
Time / ps SE2-Bande und ESA2-Bande nicht verwun-

derlich ist. Die Signale in der Region der SE

sind jedoch deutlich schwacher ausgepragt.

Abbildung 59: Vergleich zwischen einer Transiente der : : : B
TA Meossung und dor LDM von PydA in Dles? Slgna.le wurden in den anderen Da
DMEF. tensétzen bisher nur schwach oder gar nicht

wahrgenommen, weshalb sie bis hierhin als
nicht relevant betrachtet wurden. Da die Signale in der SE-Region sehr schwach sind, werden
sie nicht zur weiteren Diskussion herangezogen. Beide Signale zeigen keinerlei Einfluss der
Permittivitdt und wurden aufgrund ihrer zeitlichen Lage bisher durch die starken Amplitu-
den fiir die Zeitkonstanten, welche die Bevolkerung und Stabilisierung des S1,-Unterzustands
beschreiben, {iberlagert. Ein Blick auf die Transienten der TA-Messungen im Vergleich mit
denen der LDM bei den entsprechenden Wellenléngen zeigt keinen Anstieg des TA-Signals,
welcher dem Minimum im hundert Pikosekundenbereich der LDM entspricht. Exemplarisch
ist dies in Abb. 59 dargestellt, in der die Transienten der TA-Messung von PydA in DMF und
die resultierende Transiente in der LDM bei einer Wellenlédnge von 631 nm miteinander ge-
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zeigt sind. Auch zeigten Versuche, den Verlauf der transienten Absorptionmessung mit einer
exponentiellen Anpassungsfunktion in diesem Bereich nachzuvollziehen, keine Notwendigkeit
fiir eine zusétzliche Zeitkonstante mit einer so stark negativen Amplitude. Eine Zeitkonstante
mit einer positiven Amplitude im Bereich von 40-50 ps (=~ 670 nm) wurde jedoch bend6tigt, um
eine zufriedenstellende Anpassung der Funktionen zu erhalten. Eine mégliche Erklarung fiir
diese zusétzliche Zeitkonstante kdnnte eine IVR des S1,-Unterzustands in Verbindung mit ei-
ner Anderung der Ubergangswahrscheinlichkeit aus dem S1,-Unterzustand in den Sp-Zustand
sein. Eine IVR wiirde in der LDM ein leicht hypsochrom verschobenes, negatives Signal zur
Folge haben, was wiederum das Minimum zwischen 100 ps und 200 ps (=~ 620 nm) erklidren
wiirde. Der fehlende Anstieg der Absorption in der transiente der TA-Messung, der einem
negativen Signal in der LDM entspricht, lasst sich dabei durch eine Verringerung der negati-
ven Steigung erkldren. Grund fiir die Steigungsdnderung wére dadurch eine unterschiedliche
Ubergangswahrscheinlichkeit der beiden iiberlagerten ESA-Signale, die zu einem langsameren
Abfall der Absorption fiihrt und von der LDA als Signalanstieg gewertet wird. Eine Anderung
in der Ubergangswahrscheinlichkeit wiirde auch die geringere FQA (¢ ~ 0,4), verglichen mit
PyA (¢ ~ 0,8), erklaren. Die Betrachtung der aus den Streak-Kamera-Messungen ermittel-
ten Gesamtlebensdauer (Tab. 10, 74) zeigt, dass diese mit steigender Permittivitdt zunimmt.
Dies ist auf den ersten Blick merkwiirdig, da es in den Messdaten der TA aussieht, als ob
die Lebensdauer der SE abnimmt. Beriicksichtigt man aber die Anderung der Ubergangs-
wahrscheinlichkeit des Si; — Sp-Ubergangs und eine IVR im S;,-Unterzustand, lisst sich
diese Beobachtung durch eine abnehmende Intensitét der SE bei gleichzeitiger Zunahme der
Intensitéat des Signals fiir die ESA erkléren.

5.2.4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die stationaren und zeitaufgelosten Messungen an PydA zeigen deutlich den Einfluss der
C2’-OH-Gruppe und der damit verbundenen intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung
zum N3-Stickstoffatom des Adenins auf die Dynamik von PyA. Die stationidren Absorptions-
messungen von PydA dhneln noch stark denen von PyA und nur die Verbreiterung der Ab-
sorptionsbanden spricht fiir eine Vergroflerung des einnehmbaren Konformationsraums. Auch
bei den stationdren Fluoreszenzmessungen dhnelt PydA aufgrund der intermolekularen Was-
serstoffbriickenbindungen in protischen Losungsmitteln zumindest zu einem gewissen Grad
PyA. Der Wechsel hin zu aprotischen Lésungsmitteln fithrt jedoch zu einer sehr grofien Stokes-
Verschiebung der Fluoreszenzbande (Tab. 9). Dies bedeutet, dass der S;,-Unterzustand durch
das Fehlen jeglicher Wasserstoffbriickenbindungen deutlich stabilisiert wird. Dabei deutet die
Zunahme der Stokes-Verschiebung mit steigender Permittivitdt der Losungsmittel auf eine
erleichterte Moglichkeit hin, den S1,-Unterzustand zu stabilisieren. Die zeitaufgelosten Da-
ten zeigen, dass der S1,-Unterzustand bei Fehlen von jeglichen Wasserstoffbriickenbindungen
und in polaren Losungsmitteln nahezu augenblicklich bevolkert wird. Das Vorhandensein
von intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen verlangsamt die Bevolkerungs- und die
Stabilisierungszeiten des S1,-Unterzustands (72 und 73), wobei unpolare Losungsmittel (z.B.
Isopropanol und tert-Butanol) zu mit PyA vergleichbaren Zeitkonstanten fithren. Die Gesamt-
lebensdauer wird dabei in protischen Losungsmitteln kiirzer und die FQA sinkt. In aproti-
schen Losungsmitteln wird ein umgekehrtes Verhalten beobachtet. Die Korrelation zwischen
Gesamtlebensdauer und FQA ist nicht verwunderlich, aber der unterschiedliche Einfluss der
Permittivitit auf beide Prozesse lisst auf eine komplexe Anderung der Ubergangswahrschein-
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lichkeit des Ubergangs aus dem Si,-Unterzustand in den Grundzustand (Sg) schliefen. Auch
wenn die dem S7,-Unterzustand zugehorige Konformation nicht ermittelt werden konnte,
wurde eindeutig gezeigt, dass eine elektrostatische Wechselwirkung aufgrund einer intermo-
lekularen Wasserstoffbriickenbindung vorliegt und diese im hohen Mafle die Fluoreszenzei-
genschaften beeinflusst. Die Substitution der C2’-OH-Gruppe mit einem Wasserstoffatom
fiihrt somit zu grundlegenden Anderungen der photophysikalischen Eigenschaften nach der

Anregung vor allem bei Fehlen jeglicher Wasserstoffbriickenbindungen.

Tabelle 10: Ermittelte Lebensdauern der TA und Streak-Kamera-Messungen fir PydA. 7;: Zeitkonstanten,
bestimmt mittels LDM fiir die TA (¢ = 1-3) bzw. iiber eine globale Anpassungsfunktion im Fall
der Streak-Kamera-Messungen (74). Die mit * markierten Zeitbereiche sind eine Mischung aus 72

und 73, da diese nicht klar unterscheidbar sind in den jeweiligen LDMs.

PydA Lebensdauern / ps
in T1 T2 T3 T4
< DMSO 0,2 0,3 - 3% 2600
= DMF 0,2 0,3 - 4% n.d.
2 Aceton 0,2 0,3 - 4* n.d.
& EtOAc 0,2 0,6 - 9% 1700
o MeOH 0,2 0,9 - 14* 1300
R EtOH 0,2 1,8 - 44% n.d.
*é iPrOH 0,2 10 100 n.d.
& tBuOH 0,2 10 120 1600
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5.3 Das mit PyA-modifizierte neomycinbindende Aptamer

Der in Kapitel 5.2.3 vorgestellte Fluoreszenzmarker PyA wurde von Dr. Ute Forster” auf
seine umgebungsabhéngigen spektralen Figenschaften bei Einbau in RNA-Duplexe unter-
sucht[226:233.234]  Dije Ergebnisse zeigen, dass PyA einen Einfluss der den Fluoreszenzmarker
flankierenden Basen spiirt und bei flankierenden G-C-Basenpaaren in die RNA interkaliert,
wahrend dies bei flankierenden A-U-Basenpaaren nicht der Fall ist. Gleichzeitig wurde ge-
zeigt, dass PyA deutliche Verdnderungen der Fluoreszenzintensitit bei der Hybridisierung
bzw. Dehybridisierung verschiedener Duplexe hervorruft. Diese Ergebnisse bestétigten die
Anwendbarkeit von PyA fiir Faltungsstudien. Eine erste Faltungsstudie zielt auf das neomy-
cinbindende Aptamer ab.

5.3.1 Neomycinbindendes Aptamer

Das neomycinbindende Aptamer (N1-Aptamer) (Abb. 60, A) wurde von Weigand et al. durch
SELEX und anschliefendem in vivo Screening gefunden. Es fungiert als ein synthetischer Ri-
boschalter und bindet das Aminoglykosid Neomycin B im nanomolaren Bereich (Abb. 60,

B)[235:236] | Zusiitzlich bindet es das Ribostamycin mit hoher Affinitit im nanomolaren Be-
reich®.
A U A6 B
U A7 UAT16
U u u-s A7 . NH,
C—G U=U Ring Il
C—G C—=G HO O
e \ +Neo €6 MO . Ring
uz1 10U = U21 2 2
U #, U - U HO 0 NH2
u c UUG ¢ Neomycin B %
c / N cG—C o on
G—C - Neo Uu=—A Ring Il
Uu=—A C—G2s H,N
C—G25 G =—U o NH, O \\C\)H
Zg —g 1%5‘ - g27 HO o’ Ring v “OH = Ribostamycin
1G = C27 ‘
5 3 xy = PyA Modified Positions
N1 X =Nucleobases with Direct Contact to Ligand

Abbildung 60: Strukturen von Neomycin B und dem zugehorigen N1-Aptamer. (A) Strukturen des
N1-Aptamers vor und nach Bindung des Liganden. Rot gekennzeichnete Nukleobasen inter-
agieren direkt mit dem Liganden. Blaue Zahlen geben die Position der mit PyA substitu-
ierten Nukleobasen an (siche Text). (B) Struktur der bindenden Liganden Neomycin B und
Ribostamycin.

Soweit bekannt, stellt das N1-Aptamer mit einer Lange von 27 Nukleotiden den kleinsten
bekannten synthetischen Riboschalter dar?”. Bei Raumtemperatur und ohne Ligand in ei-
nem Puffer mit neutralen pH-Wert weist es einen Doppelstrangbereich einer Léange von fiinf
Basenpaaren auf, der in eine asymmetrische interne Schleife {ibergeht, gefolgt von einem zwei
Basenpaare langen Doppelstrangbereich, und miindet in einer terminalen Haarnadelschleife.

"Ehemals: Institut fiir Physikalische und Theoretische Chemie, Goethe-Universitit Frankfurt am Main, Max-
von-Laue-Strafie 7, 60438 Frankfurt am Main, Deutschland.

8Diese Informationen entstammen der persénlichen Korrespondenz mit Dr. Julia Weigand, Fachbereich Bio-
logie, Technische Universitdt Darmstadt, Schnittspahnstrafie 10, 64287 Darmstadt, Deutschland.
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5.3 Das mit PyA-modifizierte neomycinbindende Aptamer

Diese Struktur wird im Folgenden als die offene Form bezeichnet. Die Bindung des Ligan-
den fiihrt zur Ausbildung dreier weiterer Basenpaare. Die Bildung der Basenpaare U10-U21
und G9-C22 schliefit die interne Schleife und es verbleibt eine Ausbuchtung mit den drei
Basen C6, U7 und U8. Infolge dieser beiden neuen Basenpaare entsteht eine durchgingige
A-Form-Helix aus den beiden einzelnen Doppelstrangbereichen, wobei die Basenpaare G9-C22
und G5-C23 aufgrund der Ausbuchtung aufeinander gestapelt sind. Das dritte sich bildende
Basenpaar (U13:U18) verkleinert die terminale Haarnadelschleife und verldngert den oberen
Doppelstrangbereich [237]. Die durch die Bindung des Liganden entstehende Struktur wird als
gebundene Form bezeichnet. EPR- und NMR-Untersuchungen zeigten, dass die bei Raum-
temperatur vorliegende offene Form auch ohne Bindung eines Liganden bei sinkenden Tempe-
raturen (<6° C) in eine der gebundenen Form dhnliche Struktur iibergeht 233239 Dies fithrt
zu der Annahme, dass die Ligandenbindung auf einer konformationellen Selektion basiert,
bei der das Neomycin B an eine kompakte Form des N1-Aptamers bindet und diese Konfor-
mation dadurch weiter stabilisiert wird. Die gebundene Form ist in der Lage, das Ribosom
bei der Translation im nicht kodierenden Bereich der mRNA zu blockieren, und unterdrickt
damit die Genexpression, bevor das Ribosom den kodierenden Bereich erreicht. Ausschlagge-
bend fiir die Blockierung ist die Ausbuchtung, bestehend aus den drei Nukleobasen (C6, U7
und U8) der gebundenen Form, wobei die Art der Basen und ihre Sequenz nur von geringem
Einfluss ist 236/, Mutationen der in der Haarnadelschleife befindlichen Basen (U14, U15, A16
und A17) fiihren meistens zu einer verringerten Regulation bei einer Bindungskonstante, die
im nanomolaren Bereich verbleibt. Grund fiir die mit einer leicht erhéhten Regulation beob-
achteten Ausnahmen (U15A und U15C) ist dabei eine erhohte Menge an der préaformierten,
kompakten und zugleich ungebundenen Form. Das in der Haarnadelschleife befindliche A17
und seine direkte Interaktion mit dem N1-Aptamer ist dabei essentiell fiir die Stabilisierung
der gebundenen Form 237,

5.3.2 Das modifizierte N1-Aptamer

Um die Bindungsdynamik aufzukldren, wurde das N1-Aptamer mit PyA an verschiede-
nen Stellen spezifisch modifiziert (Abb. 61). Bisher wurden drei verschiedene modifizierte
N1-Aptamere synthetisiert: zwei einfach modfizierte (A16PyA und G2PyA) und eine dop-
pelt modifizierte (G2/G25PyA). Bei dem A16PyA-Aptamer wurde das Adenosin an Position
16 (A16) durch PyA ersetzt. Das nun modifizierte Adenosin befindet sich in der terminalen
Haarnadelschleife (Abb. 61, B) und liegt neben dem direkt mit dem Neomycin interagieren-
den A17. Dadurch ist zu erwarten, dass bei Bindung des Liganden an dieser Stelle eine starke
Umgebungsidnderung stattfindet. Dies sollte das Fluoreszenzsignal beeinflussen und somit In-
formationen Uber die Bindung des Liganden liefern. Das einfach modifizierte Aptamer, bei
der das Guanosin an Position zwei (G2) durch ein PyA ersetzt wurde (G2PyA), dient als
Kontrollprobe (Abb. 61, C), da sich bei der Bindung des Liganden hier nur eine minimale
Umgebungsidnderung ergeben sollte, wobei die Stabilitdt des Doppelstrangbereiches nur mi-
nimal geschwéicht werden sollte. Das doppelt modifizierte Aptamer (G2/G25PyA), bei der
zusétzlich zum G2 das Guanosin an Position 25 mit PyA und das Cytidin an Position zwei
mit Uridin substituiert wurde (Abb. 61, D), fihrt aufgrund der Dimerbildung zwischen den
beiden Pyrenresten zu einer Stabilisierung des Doppelstrangbereichs und soll der Untersu-
chung moglicher Einfliisse der Stabilitét des Doppelstrangbereiches auf die Bindungsdynamik
dienen.
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5 Fluoreszenzmarker fiir Ribonukleinsauren

N1 A16PYA

G2/G25PyA

Abbildung 61: Sekundérstruktur des N1-Aptamers und modellierte dreidimensionale Strukturen der mit
PyA modifizierten N1-Aptamere. (A) Sekundarstruktur des N1-Aptamers mit gekennzeich-
neten Bereichen (gestrichelte Umrandung), an denen Modifikationen vorgenommen wurden.
Die blauen Nummern indizieren die mit PyA modifizierten Stellen des N1-Aptamers. (B)
A16PyA-Aptamer, (C) G2PyA-Aptamer und G2/G25PyA-Aptamer als modellierte dreidimen-
sionale Struktur, wobei die einzelnen Modifikationen zusétzlich gekennzeichnet sind. Blau hin-
terlegt die mit PyA substituierten Positionen und ohne farbliche Hinterlegung substitutionen
mit natiirlichen Nukleobasen. Fiir die dreidimensionalen Strukturen wurden die in Ref. 239
ermittelte Struktur des N1-Aptamers (pdb-ID: 2KXM) verwendet und die veranderten Nukleo-
basen entsprechend ausgetauscht.

In einem ersten Schritt wurden vorldufige Untersuchungen zur Bestimmung der Dissoziati-
onskonstanten (K;) der modifizierten Aptamere unternommen, die auf Kj-Werte im nano-
molaren Bereich hindeuten, jedoch qualitativ kleine Unsicherheiten aufweisen und deswegen
noch unter optimierten Bedingungen wiederholt werden miissen. Nachfolgend wurden statio-
nire Spektren der modifizierten Aptamere vor und nach Zugabe von Neomycin B gemessen,
um festzustellen, ob und wie sich die Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften nach der
Zugabe verdndern (Abb. 62).

Bereits in den Absorptionsspektren ist zu sehen, dass die Bindung des Neomycins zu leicht
verdnderten spektralen Eigenschaften fiihrt. Wird die Anregungswellenlinge bei der Unter-
suchung der Bindungsdynamik tiber die Fluoreszenz auf einen Wert gesetzt, bei der ein isos-
bestischer Punkt vorliegt, kann die zeitliche Anderung der Absorption jedoch vernachlis-
sigt werden. Im Fall des fir diese Arbeit interessantesten, modifizierten Aptamers wére dies
388 nm, eine mitunter bei laserspektroskopischen Methoden einfach zugéngliche Wellenlan-
ge. Die Fluoreszenz des A16PyA-Aptamers zeigt eine Intensitdtszunahme um ca. 37 % bei
einer Wellenlange von 458 nm, was zu einem ausreichenden Signal-zu-Rausch-Verhéltnis in
einer Stopped-Flow-Messung fithren sollte. Auflerdem verschiebt sich die spektrale Lage des
Intensitdtsmaximums von 445 nm auf 449 nm und sollte einer polareren Umgebung des Fluo-
rophors geschuldet sein. Beide Prozesse zeigen, dass die Bindung von Neomycin zu einer
Umgebungsidnderung des Flureoszenzmarkers fiihrt.

Das G2PyA-Aptamer zeigt im Vergleich zum A16PyA-Aptamer nur eine leichte Zunahme der
Fluoreszenzintensitéit, wobei der Intensitdtsunterschied in der langwelligen Flanke stéarker zu
Tage tritt. Das Intensitdtsmaximum schiebt dabei um 2 nm von 447 nm zu 445 nm, was fir
eine unpolarere Umgebung nach der Bindung spricht.

Solche kleinen Verdnderungen sind zu erwarten, denn obwohl die Position 2 relativ weit von
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Abbildung 62: Stationdre Spektren der mit PyA modifizierten N1-Aptamere (¢(RNA) = 10 pM) in Phos-
phatpuffer (Ko2HPO4 zu KH2POy im Verhéltnis von 1 zu 4,21, pH = 6,2, ¢(MgClz) = 3 mM,
¢(KCl) = 50 mM) nach der Faltung. Neomycinhaltige Proben enthielten die doppelte Konzen-
tration an Neomycin (c(Neomycin) = 20 pM) im Vergleich zur Konzentration an modifizier-
tem N1-Aptamer. Die Anregungswellenldnge fiir die Fluoreszenzspektren betrug in allen Fallen
375 nm. Normiert wurden die beiden Absorptions- bzw. die beiden Fluoreszenzspektren, indem
die Messwerte durch die maximale Intensitat der beiden Messkurven (mit und ohne Neomycin)
der Absorption im Spektralbereich iiber 300 nm bzw. der Fluoreszenz geteilt wurden.

der Bindetasche entfernt ist, konnen kleinere Strukturdnderungen durch die Ligandenbindung
nicht ausgeschlossen werden. Sehr interessant ist auch das Ergebnis fiir das G2/G25PyA-
Aptamer. Im Vergleich zu den anderen modifizierten Aptameren ist eine Verschiebung des
Fluoreszenzmaximums hin zu lingeren Wellenldngen (~ 450 nm — ~ 462 nm) sichtbar,
was einem hohen Anteil an Excimerfluoreszenz zuzuordnen ist. Gleichzeitig ist eine sehr
geringe Zunahme der Fluoreszenzintensitat bei Bindung des Neomycins, ahnlich der bei dem
G2PyA-Aptamer beobachteten, zu sehen. Das Maximum der Fluoreszenzintensitit schiebt
dabei nur um 1 nm hin zu 463 nm. Dies spricht dafiir, dass die Umgebungsdnderungen
kleiner ausfallen als bei dem G2PyA-Aptamer und kénnte auf eine zusétzliche Stabilisierung
des Doppelstrangbereichs durch Dimerbildung der beiden Pyrenreste auch ohne Neomycin
zuriickzufithren sein.

5.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die stationire Untersuchung des A16PyA-Aptamers zeigt bei Bindung von Neomycin B einen
Abfall der Fluoreszenzintensitit um ca. 37 % bei 458 nm. Dies zeigt, dass PyA im Fall
des N1-Aptamers als Fluoreszenzmarker zur Untersuchung der Bindungsdynamik eingesetzt
werden kann, da der Abfall direkt mit der Umgebungsénderung des Pyrenrestes in der Néhe
des Liganden verkniipft ist.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zwei Themenblocke bearbeitet. Zum einen der Aufbau und die Cha-
rakterisierung des Kerr-Schalters, einer Anlage zur Messung von Fluoreszenz mit einer Zeit-
auflosung im Femtosekundenbereich. Zum anderen die Charakterisierung von pyrenmodifi-
zierten Nukleobasen, sowie deren Anwendung in einem neomycinbindenden Aptamer.

6.1 Kerr-Schalter

Der Kerr-Schalter erlaubt es durch die zeitaufgeloste Messung von Fluoreszenz Informationen
iiber sehr schnelle photophysikalische Prozesse in angeregten Zustdnden zu gewinnen. Dabei
hat er gegeniiber der transienten Absorption den Vorteil, dass die gemessene Fluoreszenz keine
stérenden Uberlagerungen mit der ESA oder dem GSB in den Spektren aufweist. Die Schalt-
wellenldnge ist in zwei verschiedenen Spektralbereichen frei wéhlbar: (1) Emissionsbereich
des Lasersystems (~ 760-840 nm) und (2) Verstérkungsbereich des OPAs (~ 1150-1350 nm).
Der Aufbau weist eine Schalteffizienz im Bereich von 4-10 % auf. Eine Kombination aus
NOPA, SHG und SFG ermoglicht die Verwendung von Anregungspulsen in einem breiten
Spektralbereich (= 320-700 nm). Die Zeitauflosung liegt bedingt durch die Pulsdauer der
Schalt- und Anregungspulse in einem Bereich zwischen 80 fs und 200 fs, wobei ausschliefllich
Quarzglas als Kerr-Medium verwendet wurde. Es wurde auch gezeigt, dass der gleichzeitig
detektierbare Spektralbereich zwischen ~ 380 nm und ~ 1000 nm liegt, wobei Storsignale
im Spektralbereich der verwendeten Schaltwellenlédnge und deren Harmonischen zu Unterbre-
chungen des messbaren Spektralbereichs fithren. Mit dieser Arbeit wird dem Experimentator
eine Arbeitsanleitung an die Hand gegeben, um den Kerr-Schalter einzustellen und welche
Korrekturen auf die gemessenen Daten angewendet werden miissen. Der Kerr-Schalter eignet
sich dabei vor allem fiir Molekiile mit sehr kurzlebig emittierenden Zustédnden, selbst wenn
diese sehr kleine Fluoreszenzquantenausbeuten (> 107°) aufweisen.

6.2 Pyrenmodifizierte Nukleobasen

Bei den pyrenmodfizierten Nukleobasen wurde ein Modell der ablaufenden photophysikali-
schen Prozesse fiir PyA erstellt und diskutiert, das in Abbildung 54 (Kap. 5.2.3.6) gezeigt ist.
Die Ergebnisse wurden vor dem Hintergrund bereits verdffentlichter Daten fiir ein strukturell
leicht veriindertes Derivat 22" und mehrerer PyA-modifizierter RNA-Striinge 226 diskutiert.
Es lasst sich festhalten, dass generell ein starker Einfluss der Lésungsmittelklasse und der
Permittivitat der Losungsmittel beobachtet wurde. Insbesondere die intramolekulare Was-
serstoffbriickenbindung zwischen dem Stickstoffatom N3 des Adenins und dem Proton der
C2’-OH-Gruppe der Ribose, welche mit Hilfe von quantenchemischen Rechnungen vorher-
gesagt wurde, zeigt einen groflen Einfluss auf die spektralen Eigenschaften. Um das Vor-
handensein dieser Bindung zu bestitigen wurde PyA so modifiziert, dass die Bildung dieser
Wasserstoftbriicke ausgeschlossen werden konnte. Hierzu wurde PydA das Desoxyderivat von
PyA synthetisiert und untersucht. Als Folge dieser Ergebnisse wurden den vier gefundenen
Zeitkonstanten, welche die Dynamik des Systems beschreiben neue Prozesse zugeordnet.

Eine Anregung in héhere vibronische Zusténde des Si-Zustands (325-420 nm) fithrt dabei
zu einer IVR (71). Der Sip-Zustand bevolkert anschlieBend den Sp,-Zustand mit 75. Mit

115



6 Zusammenfassung

der Bevolkerung des S1,-Zustands geht eine Losungsmittelreorganisation einher (73), die den
S1z-Zustand stabilisiert. Grund fiir diese Losungsmittelreorganisation ist die héhere Polaritat
des Si,-Zustands aufgrund einer Anderung in der Verteilung der iiber die Nukleobase delo-
kalisierten Elektronendichte. Hierbei gilt, dass sich die energetische Lage des Si,-Zustands
starker und schneller absenkt, wenn die Losungsmittelpolaritéit steigt. Die beiden Zustdnde
(S1z, und Si;) befinden sich im Gleichgewicht und zerfallen mit einer Zeitkonstante (74).

Es wurde auch gezeigt, dass der Si,-Zustand einen Unterzustand auf der Potentialener-
giefliche des ersten angeregten Zustands darstellt und nicht wie urspriiglich angenommen
einen CT-Zustand. Die energetische Lage und somit das Bevolkerungsverhiltnis zwischen
dem Sp7-Unterzustand und dem Si,-Unterzustand ist stark von der Losungsmittelklasse ab-
héngig. Als Grund hierfiir zeigte sich die oben genannte intramolekulare Wasserstoffbriicken-
bindung. Aprotische Losungsmittel stéren dabei die intramolekulare Wasserstoffbriickenbin-
dung bei PyA nicht und der Si,-Unterzustand liegt relativ zum Syz-Unterzustand energe-
tisch hoher (strukturierte Fluoreszenz). Protische Losungsmittel storen diese intramolekulare
Wasserstoftbriickenbindung, vermutlich durch die Ausbildung intermolekularer Wasserstoff-
briickenbindungen mit dem Stickstoffatom N3. Hierdurch gewinnt PyA an Flexibilitdt und
der Sir-Unterzustand wird stérker stabilisiert (unstrukturierte Fluoreszenzbande).

Die Untersuchungen an PydA zeigten, dass es einen grundsétzlich grofieren, einnehmba-
ren Konformationsraum aufgrund der fehlenden intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung
aufweist und durch diese hohere Flexibilitdat der Sp,-Unterzustand deutlich starker stabili-
siert wird als bei PyA. Die Bevolkerung des S1,-Unterzustands erfolgt dabei nahezu instantan
in aprotischen Losungsmitteln. Die intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen bei proti-
schen Losungsmitteln verlangsamen diese jeodoch deutlich. Sind die Losungsmittel zusétzlich
unpolar (z.B. Isopropanol und tert-Butanol) weisen sie sogar Zeitkonstanen auf, die dhnlich
zu denen fiir PyA sind. Die unterschiedliche Abhéngigkeit der FQA von der Permittivitat
in beiden Losungsmittelklassen fiir PydA und der Unterschied zu den FQA von PyA zeigen,
dass das Dipolmatrixelement des Ubergangs aus dem S;,-Unterzustand in den Grundzu-
stand (Sp) sehr stark mit der Permittivitdt und dem Vorhandensein der intramolekularen
Wasserstoftbriickenbindungen variiert.

Die dem S7,-Unterzustand zugehérige Konformation konnte nicht ermittelt werden, aber es
wurde eindeutig gezeigt, dass eine elektrostatische Wechselwirkung aufgrund einer intermole-
kularen Wasserstoffbriickenbindung vorliegt und diese im hohen Mafle die Fluoreszenzeigen-
schaften beeinflusst. Die Substitution der C2’-OH-Gruppe mit einem Wasserstoffatom fiihrt
dabei zu grundlegenden Anderungen der photophysikalischen Eigenschaften, vor allem bei
Fehlen jeglicher Wasserstoffbriickenbindungen.

Durch die Untersuchung des Einflusses der Umgebungsparameter und deren Effekt auf die
stationdren Fluoreszenzspektren ist es moglich, sogar kleinste Anderung des stationdren Fluo-
reszenzverhaltens den jeweiligen Umgebungsénderungen bei Py A-modifizierter RNA zuzuord-
nen.

Zusétzlich wurden erste stationdre Untersuchungen an einem mit PyA-modifizierten, neomy-
cinbindenden Aptamer durchgefiihrt, die als Basis fiir eine Aufklarung der Bindungsdynamik
dienen kénnen. Das A16PyA-Aptamer zeigte einen Abfall der Fluoreszenzintensitdt um ca.
37 %. Dieser erste Einsatz an einem biologisch relevanten RNA-Molekiil ist sehr vielverspre-
chend fiir Stopped-Flow-Messungen, da der Abfall direkt mit der Umgebungsinderung des
Pyrenrestes in der Ndhe des Liganden verkniipft ist.
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8 Anhang

8.1 Abbildungen
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Abbildung 63: Einfluss der angewendeten Korrekturen auf die stationidren Emissionsspektren. Exemplarisch

an PyA in DMSO dargestellt.

8.1.1 Streak-Kamera-Messungen an 2-(1-Ethinylpyren)-desoxyadenosin
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Abbildung 64: Streak-Kamera-Spektren von PydA in Methanol, tert-Butanol, DMSO und EtOAc in einem
Zeitfenster von 10 ns fir DMSO und 5 ns fiir die restlichen Losungsmittel.
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