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Kapitel 1
Einleitung

Ob in Form von Naturschauspielen oder im wissenschaftlichen All-
tag — Licht begeistert wie kein zweites physikalisches Phdnomen seit
jeher die Menschen. Dabei ist Licht weit mehr, als eine dsthetische
Erscheinungsform von Energie. Licht gewihrt Einblicke in Welten,
die dem Menschen sonst verborgen bleiben, sei es, weil sie zu klein,
zu dunkel oder schlicht zu schnelllebig sind. , Licht” ist dabei lingst
zur Metapher fiir den Erkenntnisgewinn geworden und so mancher
Forscher, der im ,,Dunkeln” tappt, wiinscht sich nichts sehnlicher,
als endlich etwas von ebenjenem , Licht” in die Sache zu bringen.

Licht ist auch das zentrale und in erster Linie buchstéblich ver-
standene Motiv dieser Dissertationsschrift. Die Natur des Lichtes ist
mittlerweile hinreichend genau verstanden, um es mithilfe verschie-
dener physikalischer Effekte gezielt fiir die Forschung aufbereiten
und so Einblicke in besondere Wissensgebiete erlangen zu konnen.
Die Generierung kurzer Laserpulse mit nur wenigen Femtosekun-
den temporaler Breite, sowie der Energietransfer zwischen Lichtfel-
dern sind dabei nur zwei beispielhafte Prozesse, welche in Kapitel
zusammen mit den Grundlagen der optischen Spektroskopie be-
handelt werden. Die instrumentelle Umsetzung wird in den zwei
nachfolgenden Kapiteln 3| und @] beschrieben.

Einblicke in kleine Welten gewéhrt dabei insbesondere das in Ka-
pitel @ beschriebene Multiphotonen-Mikroskop. Dieses bildgebende
Verfahren erfreut sich wachsender Beliebheit, seit es im Jahre 1990
erstmals eingefiihrt wurde [1]. Die Starke der Multiphotonen-Mikro-
skopie beruht dabei im Wesentlichen auf einer hoheren Eindring-

tiefe in biologisches Gewebe und einer geringeren Induktion von
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Strahlenschdden im Vergleich zu Mikroskopie-Verfahren, die auf 1-
Photonen-Absorption beruhen. Unter Einbezug der Schwingungs-
spektroskopie ermoglicht die Multiphotonen-Mikroskopie sogar die
Kartographie der Signaturen einzelner Molekiilschwingungen {iber
die Probe hinweg, wie dies beispielsweise bei der CARS-Mikrosko-
pie der Fall ist. Fiir den so erhaltenen ,,chemischen Bildkontrast” ist
dabei keine vorangehende, aufwéndige Vorbereitung bzw. Fluores-
zenzmarkierung der Probe notwendig. Der Aufbau eines Multipho-
tonen-Mikroskops war ein Teilaspekt dieser Dissertation.

Einblicke in dunkle Welten gewéahrt die in Kapitel 5|beschriebene
Studie an ,Spinach”, wobei , dunkel” hier nicht wortlich und somit
an der Natur dieses Fluorophors vorbei zu verstehen ist. Vielmehr
wurde Spinach als elegantes Hilfsmittel entwickelt, RNA fluores-
zent zu markieren und somit ,Licht ins Dunkel”zu bringen [2] -
eine Aufgabe, die anderweitig mit hohem Aufwand verbunden ist
[3]. So kann der Werdegang der markierten RNA in lebenden Zellen
nachvollzogen werden, was oftmals die ersten Anhaltspunkte zum
Schluss auf deren Funktion liefert. Spinach immitiert dafiir die Funk-
tionsweise seines natiirlichen Vorbilds: das griin fluoreszierende Pro-
tein der Quallenart Aequorea victoria [4, 5], indem es ein syntheti-
sches Analogon des Chromophors im griin fluoreszierenden Protein
enthalt, welches von einem RNA-Aptamer durch spezifische Wech-
selwirkungen gebunden wird [2]. Beiden Systemen gemeinsam ist,
dass ihr jeweiliger Chromophor in isolierter Form praktisch nicht-
fluoreszent ist und seine Leuchtkraft erst durch Einbettung in das
jeweilige Tragersystem erhélt — im Fall von Spinach beispielsweise
durch Bindung an das RNA-Aptamer. Spinach iiberrascht dabei mit
der Féahigkeit, seine initial durch Belichtung schnell gebleichte Fluo-
reszenz wihrend einer Dunkelphase wieder regenerieren zu knnen.
Dieser Vorzug kommt bei 1-Photonen-Absorption jedoch nur bei An-
wendung bestimmter Beleuchtungsschemata zum Tragen [6, 7]. Ein
Teilaspekt dieser Dissertationsschrift ist daher die Fragestellung, ob
eine effiziente Nutzung von Spinach in der 2-Photonen-Mikroskopie
auch ohne ein besonderes Beleuchtungsschema moglich ist. Hierfiir
kam das in Kapitel f beschriebene Multiphotonen-Mikroskops zum
Einsatz.
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Einblicke in schnelllebige Welten gewéhrt die in Kapitel [f] be-
schriebene Studie an , Chrimson”, einem 2014 erstmals beschrie-
benen Membranprotein aus der Familie der Kanalrhodopsine [8].
Diese lichtempfindlichen Proteine 6ffnen bei optischer Anregung
kurzzeitig einen ionen-leitfadhigen Kanal in der ansonsten fiir Ionen
nicht-permeablen Zellmembran, wobei einige wichtige Schritte die-
ses Prozesses auf Zeitskalen deutlich unterhalb einer milliardstel
Sekunde ablaufen. Kanalrhodopsine haben in den vergangenen Jah-
ren grofse Aufmerksamkeit erfahren, weil sie eine vergleichsweise
einfache Kontrolle iiber das Membranpotential und somit die Akti-
vitdt einer, mit Kanalrhodopsinen modifizierten Nervenzelle ermog-
lichen [9-11]. Fiir die Optogenetik, einem Teilbereich der Neurowis-
senschaften, sind Kanalrhodopsine mittlerweile zu unverzichtbaren
Werkzeugen geworden [12, 13]. Die tendenziell eher im blauen Spek-
tralbereich liegende Absorption vieler Kanalrhodopsine limitiert je-
doch ihre Anwendung im biologischen Bereich. Umso auffilliger ist
daher die Farbgebung von Chrimson, dessen Bezeichnung sich vom
englischen Begriff fiir Karminrot (engl. crimson) ableitet. Chrimson
absorbiert im roten Spektralbereich und hilt diesbeziiglich den der-
zeitigen Rekord fiir die am weitesten rot-verschobene Absorption.
Dieses Kanalrhodopsin ist somit nicht nur fiir die Optogenetik von
Interesse, deren Instrumentarium es erweitert, sondern auch aus me-
chanistischer Hinsicht. Der abschliefSende Teilaspekt dieser Disserta-
tionsschrift ist die Prasentation der Ergebnisse einer zeitaufgelosten,

spektroskopischen Charakterisierung von Chrimson.






Kapitel 2

Theorie

2.1 Spektroskopie

2.1.1 Einfiihrung

Strahlung stellt unzweifelhaft eine der wichtigsten und ergiebigsten,
zuganglichen Informationsquellen dar. Sowohl elektromagnetische
Strahlung, wie auch Teilchenstrahlung ist charakterisiert durch ei-
ne Vielzahl von Parametern, wie z.B. Wellenldnge und Intensitét,
welche wiederum mafigeblich von der Strahlungsquelle abhdngen.
Strahlung tragt somit bereits Informationen tiber die Strahlungsquel-
le selbst. In vielen Fillen weit wichtiger jedoch ist die Beobachtung,
dass Wechselwirkung von Strahlung mit Materie oder elektrischen
bzw. magnetischen Feldern eine Verdnderung dieser Parameter zur
Folge haben kann. Der Informationsgehalt der Strahlung wird da-
durch moduliert und quasi um Informationen tiber den Wechselwir-
kungspartner erweitert. So kann, um nur ein Beispiel anzufiihren,
das Durchqueren eines Kristalls mit einer gewissen Wahrscheinlich-
keit eine Veranderung des Impulses eines Rontgenphotons zur Folge
haben, wodurch sich die Ausbreitungsrichtung des Photons &dndert.
Wie fiir dieses, als , Beugung” bezeichnete Phanomen mittlerweile
aufgeklart wurde, hangt die Wahrscheinlichkeit einer Richtungsan-
derung der passierenden Photonen mit der atomaren Struktur des
Kristalls zusammen. Informationen iiber die Kristallstruktur wer-
den auf diese Weise in der Impulsdnderung der gebeugten Photonen
kodiert, sodass umgekehrt aus einer Statistik {iber Anzahl und Rich-
tung der gebeugten Photonen Riickschliisse auf die atomare Struktur
des Kristalls gezogen werden konnen — ein Umstand, der im Rahmen
der Kristallstrukturanalyse mafsgeblich zur Aufklarung von Protein-

strukturen beigetragen hat.
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Abbildung 2.1: Darstellung des elektromagnetischen Spektrums.

Wie in Abbildung [2.1] skizziert, stellt die hier beispielhaft ange-
fiihrte Rontgenstrahlung nur einen kleinen Ausschnitt des verfiig-
baren elektromagnetischen Spektrums dar. Dieses erstreckt sich von
der extrem hochfrequenten (~ 10* Hz) Hohenstrahlung mit Wel-
lenldngen der Gréfenordnung 107 m bzw. 1 fm, bis hin zu den
niederfrequenten (~ 10 Hz) Wechselstromen mit Wellenldngen der
GroBenordnung 107 m bzw. 10.000 km. Aus praktischen Griinden
und teils auch historisch bedingt, wird das elektromagnetische Spek-
trum in einzelne Frequenzbédnder unterteilt. Ein Grofiteil dieser Fre-
quenzbédnder ist fiir die Untersuchung von Materie und Prozessen
in Materie von hohem Interesse — zum einen aufgrund spezifischer
Wechselwirkungen zwischen dieser Strahlung und bestimmten Ma-
terialeigenschaften, zum anderen aufgrund einer bestehenden Zu-
ganglichkeit dieser Strahlung in hoher Qualitdt und Intensitat, bei-

spielsweise in Form von Lasern.

Zu den wichtigsten Wechselwirkungen zwischen Strahlung und
Materie gehort der Prozess der Absorption, bei welchem ein Ener-
gieiibertrag vom Strahlungsfeld auf die Materie stattfindet. Im Pho-
tonenbild betrachtet stellt sich der Prozess jedoch als deutlich kom-
plexer, denn als einfache Abschwiachung heraus. Photonen besitzen
einen bestimmten Energiegehalt £(v). Dieser ist tiber das Plancksche
Wirkungsquantum h bzw. der Lichtgeschwindigkeit ¢, linear pro-
portional zur Frequenz v und Wellenzahl 7 bzw. antiproportional zur
Wellenldnge A (GL.[2.7).

E(v) =hv = — = heyv (2.1)

Bei einer Absorption des Photons wird sein gesamter Energiege-
halt E(v) vollstindig auf die absorbierende Materie, typischerweise
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ein Molekiil tibertragen, welches daraufhin in einen energetisch ho-
heren Zustand iibergeht. Das Photon selbst wird hierbei vernichtet.
Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Absorption ist die Einhaltung
der Bohr’schen Frequenzbeziehung (Gl. 2.2), welche formal besagt,
dass nur solche Photonen absorbiert werden kénnen, deren Energie-
gehalt F(v) exakt der Energiedifferenz zweier Zustinde E,, und E,,

der absorbierenden Materie entspricht, wobei m > n gelte.

Elv)=hv:=AF=E, —E, (2.2)

Das Ausmafs der Absorption lasst sich mithilfe des Lambert-Beer-
schen Gesetzes (Gl. beschreiben. Dieses definiert die Absorbanz
A(X) als den negativen dekadischen Logarithmus des Verhaltnisses
aus einfallender (/y) und austretender (I) Strahlungsintensitat und
setzt diese tiber den molaren Extinktionskoeffizienten €(\) ins Ver-
héltnis zur Konzentration ¢ des absorbierenden Materials (im Fol-
genden einfach Analyt bzw. Molekiil genannt), sowie dessen Schicht-
dicke d. Das Produkt der drei letztgenannten Grofien wird gelegent-
lich auch als , Optische Dichte” (O D) bezeichnet.

AN = —logli =e(N)cd (2.3)
0

Es gilt zu beachten, dass das Lambert-Beersche Gesetz nur un-
ter gewissen einschrankenden Bedingungen giiltig ist. So ist der
Extinktionskoeffizient e(\) beispielsweise von der Wellenldnge des
einfallenden Lichtes abhédngig, was eine Messung mit monochroma-
tischem Licht voraussetzt bzw. den giiltigen Messbereich auf eine
vernachldssigbare Variation von ¢(\) tiber den beobachteten Spek-
tralbereich beschrankt. Auch sollte der Analyt in nur geringer Kon-
zentration (¢ < 0,01mol/L) und tiber die Schichtdicke d homogen
verteilt vorliegen. Abweichungen hiervon kénnen die optischen Ei-
genschaften des Analyten beeinflussen. Insbesondere hohe Konzen-
tration konnen zum Auftreten von Analyt-Aggregaten mit teilweise

abweichenden optischen Eigenschaften fiihren.

Die Art des Prozesses, welcher durch Absorption eines Photons
im Analyten initiiert wird, hangt mafigeblich vom Frequenzband ab,
dem das Photon entstammt. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich
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in erster Linie auf den Ausschnitt des elektromagnetischen Spek-
trums von etwa 330 — 30.000 nm. Dieser enthilt die Frequenzban-
der der nahen Ultraviolettstrahlung (UV-A bzw. 300 — 380 nm) und
des sichtbaren Lichtes (Vis bzw. 380 — 780 nm), welche hauptsach-
lich elektronische Ubergénge im Analyten verursachen, sowie Teile
der mittleren Infrarotstrahlung (MIR bzw. 3.000 — 50.000 nm), welche
in erster Linie Schwingungsiibergdnge anregen. Der nahen Infrarot-
strahlung (NIR bzw. 780 — 3.000 nm) kommt im Zusammenhang mit
nicht-linear optischen Prozessen, sowie der Raman-Spektroskopie ei-
ne bedeutende Rolle zu.

2.1.2 Spektroskopie der elektronischen Uberginge

Elektronische Ubergénge werden typischerweise von Photonen mit
Energiegehalten von 1,7 — 5,0eV (entsprechend 250 — 750 nm) an-
geregt. Diese Energiemengen sind ausreichend, um Elektronen, ge-
nauer gesagt Valenzelektronen auf hohere Niveaus (Orbitale) zu he-
ben, was fiir ein betroffenes Molekiil eine erhebliche Veranderung
bedeutet. Durch den Ubergang eines Elektrons in ein anderes Or-
bital kommt es zu einer Verformung der die Kerne umgebenden
Elektronenwolke, wodurch sich auch die Ruheposition der Atomker-
ne verdndert. Ein elektronischer Ubergang zieht demnach auch die
Verschiebung der Atomkernpositionen im Molekiil nach sich. Beide
Prozesse — Verformung der Elektronenwolke infolge der Absorption
elektromagnetischer Strahlung und Reorientierung der Atomkerne
-— konnen trotz starker elektrostatischer Wechselwirkung zwischen
Elektronen und Atomkernen jedoch in guter Ndaherung unabhingig
voneinander betrachtet werden, da sie auf verschiedenen Zeitska-
len ablaufen. Elektronische Uberginge geschehen innerhalb weni-
ger Femtosekunden (107% s), wihrend Atomkerne aufgrund ihrer
deutlich grofieren Mafle sehr viel trdager sind und Schwingungsperi-
oden im Bereich von Pikosekunden (107'2 s) aufzeigen. Dieses, nach
den Physikern James Franck und Edward Condon benannte Franck-
Condon-Prinzip vereinfacht die Betrachtung elektronischer Uber-
géange erheblich.

Zwingende Voraussetzung fiir einen elektronischen Ubergang ist
ein von Null verschiedenes Ubergangsdipolmoment pz4 (Gl ,
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mit 4 als elektrischem Dipoloperator, sowie den Wellenfunktionen

des Anfang- und Endzustandes ¥ 4 und V.

= [ Wi dr 2.4)

Das Ubergangsdipolmoment kann als Maf fiir die Stirke der
Kopplung zwischen dem elektronischen Ubergang und der elektro-
magnetischen Strahlung betrachtet werden. Die auch als Oszillator-
stiarke bekannte Ubergangswahrscheinlichkeit ist dabei proportional
zum Betragsquadrat des Ubergangsdipolmoments | 11z |2. Weil das
Ubergangsdipolmoment eine vektorielle Grofe ist, spielt an dieser
Stelle auch die Polarisation der elektromagnetischen Welle eine be-
deutende Rolle. Im einfachsten Fall, bei linear polarisiertem Licht,
wird die Ubergangswahrscheinlichkeit maximal, wenn sowohl das
Ubergangsdipolmoment, als auch der elektrische Feldvektor parallel

zueinander ausgerichtet sind.

Zusitzlich unterliegen elektronische Uberginge bestimmten Ein-
schrankungen. Das Laporte-Verbot beispielsweise verbietet elektro-
nische Uberginge zwischen Zustidnden gleicher Paritit, d.h. Zustan-
de, deren Wellenfunktionen bei Spiegelung am Symmetriezentrum
beide ihr Vorzeichen dndern (ungerade Paritdt) bzw. nicht &ndern
(gerade Paritat). Es gilt insbesondere fiir Molekiile mit Symmetrie-
bzw. Inversionszentrum. Das Spin-Verbot verbietet Ubergénge in-
folge derer sich die Multiplizitit M = 25 4 1 mit S als Spinquan-
tenzahl &ndert -— Uberginge zwischen Singulett-Zustédnden (S = 0,
M =1) und beispielsweise Triplett-Zustdnden (S =1, M = 3) sind
daher untersagt. Das Uberlappungs-Verbot wiederum besagt, dass
keine Uberginge zwischen Zustdnden bzw. Orbitalen mit ungenii-
gender raumlicher Uberlagerung stattfinden kénnen. Mit Blick auf
diese Ubergangs-Verbote bzw. Auswahlregeln kommt man um die
Feststellung nicht herum, dass ein Verbot elektronischer Uberginge
eher die Regel, denn die Ausnahme ist und nur wenige der kombi-
natorisch denkbaren Uberginge tatsichlich erlaubt sind. Allerdings
muss in diesem Zusammenhang ebenso erwdhnt werden, dass Ver-
bote elektronischer Ubergénge lediglich in der Theorie streng gelten.
In der Praxis dagegen konnen verschiedene Effekte zur (kurzzeiti-
gen) Schwichung oder sogar Aufhebung eines Ubergangs-Verbotes
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fiihren. Beispielsweise konnen Molekiilschwingungen durch Verfor-
mung des Molekiils ein Symmetriezentrum voriibergehend aufhe-
ben, wodurch eigentlich verbotene Ubergénge kurzzeitig erlaubt
sind. Verbotene Uberginge konnen daher oftmals beobachtet wer-
den, wenn auch gewohnlich um Grofienordnungen schwécher, ver-

glichen mit erlaubten Ubergéngen.

Die Klassifizierung elektronischer Uberginge erfolgt typischer-
weise nach den beteiligten Molekiilorbitalen, welche sich wiederum
in bindende o- und 7-, nichtbindende n-, sowie antibindende o*- und
7*-Orbitale unterteilen. Entsprechend unterscheidet man ¢* «+ o-,
0% < n, ™ < m-und 7 n—Ubergénge. Dabei spielen ¢* < o- und
o* < n-Ubergénge fiir die UV /Vis-Spektroskopie meist eine unter-
geordnete Rolle, da ihre Anregungsenergien vornehmlich oberhalb
von 6 eV liegen und die korrespondierende spektrale Absorption
im experimentell schwierig zugénglichen Vakuum-UV-Bereich an-
gesiedelt ist. Die Lage der Absorption von 7* < 7- und 7* <« n-
Ubergingen dagegen befindet sich {iberwiegend im sichtbaren, so-
wie nahen UV-Spektralbereich. Chemische Gruppen, deren Mole-
kiilorbitale in diesem Spektralbereich absorbieren, werden oftmals
auch als Chromophore bezeichnet (abgeleitet von altgriechisch chro-
ma ,Farbe’ und phords ,tragend’) und sind vielfach fiir die, mit dem
Auge wahrnehmbare Farbigkeit von Substanzen verantwortlich. Die
spektrale Lage und Intensitdt der Chromophorabsorption ist dabei
recht charakteristisch fiir die beteiligte chemische Gruppe, wobei die
exakte Position verschiedenen Einfliisse unterworfen ist. Insbeson-
dere die Umgebung des Chromophors (Losungsmittel, Proteinge-
riist) {ibt einen starken Einfluss auf seine spektralen Eigenschaften
aus. Ahnliches wird in Chromophoren mit delokalisiertem 7-Elek-
tronensystem auch durch Substituenten bzw. deren induktiven und
mesomeren Effekten erreicht. Als hypsochrom wird dabei eine Ver-
schiebung hin zu kiirzeren Wellenldngen (Blau-Verschiebung) be-
zeichnet, zu langeren Wellenldngen (Rot-Verschiebung) dagegen als
bathochrom. Erhoht sich die Intensitdt einer Absorptionsbande, so
wird dies als hyperchrom bezeichnet, eine Verringerung der Intensi-

tat dagegen als hypochrom.

Die Anregung eines Chromophors bzw. Molekiils geschieht in
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung moglicher intramolekularer Pro-
zesse nach einer Photoanregung in Form eines Jablonski-Diagramms. Uber-
gange mit Beteiligung von Strahlung sind farbig dargestellt, strahlungslose
Uberginge dagegen grau. IC: Interne Konversion, ISC: Interkombinations-
iibergang, VR: Schwingungsrelaxation

den meisten Fillen aus dessen Singulett-Grundzustand S, heraus.
Das Molekiil wird durch Absorption eines Photons in einen ange-
regten Zustand S,, (mit n = 1,2, 3, ...) versetzt. Verschiedene Prozes-
se (siehe Abbildung fithren im Anschluss zum Verlassen dieses
angeregten Zustandes, wodurch das Molekiil frither oder spater wie-
der in den Grundzustand zuriickkehrt. Zu den schnellsten Prozessen
dieser Art gehort die innere Umwandlung (IC, engl. internal conversi-
on). Sie tritt auf, wenn sich die Potentialkurven zweier Zustidnde an
einem Punkt einander anndhern und erlaubt es dem Molekiil, auf die
Potentialfldche eines niedrigeren Zustand zu wechseln. Nach einem
Wechsel des Zustands (z.B. einer inneren Umwandlung oder einer
Anregung durch Absorption von Photonen), befindet sich das Mole-
kiil meistens in einem der vielen schwingungsangeregten Zustiande,
in die jeder elektronische Zustand unterteilt ist. Durch Schwingungs-
relaxation (VR, engl. vibrational relaxation) erreicht es den Schwin-
gungsgrundzustand des jeweiligen elektronischen Zustands. Die
dabei freiwerdende Energie wird an die Umgebung in Form von
Wiérme abgegeben, weshalb der Prozess der Schwingungsrelaxation
in kondensierter Materie besonders schnell ablauft.

Da die energetischen Abstdnde der angeregten Zustdnde meis-

tens klein sind im Vergleich zum energetischen Abstand zwischen
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So- und S;-Zustand, relaxieren angeregte Molekiile gewohnlich sehr
schnell in den S;-Zustand, sodass die etwas langsameren, strahlen-
den Uberg'einge (Fluoreszenz bzw. Phosphoreszenz) zumeist aus die-
sem Zustand heraus erfolgen. Diese Beobachtung ist, leicht umfor-
muliert, auch als Kashas Regel bekannt [14]. Letztere besagt, dass
aufgrund der zuvor beschriebenen sehr schnellen Relaxation eines
angeregten Molekiils in den niedrigsten angeregten Zustand, die
Emission von Photonen in nennenswerten Quantenausbeuten nur
aus diesem heraus auftritt. Damit liefert Kashas Regel eine Begriin-
dung fiir die Beobachtung, dass Fluoreszenzspektren in der Regel
unabhéngig von der Anregungswellenldnge sind. Zudem sind Fluo-
reszenzspektren um den sogenannten Stokes-Shift rot-verschoben
zum Absorptionsspektrum, da nach Anregung des Molekiils ein Teil
der Anregungsenergie durch nicht-strahlende Prozesse (IC und VR)
als Warme an die Umgebung abgegeben wird. Fiir die Emission von
Fluoreszenzphotonen steht somit nur ein verminderter Energiebe-
trag zur Verfligung, was gleichbedeutend mit einer hoheren Wellen-

lange ist.

Der niedrigste angeregte Zustand ist im Fall der Fluoreszenz ge-
wohnlich der S;-Zustand. Fluoreszenzphotonen werden infolge ei-
nes (spin-erlaubten) S; — Sy-Ubergangs des angeregten Molekiils
emittiert. Unter bestimmten Umstdnden kann es jedoch vorkom-
men, dass ein Molekiil durch einen strahlungslosen Interkombinati-
onsiibergang (ISC, engl. intersystem crossing) einen Triplett-Zustand
erreicht. Singulett-Triplett-Uberginge sind zwar spin-verboten, kén-
nen jedoch insbesondere in Anwesenheit schwerer Atomkerne durch
Spin-Bahn-Kopplung dennoch auftreten. In diesem Fall relaxiert das
Molekiil erneut weiter, bis es den niedrigsten angeregten Triplett-
Zustand, typischerweise den 7T;-Zustand erreicht hat. Bei Riickkehr
in den Sp-Zustand emittiert das Molekiil in Folge ein Phosphores-
zenzphoton. Der S, +— T;-Ubergang ist dabei ebenfalls spinverboten.
Im Gegensatz zu S;-Zustdnden haben 73-Zustdnde daher sehr lange
Lebensdauern, was sich ebenso in der Beobachtung niederschlégt,
dass Fluoreszenzen gewohnlich auf Zeitskalen von Nanosekunden
(107% s) abklingen, wihrend dies bei Phosphoreszenzen im Extrem-

fall Minuten in Anspruch nehmen kann.
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Tabelle 2.1: Unterteilung des Infrarotspektralbereichs und wissenschaftli-
che Bedeutung.

Bezeichnung Spektralbereich Observable
Nahes Infrarot 0,78 —3um Oberton- und Kombi-
(NIR) 12800 — 3333 cm ™! nationsschwingungen
Mittleres Infrarot 3 — 50 um .. .
(MIR) 3333 — 200 e Molekiilschwingungen
Fernes Infrarot 50 — 1000 um Molekiilrotation und
(FIR) 200 — 10 em ™ Gertistschwingungen

Zusétzlich zu den bereits erwdhnten Prozessen, kann die Energie
eines angeregten Molekiils auch an Nachbarmolekiile transferiert
werden, beispielsweise durch Stofle, Ladungstransfer oder strah-

lungslosen Transfer (z.B. Forster-Resonanz-Energie-Transfer).

2.1.3 Schwingungsspektroskopie

Verglichen mit elektronischen Ubergingen lassen sich die Ubergén-
ge zwischen verschiedenen Schwingungszustdnden eines Molekiils
durch weitaus geringere Energiebetrdge anregen — typischerweise
0,04 — 0,4¢eV. Dies entspricht dem Energiegehalt von Photonen
im spektralen Bereich von etwa 3 — 33 um bzw. dem mittleren In-
frarot. Auch mit den energetisch dartiber bzw. darunter liegenden
Frequenzbdndern des nahen bzw. fernen Infrarot ldsst sich Spek-
troskopie betreiben (siehe Tabelle 2.1). Die Bedeutung dieser Teilbe-
reiche der Infrarotspektroskopie ist jedoch geringer, verglichen mit
der (klassischen) Schwingungsspektroskopie im mittleren Infrarot —
der Begriff Infrarotspektroskopie wird daher oftmals synonym mit
Schwingungsspektroskopie gebraucht.

Anstelle der Wellenldnge ) ist in der Schwingungsspektroskopie
gewohnlich die Einheit Wellenzahl 7 in Gebrauch.

=== 25
v= o (2.5)

Die Wellenzahl entspricht dem Kehrwert der Wellenldnge — ihre SI-

1 n v
{

Einheit ist m~!, wobei die Einheit cm ™! in der Spektroskopie deutlich
haufiger verwendet wird. Die Wellenzahl beschreibt, etwas anschau-
licher definiert, die Anzahl der Schwingungen n pro Wegabschnitt /,

was gleichbedeutend mit dem Quotienten aus der Frequenz v und
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der Vakuumlichtgeschwindigkeit c; ist.

Molekiilschwingungen lassen sich stark vereinfacht mit dem Mo-
dell des harmonischen Oszillators beschreiben. Ein zweiatomiges
Molekiil wird dabei durch zwei, mit einer mechanischen Feder ver-
bundenen Massen m; und m; repréasentiert. Infolge einer (geringfii-
gigen) Auslenkung = der Massen aus ihrer Gleichgewichtslage stellt
sich entsprechend dem Hookeschen Gesetz eine Riickstellkraft F' ein,

die linear proportional zur Auslenkung ist.

F=—kx (2.6)

Gleichzeitig besteht zwischen der Riickstellkraft /' und der potentiel-

len Energie V des Oszillators der Zusammenhang F' = — 4, woraus
dessen parabolisches Potential resultiert.
L, o
Kombiniert man Gleichung 2.6 mit dem zweiten Newtonschen Ge-
setz F' = ma = mf%?, resultiert daraus eine Differentialgleichung.
d*z

Die reduzierte Masse p = ;"2 ersetzt hierbei die Masse m. Die Lo-

sung dieser Differentialgleichung ergibt sich zu

r = A sin(wt) mitw = 27y = \/E (2.9)
i

Die quantisierten Energieniveaus des harmonischen Oszillators er-
hélt man durch Einsetzen von Gleichung in die Schrodinger-
Gleichung

a1, .,
S —E 2.1
deren Losung sich zu
1
E= (U + 5) hv (2.11)

ergibt, wobei v die Schwingungsquantenzahl (v = 0,1,2,...) ist. Da
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die harmonische Naherung lediglich Uberginge mit Av = +1 zu-
lasst und die Energieniveaus hier gemafs Gleichung dquidistant
liegen, ergibt sich die Energiedifferenz AFE fiir jeden beliebigen Uber-

gang zu

AE ==X, (2.12)
L

wobei v hier, entsprechend Gleichung 2.9]im rechten Teil der Glei-

chung ersetzt wurde.

Es wird deutlich, dass die spektrale Lage eines solchen Schwin-
gungsiibergangs empfindlich sowohl von der Kraftkonstante % ab-
hidngt — deren reale Entsprechung die Stdrke der beteiligten chemi-
schen Bindung ist —, als auch von der Masse der beteiligten Atome.
Ersteres spiegelt sich beispielsweise im Schwingungsverhalten von
Kohlenstoffbindungen wider. Wahrend die Streckschwingung von
C—C-Bindungen im Bereich von etwa 1000 cm ™" beobachtet wird,
treten die Streckschwingungen der stirkeren C=C- und C=C-Bin-

dungen bei etwa 1600 bzw. 2200 cm ™!

auf. Letzteres dagegen wird
in der absorptions-basierten IR-Spektroskopie praktisch genutzt, in-
dem bei Bedarf schweres Wasser (D,O) anstelle des gewohnlichen
Wassers (H,0) als Losungsmittel eingesetzt wird. Dadurch ldsst sich
die storende Absorption von H,O im Bereich der Amid-Banden

spektral zu geringeren Frequenzen bzw. Wellenzahlen verschieben.

Die bis hierher genutzte Beschreibung des Schwingungsverhal-
tens chemischer Bindungen mittels eines linearen harmonischen Os-
zillators stellt eine praktikable, jedoch nur grobe Ndherung des rea-
len Verhaltens dar. Eine bessere Beschreibung gelingt beispielsweise
mithilfe des anharmonischen Oszillators. Dieser berticksichtigt die
abstoflenden Krifte zwischen den Atomen ebenso, wie eine mogli-
che Dissoziation der chemischen Bindung. Das Potential eines anhar-
monischen Oszillators kann in guter Ndherung mithilfe einer Morse-

funktion dargestellt werden:

ke
2D,

wobei D, der zur Dissoziation der chemischen Bindung nétigen

V(r) = D, [1 — =] mita = (2.13)
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Energie und r. dem Gleichgewichtsabstand entspricht. Die Konstan-
te a selbst ergibt sich aus der Kraftkonstante £, im Minimum des
Morsepotentials und D.. Eine wichtige Konsequenz der anharmoni-
schen Naherung ist, dass auch Uberginge mit Av = +1,42 43, ...
erlaubt sind, entsprechend der Beobachtung, dass reale Molekiile
zusitzliche Absorption durch Schwingungsanregung von Oberto-
nen aufweisen konnen. Andere ebenfalls geeignete Potentiale sind

beispielsweise das Lennard-Jones- und das RKR-Potential.

Die Spektroskopie von Schwingungszustidnden geschieht typi-
scherweise analog zur UV /Vis-Spektroskopie durch Messung der
Absorption einer Probe im MIR. Dispersive Messverfahren wurden
dabei weitestgehend von Fourier-Transformations-Infrarot-Spektro-
metern (FTIR-Spektrometer) verdrdngt, die sich vor allem durch
einen hohen Geschwindigkeitsvorteil und ein besseres Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis auszeichnen. Weiterhin problematisch ist jedoch
die sehr hohe Absorption von Wasser im MIR, weshalb die Schicht-
dicke biologischer Proben oftmals nur wenige Mikrometer betragen
darf. Bedingt durch seine langen Wellenldngen und einer damit ein-
hergehenden optischen Auflosung im Mikrometerbereich eignet sich
MIR-Licht nur in Ausnahmefillen fiir die Mikroskopie. Daher ist es
lohnend, auf eine weitere Methode der Schwingungsspektroskopie
zuriickzugreifen: die Raman-Spektroskopie.

Im Gegensatz zur IR-Spektroskopie basiert die Raman-Spektro-
skopie nicht auf der Absorption von Strahlung im MIR, sondern auf
der inelastischen Streuung von Photonen an einem Molekiil. Wie in
Abbildung skizziert, wechselwirkt ein einfallendes Photon hy;
mit einem Molekiil im Zustand M (E;). Fiir einen sehr kurzen Zeit-
abschnitt befindet sich das System (Molekiil inklusive Photon) in
einem, formal als ,virtuell” bezeichneten Zustand F, = hy; + E;,
dessen geringe Stabilitdt lediglich Lebensdauern von wenigen Fem-
tosekunden erlaubt. In diesem Zustand findet ein Energieaustausch
zwischen Photon und Molekiil statt — bei Raumtemperatur gewohn-
lich vom Photon auf das Molekiil, selten umgekehrt —, wobei die
Gesamtenergie des Systems konstant bleibt. Anschlieffend verldsst

das Photon mit verdndertem Energiegehalt hvy und verdnderter
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Abbildung 2.3: Darstellung des Raman-Streuprozesses. Das einfallende
Photon (griin) wechselwirkt mit der Elektronenwolke eines zweiatomigen
Molekiils (grau). Wahrend der Lebensdauer des daraus resultierenden vir-
tuellen Zustandes kommt es zum Energieaustausch zwischen dem Photon
und dem Molekiil, wodurch sich sowohl die Wellenldnge, wie auch die
Ausbreitungsrichtung des Photons (rot) dndert.

Ausbreitungsrichtung das ebenfalls in einem anderen Energiezu-
stand M (Ey) vorliegende Molekiil. Die transferierte Energiemenge
AFE = hvy — hy; = Ey — E; entspricht dabei exakt dem, fiir einen
Rotations- oder Schwingungsiibergang im Molekiil benétigten Ener-
giequantum, wobei im Folgenden lediglich Schwingungsiibergiange
berticksichtigt werden.

Die klassische Beschreibung des Raman-Effektes basiert auf der
Annahme einer Wechselwirkung zwischen dem elektrischen Feld ei-
nes Photons und der Elektronenwolke eines Molekiils. Letzteres rea-
giert auf ein elektrisches Feld durch Verzerrung seiner Struktur, in-
dem die Atomkerne der attraktiven Wechselwirkung mit dem nega-
tiven elektrischen Pol folgen und umgekehrt die Elektronen des Mo-
lekiils zum positiven elektrischen Pol gezogen werden. Die raumli-
che Position der Ladungsschwerpunkte von Atomkernen und Elek-
tronen wird in Folge auseinandergezogen. Dies fiihrt zur Ausbil-
dung eines induzierten Dipolmoments /;,,4, welches als Produkt aus
der Polarisierbarkeit o des Molekiils und der auf das Molekiil wir-

kenden elektrischen Feldstirke £ dargestellt werden kann:

Mind = E (2.14)

Das induzierte Dipolmoment iiberlagert dabei mit einem eventuell
bereits vorhandenen permanenten Dipolmoment y,,, zu einem Ge-

samtdipolmoment j¢gs:
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Hges = Hperm + ing = Hperm +a- U (215)

Die Starke des elektrischen Feldes ' des Photons ist dabei nicht kon-
stant, sondern oszilliert mit einer bestimmten Frequenz v:

E = Eycos (2mut) (2.16)

Das im Molekiil erzeugte induzierte Dipolmoment 4 oszilliert daher
ebenfalls:

Mges - /szerm _'_ O{EOCOS (27Tyot> (2.17)

Die Polarisierbarkeit o eines Molekiils ldsst sich durch einen Ten-
sor 2. Stufe «;; ausdriicken. Die einzelnen Komponenten des Ten-
sors hdngen stark von der Symmetrie des Molekiils ab. Eine detail-
lierte Betrachtung der Tensorkomponenten ist fiir das Verstandnis
des Raman-Effekts vorerst nicht notwendig. Wichtig dagegen ist die
Feststellung, dass die Polarisierbarkeit und damit auch das Dipolmo-
ment eines Molekiils Funktionen der Kern- und Elektronen-Koordi-
naten sind. Unter der Einschrankung, dass die Frequenz des einfal-
lenden Photons 1, nicht in Resonanz mit einem elektronischen oder
vibronischen Ubergang des Molekiils steht, reduziert sich jene Ab-
hangigkeit in guter Naherung auf nur noch die Kernkoordinaten. Die
Auslenkung der Kerne aus ihrer Gleichgewichtslage ist unter diesen
Bedingungen hinreichend gering, dass die Elektronen der Kernbe-
wegung quasi instantan folgen. Entwickelt man nun sowohl das per-
manente, wie auch das induzierte Dipolmoment in einer Taylorrei-
he nach den Kernkoordinaten um deren Gleichgewichtslage, bricht
nach dem linearen Term ab und formuliert die Auslenkung als Sum-
me tber alle 3Q) — f (mit f = 5 fiir lineare und f = 6 fiir nichtlineare
Molekiile) moglichen Normalmoden ¢,, eines Molekiils mit () Ato-

men, so erhilt man:

B Bfo alu
Hperm (q) = Hperm (0) + Z D0 an (2.18)
n—1 dn 0
SQ_f aa
i (@) = 0 (0) + ) (W) In (2.19)
n=1 n/0

Hierbei sind jiperm (0) und a;; (0) das permanente Dipolmoment bzw.
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die Polarisierbarkeit des Molekiils in seiner Gleichgewichtslage, d.h.
keiner der Atomkerne wurde aus seiner Gleichgewichtsposition aus-
gelenkt (¢, = 0). Unter der bereits zuvor formulierten Bedingung
einer nur geringen Auslenkungen der Atomkerne aus ihrer Gleich-
gewichtsposition, ldsst sich die zeitliche Entwicklung der Normal-

moden g, als einfache harmonische Schwingung ausdriicken:

Gn (t) = qnocos (2mupt) (2.20)

mit ¢, o und v, als Amplitude bzw. Frequenz der n-ten Normalmode.

Werden nun Gleichung 2.18} 2.19|und 2.20|in Gleichung ein-

gesetzt, so erhdlt man einen Ausdruck fiir zeitabhdngige Gesamtdi-

polmoment i, () eines Molekiils:

Hges = Hperm (0)

3Q_f 8ILL
+ Z (8_> qn,0C08 (2TVpt)
— an /g

2.21)
+ a5 (0) Eycos (2mvgt)

3Q—f v
+ Ey Z ( 8qw ) 0 qn,0C0S (2T1t) cos (2mvy,t)
n=1 n

Unter Berticksichtung des trigonometrischen Zusammenhangs

cos (z) cos (y) = 5 [cos (x — y) + cos (z + y)] (2.22)

erhilt man schliefSlich den Ausdruck:

Hges = Hperm (0)

Sfo au
+ (—) qn,0C08 (2mV,t)
; 94n/ o
+ ;5 (0) Eycos (2mupt)
E() i aaij
2 oqy,

n=1

>0 Gno [cos (2 (Vg — V) t) + cos (27 (Vg + vp) T)]

(2.23)
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Abbildung 2.4: Darstellung von Raman- und Rayleigh-Streuung im Ener-
giediagramm.

Die ersten beiden Terme in Gleichung beschreiben das perma-
nente Dipolmoment des Molekiils. Der statischen Anteil der Atom-
kerne in Gleichgewichtslage findet dabei im ersten Term seine Ent-
sprechung, wiahrend der zweite Term den verdnderlichen Anteil der
schwingenden Atomkerne berticksichtigt und somit auch fiir das IR-
Spektrum des Molekiils verantwortlich ist. Der dritte Term besitzt
eine Abhdngigkeit von der Polarisierbarkeit des Molekiils. Er be-
schreibt ein, durch einfallende Photonen induziertes Dipolmoment,
welches mit der Ursprungsfrequenz 1, der einfallenden Photonen
oszilliert und folglich Photonen der gleichen Frequenz 1, erzeugt.
Der dritte Term stellt folglich die Rayleigh-Streuung von Photonen
an Molekiilen dar. Der vierte Term beschreibt dhnlich dem dritten
Term ein, durch einfallende Photonen induziertes, oszillierendes Di-
polmoment. Die Frequenz des Dipols stellt sich dabei als Mischung
der Frequenz des einfallenden Photons v, und der Frequenz einer
Schwingungsmode v, dar. Der vierte Term beschreibt somit den
Raman-Effekt, welcher die Energie eines Photons um ein Energie-
quantum €2, einer Molekiilschwingung vermindert (Stokes-Signal
bzw. 1y —v,,) oder erhoht (Anti-Stokes-Signal bzw. v +1,,). Abbildung
stellt die beiden Raman-Prozesse im Energiediagramm anschau-
lich der Rayleigh-Streuung gegentiber.
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Aus Gleichung lassen sich zwei wichtige Beobachtungen fiir
den Raman-Effekt ableiten. Zunéchst fallt auf, dass Raman-Spektren
zwei Zweige besitzen (Stokes- und Anti-Stokes-Zweig), die beide
den gleichen Informationsgehalt beziiglich der Raman-aktiven Mo-
den des Molekiils enthalten. Allerdings weist der Stokes-Zweig (bei
Raumtemperatur) eine deutlich hohere Intensitit gegeniiber dem
Anti-Stokes-Zweig auf, sodass in Experimenten typischerweise nur
ersterer berticksichtigt wird. Die Erkldarung fiir diesen Unterschied
liegt in der molekularen Besetzungsverteilung der Schwingungszu-
stinde, welche einer Boltzmann-Verteilung folgt. Bei Raumtempe-
ratur befinden sich nahezu alle Molekiile im Schwingungsgrundzu-
stand, was lediglich die Erzeugung eines Stokes-Signals zuldsst. Fiir
Anti-Stokes-Signale dagegen sind Molekiile im schwingungsange-
regten Zustand erforderlich, welche jedoch erst bei hoheren Tempe-

raturen in geniigender Anzahl vorliegen.

Schliefilich ldsst sich Gleichung entnehmen, dass IR- und
Raman-Spektroskopie zwar vergleichbare Informationen liefern, je-
doch auf vollig unterschiedlichen Prinzipien beruhen. Wahrend die
Anderung des molekularen Dipolmoments bei Auslenkung der Ker-
ne aus ihrer Gleichgewichtslage <% # 0) einer Schwingungsmode
ihre IR-Aktivitdt verleiht, zeigen Raman-aktive Schwingungsmoden
eine Anderung der Polarisierbarkeit bei Auslenkung der Kerne aus
ihrer Gleichgewichtslage (% # O) . In der Praxis entscheidet in ers-
ter Linie die Symmetrie eines Molekiils iiber die Raman- und IR-
Aktivitdt einer Schwingungsmode. Wahrend Schwingungsmoden in
niedersymmetrischen Molekiilen sowohl Raman-, als auch IR-aktiv
sein konnen, gilt in hochsymmetrischen Molekiilen (solche mit In-
versionszentrum) ein Ausschlussverbot, sodass Schwingungsmoden
hier entweder Raman- oder IR-aktiv ist. Die Schwingungsmoden ho-
monuklearer zweiatomiger Molekiile sind immer ausschliefdlich Ra-

man-aktiv, da sie kein permanentes Dipolmoment aufweisen.

Einer der grofiten Vorziige des Raman-Effekts ist seine (prinzipi-
elle) Unabhédngigkeit von der Frequenz (Wellenldnge) der einfallen-
den Photonen. Die Wellenldnge der Anregungsstrahlung ldsst sich
daher den experimentellen Bedingungen anpassen, wobei folgende

Punkte bedacht werden sollten:
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22

e Sensitivitit: Die Intensitit des Raman-Effektes skaliert mit der

negativen vierten Potenz der Anregungswellenlinge
(IRaman ~ A™*). Kiirze Anregungswellenldngen (z.B. UV-Licht)
erzeugen daher sehr viel intensivere Raman-Signale. Auch wei-
sen die oftmals zur Detektion eingesetzten Photoelektronen-
vervielfacher (engl. photomultiplier tube, PMT) ihr Empfindlich-
keitsmaximum gewohnlich im Spekralbereich der kurzen Wel-

lenldngen auf.

Fluoreszenz: Insbesondere Anregungswellenldngen im sicht-
baren Spektralbereich kénnen Fluoreszenz erzeugen, deren In-
tensitdt die des Raman-Signals leicht um mehrere Grofsenord-
nungen iibersteigt und spektral mit demselben iiberlappt. An-
regungswellenldngen im roten Spektralbereich oder NIR mini-
mieren das Auftreten von Fluoreszenz. Dem gegentiber verhin-
dern Anregungswellenldngen im UV zwar nicht das Auftre-
ten von Fluoreszenz, jedoch konnen Raman- und Fluoreszenz-
signal hierbei aufgrund der fiir Fluoreszenz hoheren Stokes-
Verschiebung oftmals spektral getrennt detektiert werden.

Resonanz: Wird die Anregungswellenldnge nahe (praresonant)
oder identisch (resonant) zur Wellenldnge eines elektronischen
Ubergangs gewihlt, so fiihrt dies zur Verstarkung der Raman-
Signale um mehrere Grofienordnungen. Verstarkt werden je-
doch nur Raman-Signale von Schwingungsmoden des Chro-
mophors, dessen elektronischer Ubergang induziert wird.
(Pra-)Resonanz-Raman-Spektren zeigen daher nur einen Aus-
schnitt des gesamten Raman-Spektrums des Analyten. Gerade
tiir Proteine muss dies jedoch keinen Nachteil darstellen, da ih-
re (nicht-resonanten) Raman-Spektren durch eine Vielzahl von
Signalen des Proteinriickgrats ohnehin nur schwer interpre-
tierbar sind. Insbesondere die Resonanz-Raman-Spektroskopie
setzt besondere Vorsicht voraus, um die Probe nicht durch zu
intensive Strahlenbelastung zu schidigen. Eine Kiithlung oder
der permanente Austausch bzw. eine Umwilzung der Probe
konnen dabei Abhilfe schaffen.

Strahlenschiden: Da der Raman-Effekt nur sehr schwach ist,
werden hohe Intensititen der Anregungsstrahlung benétigt,
um in iiberschaubarer Zeit geniigend Signal zu detektieren.
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Kurze Anregungswellenldngen erhohen dabei die Gefahr einer

Photodegradation der Probe.

e Ortsauflésung: Im Fall von Raman-Mikroskopie sollte bedacht
werden, dass die Aufldsung des Mikroskops unter Anderem
mafigeblich von der Wellenldnge der eingesetzten Anregungs-
strahlung abhéngt (siehe auch Kapitel 2.4.2).

2.2 Nicht-lineare Optik

2.21 Einfiihrung

Die nicht-lineare Optik ist ein Teilbereich der Optik, welcher sich vor-
nehmlich mit der Wechselwirkung von intensivem Licht mit Materie
befasst. Sie umfasst Phianomene, die im gewdohnlichen Alltag nicht
beobachtet werden, da die hier auftretenden Lichtintensitaten (ein-
schliefilich der von Sonnenlicht) vergleichsweise gering sind. Unter
diesen milden Umstdnden ist die Annahme eines linearen Zusam-
menhangs zwischen der Polarisation der molekularen Elektronen-
wolke P und der elektrischen Feldstirke eines Strahlungsfeldes E
durchaus gerechtfertigt, sodass sie als

P=¢ YV -E (2.24)
formuliert werden kann, mit €, als Dielektrizitdtskonstante des Va-
kuums und yV als dielektrischem Suszeptibilititstensor 1. Ordnung
(nicht zu verwechseln mit der Tensorstufe). Die Suszeptibilitat bzw.
der Suszeptibilitdtstensor kann hierbei als ein Maf fiir die, vom aus-
gelenkten Elektron verspiirte Riickstellkraft interpretiert werden.
Ahnlich dem Hookeschen Gesetz, welches als Niherung ebenfalls
fiir nur geringe Auslenkungen aus der Ruhelage gilt, impliziert Glei-
chung eine harmonische Oszillationen der Elektronen. Unter
diesen Umstdnden verdndert sich die Frequenz bzw. Wellenldnge
von Strahlung bei Wechselwirkung mit Materie nicht und es gilt das
Prinzip der Superposition, sodass zwei Strahlungsfelder unterein-
ander wechselwirkungsfrei bleiben, wahrend sie mit der gleichen

Materie wechselwirken.
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Bereits die Beobachtung, dass Atome ionisierbar sind — Elektro-
nen also aus der Atomhiille entfernt werden kénnen —, widerspricht
der allgemeinen Giiltigkeit von Gleichung Elektronen kénnen
offensichtlich nicht beliebig weit weg vom Atomkern ausgelenkt
werden und dennoch harmonische Oszillationen um denselben aus-
fithren. Mit zunehmender elektrischer Feldstarke des Strahlungsfel-
des E muss auch die anharmonische Antwort der Polarisation P an-
wachsen. Dieses nicht-lineare Verhalten wird typischerweise durch
eine Taylor-Entwicklung der Polarisation beschrieben:

P=c¢ [X(l)E + <x(2>1§> E+ <<x<3)E> E) E+.. ] (2.25)

Man erkennt leicht, dass Gleichung lediglich ein Spezial-
fall von Gleichung ist — fiir kleine Feldstirken E geht Glei-
chung in guter Ndherung in Gleichung tiber, zumal die
Suszeptibilititen hoherer Ordnung gegeniiber der Suzeptibilitét ers-
ter Ordnung um Groéfenordnungen geringer ausfallen (y( ~ 1,
x? = 1072mV~1, x® =~ 107"m2?V~2). Die mit Hochleistungs-
lasern erreichbaren elektrischen Feldstirken des Strahlungsfeldes
sind dagegen zu hoch, als dass die Polarisationstherme hoherer Ord-
nung vernachldssigt werden diirfen. Dies gilt insbesondere fiir so ge-
nannte nicht-lineare Materialien (z.B. Beta-Bariumborat, BBO), deren
Suzeptibilititen hoherer Ordnung beachtliche Werte erreichen kon-
nen. Die anharmonischen Beitrdge der Polarisation fithren zu einer
bemerkenswerten Konsequenz: die induzierten Dipole kdonnen mit
verschiedenen Frequenzen oszillieren — auch solchen, die im Spek-
trum der Anregungsstrahlung nicht enthalten sind. Das Superposi-
tionsprinzip ist hierbei nicht mehr ldnger giiltig, sodass verschiede-
ne Strahlungsfelder miteinander wechselwirken kénnen. Einige der
sehr niitzlichen Konsequenzen daraus werden im Folgenden néher
betrachtet.

2.2.2 Summen- und Differenzfrequenzerzeugung

Die anharmonische Antwort der Polarisation P auf die elektrische
Feldstirke E erlaubt es, die Frequenzen sich raumlich iiberlagern-
der Strahlungsfelder zu mischen und so neue Strahlungsfelder an-

derer Frequenzen zu erzeugen. Werden nur Polarisationstherme bis
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zur zweiten Ordnung berticksichtigt

—

P=e [X“)E + (X<2>E> E] (2.26)

und zwei sich in z-Richtung ausbreitende, tiberlagernde Strahlungs-
felder als ebene Wellen beschrieben

E = Elcos (u)lt + lgl,?) + EQCOS ((Ugt + EQZ_’) (2.27)

so erzielt Einsetzen von Gleichung in Gleichung folgenden
Ausdruck fiir die induzierte Gesamtpolarisation:

P = eox(l) [Elcos (wlt + Eﬁ’) + Egcos (Cdgt + EQZ)]
+ 60X(2) [Efcosz (wlt + Eﬁ) + ESCOSQ ((Uzt + EgZ)] (2.28)
+ eox? [2E1E2COS (wlt + /%Z) cos (th + I;QZ)}
Werden nur die Polarisationstherme zweiter Ordnung betrachtet —
die Auswirkung des Polarisationstherms erster Ordnung wurde be-

reits in Kapitel erldutert —, sowie die trigonometrischen Zusam-

menhdnge

cos® (z) = = (1 + cos (27)) (2.29)

DO | —

und

cos (x) - cos (y) = % [cos (x + y) + cos (x — y)] (2.30)

berticksichtigt, so ergibt sich fiir die nicht-lineare Polarisation zwei-

ter Ordnung folgender Ausdruck:

1= 1=

1 - 1= .
+ 60X(2) §Efcos <2w1t + QkIZ) + §E§cos <2w2t + 2]{:22’)]
+ on(2) ElﬁQCOS ((wl + (A}Q) t + (El + EQ) 5)}

+ eox? _51E2C08 <(w1 — wo)t + (El — Eg) Zﬂ

(2.31)
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Der frequenzunabhingige erste Term in Gleichung wird als
optische Gleichrichtung bezeichnet und erzeugt ein statisches elek-
trisches Feld im nicht-linearen Material. Der Effekt wird in umge-
kehrter Weise zur Realisierung von Pockelszellen verwendet, indem
ein extern erzeugtes elektrisches Feld die Polarisation des Mediums
verdndert und es so doppelbrechend werden ldsst. Die folgenden
zwei Terme (zweiter und dritter Term der Gleichung beschrei-
ben den Effekt der Frequenzaddition. Dabei ist sowohl eine Additi-
on der Frequenzen beider Strahlungsfelder moglich (w; + ws), was
durch den dritten Term ausgedriickt und typischerweise als Sum-
menfrequenzerzeugung (SFG, engl. sum frequency generation) bezeich-
net wird, als auch die Frequenzaddition innerhalb desselben Strah-
lungsfeldes (2w = wy + w; und 2wy = w, + wy), was durch den zwei-
ten Term ausgedriickt und typischerweise als Frequenzverdopplung
(SHG, engl. second harmonic generation) bezeichnet wird. Der vierte
Term in Gleichung schlieflich beschreibt die Frequenzsubtrak-
tion (w; — we), welche gewohnlich als Differenzfrequenzerzeugung
bezeichnet wird (DFG, engl. difference frequency generation). Da an al-
len vier Prozessen jeweils drei Strahlungsfelder beteiligt sind (im Fall
der SHG zahlt das urspriingliche Strahlungsfeld zweifach), werden
diese Prozesse auch allgemein als Drei-Wellen-Mischung bezeichnet.

Die nicht-lineare Wechselwirkung zweier Strahlenfelder erzeugt
nach Gleichung bis zu vier weitere Strahlenfelder. Es sei an
dieser Stelle angemerkt, dass die erwdhnten Prozesse prinzipiell
auch riickwirts ablaufen konnen. Uber die Wahl der experimen-
tellen Parameter ldsst sich beeinflussen, welcher dieser Drei-Wellen-
Mischungsprozesse in welche Richtung besonders effizient ablauft.
Neben der Energieerhaltung spielt hierbei (wie allgemein bei allen
nicht-linear optischen Prozessen) vor allem die Impulserhaltung eine
bedeutende Rolle. Mit w3 = w; + ws und p'= hk ergibt sich:

hwg = hwl + hw2 (232)
hks = hky + ks + RAK (2.33)

Der Fehlerterm Ak kann dabei als Impulsunschérfe im Sinne der
Orts-Impuls-Unschérfe (Ax - Ap > h/2) verstanden werden.
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Eine Moglichkeit Gleichung zu erfiillen besteht darin, sehr
diinne, optisch nicht-lineare Materialien zu verwenden. Dies fiihrt
zu einer scharfen Lokalisation des Konversionsprozesses (Az — 0),
wodurch die Unschirfe von fiks geniigend erhoht wird, um Glei-
chung zu erfiillen. Die Effizienz des Konversionsprozesses fallt
unter diesen Umstdnden jedoch minimal aus, da sie quadratisch mit
der Wegldnge des Strahls durch das nicht-lineare Material skaliert.
Auf diese technische Losung wird daher nur in Ausnahmefillen zu-
riickgegriffen. Hohere Konversionseffizienzen erhélt man beispiels-
weise durch Phasenanpassung in optisch anisotropen Kristallen, wie

sie im folgenden Kapitel beschrieben wird.

2.2.3 Phasenanpassung in optisch anisotropen Kristal-

len

Die Effizienz nicht-linear optischer Effekte wachst mit der kohédren-
ten Interaktionsldnge der Strahlungsfelder im nicht-linear optischen
Material, sofern erzeugende und resultierende Wellen eine phasen-
bzw. geschwindigkeitsgleiche Ausbreitung zeigen. Die Erfiillung
dieser Voraussetzung ist jedoch keinensfalls selbstverstdandlich, wie
eine Erweiterung von Gleichung um die Definition des Wellen-
vektors k = on (w) verdeutlicht. Mit n (w) als wellenldngenabhén-
gigem Brechungsindex verdndert sich die Impulserhaltungsbedin-

gung zu

En (ws) = htn (wi) + h2n (ws) + hAK | (2.34)
Co Co Co

Aus der Forderung einer vernachldssigbar geringen Phasenfehlan-
passung (Ak — 0) folgt nach Vereinfachung des Ausdrucks schlief-
lich mit

w3n (w3) = win (wy) + won (we) Mit wg > we > wy (2.35)

eine Bedingung, welche zeitgleich mit der Energieerhaltung (siehe
Gleichung und normalem Dispersionsverhalten (Z_Z > 0) in
optisch isotropen Materialien nicht eingehalten werden kann. Ei-
ne Ausnahme bilden Bereiche elektromagnetischer Uberginge auf-

grund der hier auftretenden anomalen Dispersion. In der Praxis
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....... / A4 o AuBerordentlicher Strahl
E A v (horizontale Polarisation)

3 O »  Ordentiicher Strahl
R (senkrechte Polarisation)

/ " Optische Achse

Abbildung 2.5: Darstellung der Auswirkung optischer Anisotropie auf
einen transmittierten Lichtstrahl.

kommt dieser Moglichkeit jedoch keine nennenswerte Bedeutung
zu, da sie mit der unerwiinschten Absorption von erzeugenden bzw.
resultierenden Wellen gekoppelt ist. In der Praxis weisen erzeugen-
de und resultierende Wellen in isotropen Materialien daher unter-
schiedliche Ausbreitungsgeschwindigkeiten auf, sodass es durch In-

terferenz zur Ausloschung der resultierenden Welle kommt.

Dieses Dilemma kann durch den Einsatz optisch anisotroper
(doppelbrechender) Kristalle umgangen werden. Ermoglicht wird
dies durch einen hier gegebenen tensoriellen Zusammenhang (an-
statt eines skalaren, wie im optisch isotropen Fall) zwischen dem
elektrischen Feld der elektro-magnetischen Strahlung und der im
Kristall induzierten Polarisation. Als Konsequenz zeigen optisch ani-
sotrope Kristalle entlang ihrer Kristallhauptachsen unterschiedliche
Brechungsindices. Fiir diese Kristalle lassen sich optische Achsen de-
finieren, entlang derer die Transmission elektromagnetischer Strah-
lung unabhéngig von ihrer Polarisation verlduft. Entsprechend der
Anzahl dieser Achsen wird zwischen uniaxialen (1 optische Achse,
ny = n, # n.) und biaxialen (2 optische Achsen, n, # n, # n, # n,)
Kristallen unterschieden. Uniaxialen Kristallen kommt hierbei die
grofsere Bedeutung zu, sodass biaxiale Kristalle in der weiteren Be-
trachtung nicht berticksichtigt werden.

Sofern die Transmission nicht entlang der optischen Achse er-
folgt, fithrt die doppelbrechende Eigenschaft des Kristall zu einem
polarisations-abhiangigem Transmissionsverhalten, wie es in Abbil-
dung 2.5 dargestellt ist. Entscheidend ist dabei die Polarisation der
elektro-magnetischen Welle relativ zu einer Ebene, welche von der
optischen Achse und der Ausbreitungsrichtung der Welle im Kristall
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selbst aufgespannt wird. Die senkrecht zu dieser Ebene polarisierte
Komponente der Welle wird als ordentlicher (engl. ordinary) Strahl
bezeichnet. Er folgt dem Snellius-Brechungsgesetz und erfahrt unab-
hédngig vom Transmissionswinkel § zwischen der Ausbreitungsrich-
tung der Welle und der optischen Achse des Kristalls den ordentli-
chen Brechungsindex n,,.

Die parallel zu jener Ebene polarisierte Komponente der Welle
wird als aufSerordentlicher (engl. extraordinary) Strahl bezeichnet. Er
folgt nicht dem Snellius-Brechungsgesetz und erfahrt wahrend der
Transmission einen, vom Transmissionswinkel § abhdngigen Brech-
ungsindex n (), welcher sich in Form einer Ellipsengleichung als
gewichtete Summe des ordentlichen und aufierordentlichen Bre-
chungsindex darstellt:

1 cos* () = sin®(0)
n2(0)  n2 nz

(2.36)

Ein Verkippen des Kristalls (gleichbedeutend mit einer Anderung
der Transmissionswinkels 6 der Welle im Kristall) erlaubt es folg-
lich, den Brechungsindex des aufierordentlichen Strahles n (¢) belie-
big zwischen den Werten fiir den ordentlichen bzw. aufierordentli-
chen Brechungsindex n, bzw. n. zu variieren. Unter der besonderen
Voraussetzung, dass der x?-Tensor des doppelbrechenden Kristalls
eine senkrecht zur Polarisation der erzeugenden Wellen orientierte
Antwort der nicht-linearen Polarisation des Kristalls erzeugt, kann
durch geeignete Wahl von 6 die Phasenanpassungsbedingung (siehe
Gleichung erfillt werden.

2.2.4 Optischer Kerr-Effekt

Der optische Kerr-Effekt ist ein Sonderfall des Kerr-Effektes und be-
schreibt die Materialantwort infolge des intensiven elektrischen Fel-
des eines Laserpulses in Form einer Variation des Brechungsindex.
Er ist von entscheidender Bedeutung fiir die passive Modenkopp-
lung in Festkorper-Lasern (siehe Kapitel und spielt auch bei
der Weifllichterzeugung (siehe Kapitel eine wichtige Rolle.
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Die Auswirkung des Kerr-Effektes auf den Brechungsindex wird
oftmals als Taylor-Reihen-Entwicklung des Brechungsindex n dar-
gestellt, mit I als Intensitdt der einfallenden elektromagnetischen
Strahlung. Fiir den optischen Kerr-Effekt als Sonderfall des Kerr-
Effektes sind dabei nur die Terme nullter und zweiter Ordnung von
Interesse:

n =ngy+ nal . (2.37)

Hintergrund dieser Formulierung ist die Abhdngigkeit des Brech-

ungsindex von der Suzeptibilitdt des Mediums:

n=y1+y (2.38)

Angelehnt an Gleichung lasst sich die Suzeptibilitat x des Me-
diums als Summe des linearen Beitrags x, und eines zusammen-
gefassten, nicht-linearen Beitrags xn; ausdriicken, wobei letzterer
eine Abhingigkeit von der elektrischen Feldstirke E der elektro-
magnetischen Strahlung zeigt. Da das betrachtete Medium als op-
tisch isotrop angenommen wird, entfallen aus Symmetriegriinden

alle Polarisationstherme geradzahliger Ordnung:

P =€y [X(I)E + ((X(3)E> E) E]
— o 1+ xwr(B)| E (2.39)

—

= eox(E)E .

Die Kombination der Gleichungen [2.37/und [2.39 zeigt, dass die An-
nahme eines konstanten Brechungsindex im Fall hoher Lichtintensi-

taten nicht mehr langer giiltig ist:

n = \/ 14+ xz + xvi(E) . (2.40)

Typischerweise nimmt der Brechungsindex des Mediums mit
steigender Intensitdt der elektromagnetischen Strahlung zu. Laser-
pulse, deren laterales (senkrecht zur Ausbreitungsrichtung) Intensi-
tatsprofil gewohnlich einer Gauss- oder sech®-Verteilung entspricht,
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Abbildung 2.6: Darstellung der Auswirkung des Kerr-Effektes auf die Wel-
lenfront eines Laserpulses.

erfahren daher im Zentrum, dem Punkt grofiter Intensitit, einen ho-
heren Brechungsindex des Mediums, als an den vergleichsweise in-
tensitdtsschwachen Flanken (vergleichbar der Wirkung einer Gradi-
entenlinse). Das Zentrum des Laserpulses bewegt sich daher langsa-
mer durch das Medium, als es fiir dessen Flanken der Fall ist. Wie
in Abbildung [2.6| skizziert, bewirkt die daraus resultierende Kriim-
mung der Wellenfront eine Fokussierung des Laserstrahls, weshalb
in diesem Zusammenhang oftmals von einer Kerr-Linse gesprochen

wird.

Kerr-Linsen finden hdufig Anwendung in Femtosekunden-Fest-
korperlasern, in welchen sie die passive Modenkopplung initiieren.
Da cw-Strahlung im Gegensatz zu Laserpulsen zu schwach ist, um
eine Kerr-Linse zu induzieren, erfihrt erstere bei geeigneter Reso-
natorkonfiguration keine ausreichende Verstarkung, sodass sich der
Pulsbetrieb des Lasers gegeniiber dem cw-Betrieb durchzusetzen

vermag.

2.2.5 Weifilichterzeugung

Fiir die transiente Absorptionsspektroskopie sind kurze, spektral
sehr breite Weifilichtpulse zur Abtastung molekularer Zustdnde von
Vorteil. Sie erlauben die Registrierung eines gesamten Spektrums pro
Durchgang, was sich verkiirzend auf die Messdauer und die Strah-
lenbelastung der Probe auswirkt. Bislang sind nur Femtosekunden-
Laser technisch in der Lage derart kurze Lichtpulse zur Verfiigung
zu stellen. Die von ihnen erzeugten Pulse gelten zwar mit etwa 10nm

als spektral sehr breit — in Relation zu den extrem schmalbandigen
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(< 0,01nm) cw-Einzelmodenlasern der Raman-Spektroskopie eine
durchaus zutreffende Beschreibung —, sind jedoch immer noch zu
schmalbandig, um das etwa 600nm breite Spektrum der UV /Vis-
Spektroskopie ( 200-800 nm) auch nur ndherungsweise abzudecken.
Die gezielte spektrale Verbreiterung von Femtosekunden-Laserpul-
sen spielt daher fiir die transiente Absorptionspektroskopie eine be-
deutende Rolle.

Das als Weifilichterzeugung (teilweise auch Superkontinuumge-
nerierung genannt) bekannte Verfahren basiert im Wesentlichen auf
dem Effekt der Selbstphasenmodulation [15, 16]. Die Phase ® (¢) ei-

nes in z-Richtung propagierenden Laserpulses ist gegeben durch:

O (t) = wot — kz = wot — 2)7\?_0,2” (1) . (2.41)
Die Momentanfrequenz w (¢) ergibt sich aus der zeitlichen Ableitung
der Phase des Laserpulses:

w(t):%it):wo—?—ozd"d—ff). (2.42)
Wie in Kapitel bereits beschrieben, zeigt der Brechungsindex
ein, von der Intensitdt des Lichtpulses abhédngiges Verhalten. Die
Propagation eines Laserpulses durch ein Medium erzeugt somit an
einem bestimmten Punkt eine zeitliche Modulation des Brechungsin-
dex, indem dieser gemafs Gleichung dem Intensitdtsverlauf des
Pulses folgend zundchst ansteigt und danach wieder abfillt. Unter
der Annahme eines Gauss-formigen Intensitdtsverlaufes des Pulses

mit der Zeit

t2
I(t) = Ihe (_ 72) (2.43)

ergibt sich fiir die zeitliche Anderung des Brechungsindex unter

Kombination von Gleichung und

t2
dn(I)  dI(t) _2n2[0t6(_§)
dt 12 dt T2
Die Kombination von Gleichung und liefert schliefslich

einen Ausdruck fiir die Auswirkung der Selbstphasenmodulation:

(2.44)
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t2
27z 2no It <__2>
w (t) = wo + A—O%e T (2.45)

Das Intensitatsmaximum des Laserpulses ist nach Gleichung
auf t = 0 zentriert. Fiir diesen Zeitpunkt gilt nach Gleichung
w (t) = wp. Die spektrale Verbreiterung des Pulses erfolgt vor allem
an den Pulsflanken. Fiir die ansteigende Flanke (¢ < 0) wird der
zweite Term in Gleichung 2.45|negativ, sodass hier w (t) < wy gilt. An
der ansteigenden Pulsflanke werden somit neue, zur Ursprungsfre-
quenz geringere bzw. rotverschobene Frequenzen erzeugt. In glei-
cher Weise entstehen an der abfallenden Flanke (¢ > 0) neue, zur
Ursprungsfrequenz hohere bzw. blauverschobene Frequenzen, ent-
sprechend w (t) > wy. Mit zunehmender Propagationsldnge durch
ein Medium fiihrt die Selbstphasenmodulation so zu einer spektra-
len Verbreiterung des Laserpulses tiber teilweise mehrere hundert

Nanometer Bandbreite.

Es soll an dieser Stelle nicht verschwiegen werden, dass die Weifs-
lichterzeugung zwar hauptséachlich auf Selbstphasenmodulation be-
ruht, jedoch erst durch das Mitwirken anderer Prozesse ausreichend
effizient ablaufen kann. Hierbei sei vor allem der in Kapitel 2.2.4]be-
reits vorgestellte optische Kerr-Effekt erwdhnt, welcher analog einer
Linse zur Fokussierung des propagierenden Laserpulses fithrt und
die Intensitit im Pulszentrum somit erhoht. Uberschreitet die Inten-
sitdt einen gewissen Schwellenwert, so kommt es zu einem dielektri-
schen Durchbruch und ein Plasma entsteht, welches defokussierend
auf den Laserpuls wirkt — die so genannte Plasmadefokussierung.
Beide Effekte — optischer Kerr-Effekt und Plasmadefokussierung —
stehen im Gleichgewicht und erlauben eine Propagation des Laser-
pulses durch das Medium {iber weite Strecken bei nahezu konstan-
tem Strahldurchmesser.

2.2.6 Kohirente Anti-Stokes Raman-Spektroskopie

Die Kohédrente Anti-Stokes Raman-Spektroskopie (CARS, engl. Co-
herent anti-Stokes Raman-Spectroscopy) basiert grundlegend auf dem,
in Kapitel beschrieben Raman-Effekt und zeigt sich daher fiir
die gleichen molekularen Vibrationssignaturen empfindlich, wie sie

33



Kapitel 2. Theorie

A
0}
5 S1
1o}
c
L
Svinuell
A
Wp Wg Wp Wears
4
\« \« \« /
+1
S, y 3 Q,,
2""’P = Wg = Wepps = Wp ¥+ Qvib

Abbildung 2.7: Darstellung des CARS-Prozesses im Energiediagramm. So-
bald die Frequenzdifferenz von Pump- und Stokes-Puls in Resonanz mit
einer raman-aktiven Schwingung des Molekiils ist (wp — wg = Qy), wird
das Anti-Stokes- bzw. CARS-Signal generiert.

auch in der Raman-Spektroskopie detektiert werden. Die Erzeugung
des CARS-Signals erfolgt durch kohdrente Wechselwirkung dreier
eingestrahlter Lichtfelder, welche gewohnlich als Pump- (w,,), Stokes-
(ws) und Abtast-Strahl (w,, von engl. probe) bezeichnet werden. Da
prinzipiell keine Notwendigkeit besteht Pump- und Abtast-Strahl
als separate Felder einzustrahlen, findet hdufig das technisch leich-
ter beherrschbare degenerierte CARS-Schema Anwendung, in wel-
chem Pump- und Abtast-Strahl identisch sind (w, = w,,). CARS ist
somit eine Form der Vier-Wellen-Mischung und basiert auf nicht-
linear optischen Effekten dritter Ordnung. Sofern die Differenzfre-
quenz aus Pump- und Stokes-Strahl in Resonanz mit einer moleku-
laren Schwingung ist, fiihrt dies zu einer Verstirkung des CARS-
bzw. Anti-Stokes-Signals um teilweise mehrere Groflenordnungen.
Da das CARS-Signal blau-verschoben zur Anregungswellenldnge er-
scheint, kann es spektral separiert von eventuell auftretender Fluo-

reszenz detektiert werden.

Die Erzeugung des CARS-Signals wird vielfach sehr anschaulich
als Folge zweier Raman-Streuungsprozesse beschrieben, wie es in
Abbildung dargestellt ist. Durch Einstrahlen des Pump-Strahls
wird ein Stokes-Strahl erzeugt. Dieser Prozess wird durch exter-
ne Einstrahlung des Stokes-Strahls verstirkt, indem der Ubergang
des Molekiils vom virtuellen Niveau in den schwingungsangeregten
Grundzustand stimuliert wird. Die Einstrahlung des Abtast-Strahls
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schlieflich fiihrt in Verbindung mit dem Molekiil im schwingungs-
angeregten Zustand zur Erzeugung eines Anti-Stokes- bzw. CARS-
Signals. Diese Beschreibung des CARS-Prozesses ist zwar anschau-
lich, wie zuvor bereits angemerkt, jedoch formal unzutreffend, was
insbesondere anhand des unterschiedlichen Charakters von Raman-
und CARS-Signal deutlich wird. Wahrend die Raman-Streuung ein
spontaner, nicht-parametrischer Prozess ist, dessen inkohérentes Sig-
nal in eine zuféllige Richtung abgestrahlt wird, handelt es sich bei
CARS um einen parametrischen Prozess, welcher der Energie- und
Impulserhaltung unterliegt und dessen kohédrentes Signal daher in
eine definierte Richtung abgestrahlt wird.

Eine treffendere Beschreibung des CARS-Prozesses wiare daher
eine Frequenzmischung, wie sie in Kapitel beschrieben wurde.
Fiir eine ausfiihrliche Beschreibung der Theorie hinter dem CARS-
Prozess sei an dieser Stelle auf einschldgige Literatur verwiesen, bei-
spielsweise ,Cheng & Xie — Coherent Raman Scattering Microsco-
py” [17]. Zusammengefasst erzeugt die Einstrahlung des Pump- und
Stokes-Strahlungsfeldes eine nicht-lineare Polarisation PV* in der
Probe:

Pt = e EE? (2.46)

mit y® als nicht-linearer Suszeptibilitit dritter Ordnung, sowie E,
und F; als elektrische Feldstarken des Pump- bzw. Stokes-Strahlen-
feldes. Die quadratische Abhédngigkeit der nicht-linearen Polarisa-
tion PMF von E, ist auf das zuvor eingefiihrte degenerierte CARS-
Schema zuriickzufiihren. CARS ist somit eine Form der Vier-Wellen-
Mischung. Die messbare Intensitdt des CARS-Signals entspricht da-
bei dem Betragsquadrat der Amplitude des CARS-Strahlungsfeldes.
Unter der Annahme einer zutreffenden Beschreibung des Pump-
und Stokes-Feldes als ebene Welle, ergibt fiir die messbare Intensitat
des CARS-Signals I ars der Ausdruck:

o [ Dkz
Ioars X |Ecars|* = |[xP|? ];]S si? ( 5 ) (2.47)
mit si(x) = 8"7;(96), sowie Ak = kcars — (2k, — ks) als Wellenvektor-

bzw. Phasen-Fehlanpassung und z als Dicke der Probe.
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In Gleichung spiegeln sich gleich mehrere Eigenheiten des
CARS-Signals wider. So beschreibt der letzte Term in Gleichung
in Form der Kardinalsinusfunktion si® (£52) die Notwendigkeit ei-

ner Phasenanpassung (Ak — 0), wie sie auch in Abbildung
skizziert ist. Da die mittels CARS untersuchten Proben jedoch zu-

meist nicht doppelbrechend sind, kommt eine Phasenanpassung,
wie sie in Kapitel vorgestellt wurde nicht in Frage. Stattdessen
wird die Phasenanpassung wahlweise tiber eine von zwei moglichen
Einstrahlungsgeometrien realisiert. In der dlteren, nicht-kollinearen
BOXCARS-Geometrie (nicht zu verwechseln mit der BOXCAR-Mit-
telung) erfolgt die Einstrahlung von Pump- und Stokes-Strahl sepa-
rat unter einem definierten Winkel auf die Probe, sodass die Pha-
senanpassungsbedingung erfiillt ist (siehe auch Abbildung [2.8b).
Entsprechend verldsst auch der CARS-Strahl die Probe unter einem
definierten Winkel. In der BOXCARS-Geometrie kann der CARS-
Strahl daher ohne weitere spektrale Aufreinigung durch Filter oder
dispersive Elemente detektiert werden. Trotz dieses Vorteils erweist
sich die BOXCARS-Geometrie fiir die Mikroskopie als eher unattrak-
tiv, da die notige Strahlfithrung vergleichsweise kompliziert ist und
die hohe Interaktionsldnge der Strahlen im Fokus zu einer geringen
Ortsauflosung fiihrt. Alternativ ist eine Phasenanpassung auch tiber
eine kollineare Einstrahlung moglich, wie sie in Abbildung skiz-
ziert ist. Vorrausetzung hierfiir ist eine Fokussierung von Pump- und
Stokes-Strahl mittels Linsen hoher numerischer Apertur (typischer-
weise NA > 1) [18]. In diesem Fall wird die strenge Giiltigkeit der
Phasenanpassungsbedingung aufgeweicht und die Kardinalsinus-
funktion in Gleichung ndhert sich mit steigender numerischer
Apertur der Linse ihrem Maximum an. Die simplere Strahlfiihrung
und hohere Ortsauflosung macht die kollineare Strahlfiihrung zur
Methode der Wahl fiir die CARS-Mikroskopie. Da sich das CARS-
Signal jedoch kollinear zu Pump- und Stokes-Strahl ausbreitet, muss
es vor einer Detektion spektral abgetrennt werden.

Weiterhin faillt auf, dass das CARS-Signal proportional zum Be-
tragsquadrat der nicht-linearen Suszeptibilitat ist (Icars < [x¥|?),
was weitreichende Konsequezen fiir die Erscheinungsform und die
Konzentrationsabhidngigkeit des CARS-Signals hat. Als eine Son-
derform der Vier-Wellen-Mischung kann der CARS-Prozess sowohl
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Linse

Abbildung 2.8: a) Phasenanpassungsbedingung fiir CARS (in Vorwarts-
Richtung), mit kp, ks und kcars als Wellenvektor des jeweiligen Pump-
Stokes- und CARS-Pulses. b) In der BOXCARS-Geometrie wird die Pha-
senanpassung durch Einstrahlen von Pump- und Stokes-Strahl in definier-
ten Richtungen erfiillt. c) In der kollinearen Geometrie fiihrt die starke Fo-
kussierung zur Aufweichung der Phasenanpassungsbedingung.

resonant mit einer Molekiilschwingung, wie auch nicht-resonant
durch rein elektronische Antwort der Probe bzw. des Mediums er-
folgen. Die nicht-lineare Suszeptibilitdt x(®) kann daher als Summe
aus resonanter (XS?) und nicht-resonanter Suszeptibilitat (XES)R) for-

muliert werden:

3)
3 _ _XR (3)
X A R (2.48)
Der Ausdruck A —iI' mit A = w, — w, — Qg tragt dabei der Tatsache

Rechnung, dass die resonante Suszeptibilitit XE? nur relevante Bei-

trage liefert, sofern die Frequenzendifferenz von Pump- und Stokes-
Strahl in Resonanz mit der Frequenzverschiebung ) einer Raman-
Bande der Linienbreite I' ist. Die Intensitdt des CARS-Signals lasst

sich daher auch umformulieren als:

Icars < |Ecars)? = X2 (A) P+ X2 + 2Re x'2 (2, (2.49)

mit Re xfé” (A) als Realteil der resonanten Suzeptibilitdt. Der ers-
te Term in Gleichung enthélt rein resonante Anteile und stellt
im Fall hoher Analytkonzentrationen oder starker Raman-Banden
den dominierenden Beitrag dar. In diesem Fall skaliert die Intensitét
des CARS-Signals (nahezu) quadratisch mit der Konzentration des
Analyten. Der zweite Term in Gleichung[2.49liefert einen ausschlief3-
lich nicht-resonanten Beitrag und zeigt keinerlei Abhédngigkeit von

eventuell vorhandenen Raman-Verschiebungen. Er wird daher als
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nicht-resonanter Untergrund (engl. non-resonant background) bezeich-
nent. Der dritte Term in Gleichung stellt sich als Mischterm aus
resonanten und nicht-resonanten Beitrdgen dar. Er ist fiir die eher
lineare Abhdngigkeit des CARS-Signals im Fall sehr geringer Ana-
lytkonzentrationen bzw. schwacher Raman-Banden verantwortlich.
Weiterhin sorgt der Beitrag dieses Terms fiir eine Rotverschiebung
des Maximums einer CARS-Bande gegentiber der korrespondieren-
den Raman-Bande. Im direkten Vergleich mit Raman-Spektren er-
weisen sich CARS-Spektren daher deutlich komplexer in ihrem Auf-
bau und der Interpretation. Ein direkter Vergleich zwischen CARS-
und Raman-Spektren ist meist nur schwer moglich.

Eine besondere Herausforderung stellt der zuvor bereits erwahn-
te nicht-resonante Untergrund dar. Diese Begleiterscheinung wirkt
sich durch Interferenz mit dem CARS-Signal negativ auf das Signal-
zu-Rausch-Verhiltnis aus und kann insbesondere im Fall von Einzel-
band-CARS-Mikroskopie nicht-vorhandene CARS-Signale vortdu-
schen. Die Unterdriickung des nicht-resonanten Untergrundes ist
aktuell Gegenstand intensiver Forschung. Die bislang vorgeschlage-
nen Ansitze umfassen Methoden, wie beispielsweise interferometri-
sche [19] bzw. polarisations-sensitive Detektion [20], EPI-CARS (De-
tektion in riickwartiger Richtung) [21] oder Frequenz-Modulation
[22]. Ein allgemeingiiltiger Ansatz zu Unterdriickung des nicht-
resonanten Untergrundes existiert bislang jedoch nicht.

Die in der Literatur beschriebenen technischen Konzepte zur Rea-
lisierung eines CARS-Mikroskops lassen sich trotz ihrer Vielfalt grob

in zwei Kategorien einteilen:

¢ Einzelband-CARS: Viele in der Literatur bereits beschriebe-
ne Konzepte gehoren in die Kategorie des Einzelband-CARS.
Pump- und Stokes-Strahl werden hier gewodhnlich durch zwei
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separate Laser bzw. durch Frequenzkonversion eines gemein-
samen Pump-Lasers erzeugt. Die Bezeichnung als Einzelband-
CARS leitet sich von dem Umstand ab, wahrend einer Mes-
sung (technisch bedingt) nur eine einzelne Raman- bzw. CARS-
Bande beobachten zu kénnen. Das Konzept des Einzelband-
CARS ist gegeniiber der unten beschriebenen CARS-Mikro-
spektroskopie technisch weniger aufwéandig und bietet die ho-
heren Bildwiederholraten bis hinauf zum Echtzeit-Niveau [23].
Die Feinabstimmung der Differenzfrequenz auf eine Raman-
Bande nimmt jedoch viel Zeit in Anspruch, sodass ein schneller
Wechsel zwischen verschiedenen CARS-Signalen bzw. Raman-
Banden kaum moglich ist. Typischerweise beschriankt sich der
Einsatz von Einzelband-CARS daher auf einige wenige, sehr
spezifische Raman-Banden mit hohem Streuquerschnitt, wie
beispielsweise die CH,-Streckschwingung, deren Intensitéts-
verteilung tiber die Probe hinweg gemessen wird [24].

CARS-Mikrospektroskopie: Die CARS-Mikrospektroskopie
verfolgt das Ziel, fiir jedes Pixel ein ausschnittweises oder
sogar vollstindiges CARS-Spektrum aufzunehmen. Die Dif-
ferenzfrequenz aus Pump- und Stokes-Strahl muss somit in
der Lage sein, eine Vielzahl an Raman-Moden anzuregen, was
technisch sehr aufwindig ist. Hierzu wird tiberwiegend auf
das Konzept des Breitband- bzw. Multiplex-CARS zuriickge-
griffen, in welchem ein spektral eher schmaler Pump-Puls mit
einem spektral sehr breiten Stokes-Puls tiberlagert wird [25].
Fiir die Detektion wird das CARS-Signal zunédchst an einem
dispersiven Element bzw. in einem Spektrographen spektral
aufgetrennt und anschlieflend von einem Zeilendetektor, bei-
spielsweise einer CCD-Kamera registriert. Alternativ ist auch
der Einsatz eines schnellen Ein-Kanal-Detektor, beispielswei-
se einer PMT denkbar. Die Anregung der einzelnen Raman-
Moden erfolgt in diesem Fall sequentiell, indem beispielsweise
der zeitliche Versatz zwischen einem kurzen Pump-Puls und
einem stark gechirpten, langen Stokes-Puls variiert wird. Einen
anderen Ansatz verfolgt die so genannte ,spektrale Fokussie-
rung”. Hier werden spektral sehr breite Pump- und Stokes-
Pulse iiberlagert. Da beide Pulse zwar unterschiedliche Zen-
tralwellenldngen, jedoch einen idealerweise identischen Chirp
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aufweisen, bleibt ihre instantane Differenzfrequenz wéahrend
der gesamten Kreuzkorrelationsdauer konstant. Eine Verdnde-
rung der Differenzfrequenz ist dabei iiber eine Anderung des
zeitlichen Versatzes beider Pulse relativ zueinander moglich
[26].

2.2.7 2-Photonen-Absorption

Die 2-Photonen-Absorption (2PA) wird zu den nicht-linear optischen
Prozessen dritter Ordnung gerechnet [27]. Sie bezeichnet die elektro-
nische Anregung eines Molekiils bzw. Chromophors durch simulta-
ne Absorption zweier niederenergetischer Photonen, deren Energie-
gehalte separat betrachtet zu gering sind, um einen elektronischen
Ubergang induzieren, in Summe bzw. bei zeitgleicher Absorption
dies jedoch vermogen. Die Moglichkeit einer 2PA wurde bereits 1931
von M. Goppert-Mayer theoretisch hergeleitet [28]. Der experimen-
telle Nachweis gelang jedoch erst 30 Jahre spater durch W. Kaiser
und C. G. B. Garret an einem Europium-dotierten Calciumfluorid-
Kristall [29]. Mittlerweile hat die 2PA in der Mikroskopie als so ge-
nannte ,2-Photonen-Mikroskopie” (siehe auch Kapitel grofle
Bedeutung erlangt, was nicht zuletzt der hoheren Eindringtiefe von
NIR- gegeniiber Vis-Strahlung zuzuschreiben ist.

Zum Verstdandnis des 2PA-Prozesses kann auf das Konzept der
virtuellen Zustande zuriickgegriffen werden, welches in Zusammen-
hang mit der Raman- und der Rayleigh-Streuung bereits in Kapitel
2.1.3| vorgestellt wurde. Virtuelle Zustande stellen keine tatsdchlich
existierenden (Eigen-)Zustdnde des Molekiils (oder Atoms) dar, son-
dern sind vielmehr das kurzlebige Produkt (7, &~ 107 — 1071%s)
einer Wechselwirkung zwischen einem Molekiil und dem einfal-
lenden Photon. Kommt es wihrend 7, zu einer zweiten Wechsel-
wirkung zwischen einem Molekiil im virtuellen Zustand und ei-
nem weiteren Photon, so kann unter bestimmten Bedingungen eine
2PA die Folge sein. Von dieser ,echten” 2PA zu unterscheiden ist
die so genannte ,sequenzielle 2PA”. Letztere beinhaltet zwar eben-
falls die Absorption zweier Photonen, stellt sich jedoch als konse-
kutive 1-Photonen-Absorption (1PA) dar. Im Gegensatz zur ,ech-
ten” 2PA verlduft die sequentielle 2PA iiber einen real existierenden,
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Abbildung 2.9: Vergleichende Darstellung von 1PA (links), sowie , echter”
2PA in den Varianten der degenerierten 2PA (mitte) und der 2-Farb-2PA
(rechts) in der Variante w3 < wys. Auf die Darstellung der dquivalenten
Zwei-Farb-2PA mit w3 > w4 wurde hier verzichtet. Die sehr kurze Lebens-
dauer 7, des virtuellen Zustandes erfordert eine praktisch zeitgleiche Ab-
sorption beider Photonen.

(meta-)stabilen (Zwischen- bzw. Eigen-)Zustand mit endlicher Le-

bensdauer.

Ahnlich einer 1PA kann auch die 2PA nur unter der grundle-
genden Bedingung stattfinden, dass die Summe der Energien beider
Photonen mit dem energetischen Abstand zweier (realer) Zustin-
de des Molekiiles iibereinstimmt (siehe auch Abbildung [2.9). Dabei
spielt es zundchst keine Rolle, ob beide Photonen denselben Ener-
giegehalt bzw. dieselbe Wellenldnge aufweisen (degenerierte 2PA)
oder sich diesbeziiglich unterscheiden (2-Farb-2PA). Die Auswahlre-
geln der 2PA weichen dabei von denen der 1PA (siehe auch Kapitel
ab. Insbesondere fiir zentrosymmetrische Molekiile gilt das
Laporte-Verbot streng, hier jedoch gegensitzlich zur 1PA als Uber-
gangsverbot zwischen Zustdnden unterschiedlicher Paritidt. Mittels
2PA kdnnen somit in zentrosymmetrischen Molekiilen praktisch aus-
schliefSlich Zustande populiert werden, welche tiber 1PA unzugang-
lich sind. In nicht-zentrosymmetrischen Molekiilen gilt das Laporte-
Verbot im Hinblick auf die 2PA jedoch nicht streng, sodass hier auch
Laporte-verbotene Ubergénge mittels 2PA angeregt werden kénnen
[30]. In welcher Intensitdt eine 2PA auftreten kann, hangt in diesem
Fall in erster Linie von der Symmetrie des angestrebten Zustandes,
sowie der Polarisation des zur Anregung verwendeten Strahlungs-
feldes ab, welche die jeweils zutreffenden Komponenten des 2PA-

Tensors festlegen [31].
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Die Intensitdt der (degenerierten) 2PA ldsst sich dhnlich dem
fiir 1-Photonen-Ubergénge formulierten Lambert-Beer-Gesetz (sie-

he Kapitel 2.1.1) quantifizieren:

dny
dt

mit dde als Anzahl der durch 2PA absorbierten Photonen der Fre-

quenz w pro Zeiteinheit, N als Dichte der absorbierenden Molekii-

le, o = % als Photonenflussrate und o, als 2-Photonen-Absorpti-

onsquerschnitt. Letzterer verkniipft die Intensitét einer 2PA mit dem

= 0y(w)N¢? (2.50)

Suszeptibilitdtstensor dritter Ordnung;:

Am?hw?
oa(w) = —5—5—Im x¥ (2.51)

ncg
mit n als Brechungsindex. Ublicherweise wird der 2-Photonen-Ab-

sorptionsquerschnitt in der (Nicht-SI-)Einheit Goppert-Mayer ange-

geben, um unhandliche Zahlen zu vermeiden, wobei gilt:

107%%em?* s
Photon Molekiil
Verglichen mit der 1PA ist die 2PA ein sehr seltener Prozess. So

[O’Q] =1GM =

(2.52)

absorbiert beispielsweise der Farbstoff Rhodamin-B bei hellem Son-
nenlicht im Mittel etwa 1 Photon pro Sekunde und Molekiil. Obwohl
Rhodamin-B als ausgezeichneter Farbstoff fiir eine 2PA gilt, findet
diese unter gleichen Bedingungen im Mittel nur etwa einmal alle
10 Millionen Jahre statt [32]. Die Seltenheit der 2PA ist dabei keines-
wegs als Nachteil aufzufassen, wie in Kapitel weiter erldutert
wird.

2.2.8 Optisch Parametrische Verstirkung

Die optisch parametrische Verstarkung (OPA) ist eine iibliche Me-
thode zur Frequenzkonversion von Laserpulsen. Thr weitlaufiger
Einsatz ist auf die derzeitige Situation einer spektral nicht bzw. nur
unzureichend verdnderlichen Zentralwellenldnge aktueller Femto-
sekundenlaser zuriickzufiihren. Demgegeniiber erfordern viele Ex-
perimente, beispielsweise die transiente Absorptionsspektroskopie
einen spektral frei einstellbaren Laserpuls. Abhédngig von der techni-
schen Realisierung und dem eingesetzten, nicht-linear optischen Ma-

terial, kann die Wellenldnge eines Laserpulses mithilfe der optisch
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parametrischen Verstarkung nahezu beliebig im sichtbaren Spektral-
bereich, bis hinein in den nah-infraroten Spektralbereich eingestellt

werden.

Das Prinzip der optisch parametrischen Verstarkung basiert auf
nicht-linear optischen Prozessen zweiter Ordnung. Unter Vernich-
tung eines energiereichen Photons w, (gewohnlich nach der engli-
schen Bezeichung , Pump-Photon” genannt) werden zwei neue Pho-
tonen geringerer Energie parametrisch erzeugt, analog einer umge-
kehrt ablaufenden Summenfrequenzerzeugung (siehe Kapitel 2.2.2).

Wy = Wy + w; (2.53)

Konventionsgemdfs wird das kurzwelligere der beiden erzeugten
Photonen w, nach seiner englischen Bezeichungen ,Signal-Photon”
genannt, das langwelligere w; dagegen ,Idler-Photon”.

Die Energieverteilung zwischen den paarweise erzeugten Signal-
und Idler-Photonen wird ohne weitere Einfliisse zunédchst rein vom
Quantenrauschen bestimmt und tréagt zum Auftreten eines ,Parame-
trische Fluoreszenz” genannten Phanomens bei. Durch zuséitzliches
Einstrahlen von Photonen einer bestimmten Wellenldnge (nach ih-
rer englischen Bezeichnung ,Seed-Photonen” genannt), kann der
zuvor beschriebene Photonenzerfall gezielt zugunsten einer Ver-
starkung der Intensitdt der eingestrahlten Wellenldnge um mehrere
Grofienordnungen beeinflusst werden. Ein gechirpter Weifslichtpuls
als Seed-Strahl ermoglicht dabei ein nahezu kontinuierliches Durch-
stimmen der Signal- bzw. Idler-Wellenldnge. Die Wahl der Wellen-
linge geschieht hierbei durch Manipulation des zeitlichen Uberlapps
von Pump- und Seed-Strahl, sowie der Wahl eines, zur Phasenan-

passung geeigneten Winkels des nicht-linearen Kristalls (siehe auch

Kapitel 2.2.3).

Beziiglich der Einstrahlgeometrie von Pump- und Seed-Strahl
werden zwei Fille unterschieden. In der kollinearen Geometrie er-
reichen beide Strahlen das nicht-lineare Medium derselben Aus-
breitungsrichtung folgend. Die so erzielte maximale Interaktions-
lange beider Strahlen im nicht-linearen Medium maximiert die Effi-

enz der ablaufenden nicht-linear optischen Prozesse. Da sich Pump-
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und Seed-Strahl jedoch mit unterschiedlicher Gruppengeschwindig-
keit fortbewegen, kommt es zwangsldufig zu einer oftmals uner-
wiinschten zeitlichen Verbreiterung der resultierenden Signal- bzw.
Idler-Pulse. Dieses Problem wird mittels nicht-kollinearer Geome-
trie vermieden (auch als NOPA bekannt, von engl. noncollinear optical
parametric amplification). Pump- und Seed-Strahl werden hierbei so
eingestrahlt, dass unterschiedliche Ausbreitungsgeschwindigkeiten
der beiden Strahlen durch jeweils angepasste Wegstrecken im nicht-
linear optischen Medium gerade kompensiert werden. Dieser Vorteil
wird jedoch auf Kosten der Effizienz der ablaufenden nicht-linear
optischen Prozesse erkauft. Da fiir die nicht-kollineare Geometrie
die Wellenvektoren aller beteiligten Strahlen in jeweils unterschied-

liche Richtungen zeigen, verkleinert sich das Interaktionsvolumen.

2.3 Ultrakurze Laserpulse

2.3.1 Einfiihrung

Die Erzeugung ultrakurzer Laserpulse, wie sie beispielsweise in zeit-
aufgelosten Experimenten im Nanosekunden-Bereich benotigt wer-
den, stellt in zweifacher Hinsicht eine besondere technische Heraus-
forderung dar. Zum einen unterschreiten die gewiinschten Pulsdau-
ern mit nur wenigen Pico- oder sogar Femtosekunden deutlich die
Reaktionszeit mechanischer und selbst die vieler elektronischer Bau-
teile, sodass alternative Losungswege zur zeitaufgelosten Detektion
ersonnen werden miissen. Zum anderen konnen Ultrakurzpulslaser
prinzipiell auch als Dauerstrich-Laser (oftmals auch als cw-Laser ab-
gekiirzt, von engl. continous-wave laser) mit kontinuierlicher Emission
betrieben werden, sodass im laufenden Betrieb stets ein mehr oder
minder ausgeprédgter Konkurrenzkampf zwischen beiden Betriebs-
arten (gepulst bzw. Dauerstrich) stattfindet, den es zu beherrschen
gilt. Im Folgenden werden mit der Giiteschaltung und der Moden-
kopplung zwei spezielle technische Mafinahmen zur Erzeugung ul-

trakurzer Laserpulse vorgestellt.
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2.3.2 Giiteschaltung

Fiir den Dauerstrich-Betrieb wird ein Resonator mit konstant hoher
Giite bzw. niedrigen Verlusten bendtigt. Im Gegensatz dazu benétigt
der Puls-Betrieb lediglich zu bestimmten, meist periodisch wieder-
kehrenden Zeitpunkten einen Resonator hoher Giite, wihrend die
Giite zwischen zwei solcher Zeitpunkte problemlos niedrige Wer-
te annehmen kann. Eine gezielte Manipulation der Resonatorgii-
te kann daher einen Pulsbetrieb des Laser erzwingen. Zu diesem
Zweck werden Giiteschalter (auch als , Q-Switch” bezeichnet) ein-
gesetzt. Sie setzen die Resonatorgiite zundchst so weit herab, dass
ein Anschwingen des Laserprozesses generell unterdriickt wird. In
dieser Zeit erreicht das laser-aktive Medium eine maximale Beset-
zungsinversion. Innerhalb eines sehr kurzen Zeitfensters erhoht der
Giiteschalter schlagartig die Resonatorgtite, sodass der Laserprozess
kurzzeitig anschwingt und die gesamte, im laser-aktiven Medium
gespeicherte Energie zur Verstiarkung eines kurzes Pulses dient. An-
schliefiend regelt der Giiteschalter die Resonatorgiite wieder auf ein
niedriges Niveau herunter, um einen sonst ablaufenden Dauerstrich-
Betrieb zu unterdriicken und das laser-aktive Medium erneut maxi-
mal aufzuladen. Auf diese Weise lassen sich intensive Laserpulse
mit Pulsdauern im Nanosekunden-Bereich realisieren. Die techni-
sche Umsetzung des Giiteschalters kann dabei sowohl als aktives,
wie auch als passives Bauteil geschehen.

Aktive Giiteschalter werden meist in Form elektro-optischer Bau-
elemente realisiert, welche auf Befehl innerhalb kiirzester Zeit ihre
Transparenz verdndern (z.B. Pockelszellen in Kombination mit Po-
larisatoren) oder Licht aus dem Resonator herausleiten (z.B. akus-
tooptische Modulatoren [33]) konnen. Passive Giiteschalter werden
gewohnlich durch sorgfiltig erstellte, im Resonator platzierte Losun-
gen spezieller Farbstoffe realisiert [34]. Das Absorptionsmaximum
dieser Farbstoffe liegt typischerweise nahe der Zentralwellenldnge
der Laseremission. Als so genannte ,séttigbare Absorber” unter-
driicken sie den Dauerstrich-Betrieb durch Absorption der kontinu-
ierlichen auftretenden spontanen Emission des laser-aktiven Medi-
um, werden jedoch kurzzeitig nahezu transparent, sobald die Licht-
intensitat (z.B. infolge eines Laserpulses) einen bestimmten Schwel-

lenwert {iberschreitet.
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4 4 4+ 100 Moden

W\/VVVW\/\/VVWMNV\/\/\/W\M 4 Moden
\A/»\/\/\/\/V\M«W\M/\/\/\/\/\/\MWV\/\/\/V\/\NVV 3 Moden
w\/\/\/\/\/\/VV\/\/W\/\/\/\/\/\/\/V\A/W\/\/\/\/\/\/\/\/\/\N 2 Moden

Abbildung 2.10: Intensitdtsnormierte Darstellung periodischer Pulsziige
durch Addition einer bestimmten Anzahl an Oszillationen bzw. Moden mit
leicht unterschiedlicher Frequenz und fester Phasenbeziehung, sowie glei-
cher Amplitude.

2.3.3 Modenkopplung

Der Begriff Modenkopplung wird mitunter sehr umfassend ver-
wendet und beinhaltet eine Vielzahl Techniken (einschliefSlich der
in Kapitel vorgestellten Gtliteschaltung) zur Erzeugung ultra-
kurzer Laserpulse. In seiner urspriinglichen Bedeutung bezeichnet
~Modenkopplung” jedoch das Herbeifiihren einer festen Phasen-
beziehung zwischen den Lasermoden bzw. den Linien im Emissi-
onspektrum des Lasers, was durch Interferenz zur Ausbildung von
Laserpulsen fiihrt. Die erzielbare Pulsdauer hingt dabei wesentlich
von der Anzahl der beteiligten Lasermoden ab, wie aus Abbildung
ersichtlich ist. Analog der Heisenbergschen Unschirferelation
formuliert das Zeit-Bandbreite-Produkt einen Zusammenhang zwi-
schen der Pulsdauer At und der spektralen Breite der Laseremission

im Frequenzraum A f:

At-Af>k (2.54)
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Die Grofie k ist eine Konstante und hdngt von der Intensititsvertei-
lung der Laseremission iiber den Frequenzraum ab. Fiir eine gauf3-
formige Verteilung ist k = 0, 44, wihrend fiir die sehr &hnliche sech?-
Verteilung k ~ 0, 315 gilt. Wie sich Gleichung entnehmen l&sst,
bedingt ein zeitlich sehr kurzer Puls (At — 0) eine spektral sehr
breitbandige Emission des Lasers. Als laser-aktives Medium wer-
den daher Materialien mit spektral besonders breitbandiger Fluores-
zenz verwendet, z.B. Titan-dotierter Saphir (Ti:Sa). Weiterhin muss
die Bauform des Resonators ein Anschwingen moglichst vieler La-
sermoden zulassen, um die geforderte Unschédrfe Af zu erzielen.

Uber den Zusammenhang

Matoten = A2 2.55)
Co

lasst sich die Anzahl anschwingender Moden n /04, abschétzen. Es
wird deutlich, dass naso4en proportional zur Liange des Resonators
L skaliert. Ultrakurzpulslaser verfiigen mit 1-2m gewohnlich tiber
einen sehr langen Resonator, welcher in Kombination mit der breit-
bandigen Fluoreszenz des laser-aktiven Mediums das Anschwingen
vieler Tausend Moden zuldsst. Umgekehrt konnen schmalbandige
Laser, beispielsweise fiir die Raman-Spektroskopie tiber einen sehr
kleinen Resonator realisiert werden, welcher im Idealfall lediglich

einer einzelnen Mode das Anschwingen erlaubt.

Analog zur Giiteschaltung (siehe Kapitel stehen auch bei
der Modenkopplung aktive und passive Verfahren zur Ausbildung
einer festen Phasenbeziehung der Lasermoden zur Verfiigung. Ak-
tive Verfahren beruhen meist auf Giiteschaltern, deren Betrieb mit
der Umlaufzeit der Pulse im Resonator exakt synchronisiert ist — ein
phasenungleiches Anschwingen von Lasermoden wird dadurch un-
terdriickt. Passive Verfahren nutzen sittigbare Absorber oder, wie
im Fall des Ti:Sa-Lasers den Kerr-Linsen-Effekt (siehe auch Kapitel
2.2.4). Beide Verfahren basieren letztlich auf dem Prinzip, die Inten-
sitdtsverluste im Resonator (bis zu einem gewissen Grad) antipro-
portional zur Intensitdt des Lasers skalieren zu lassen. Kurze und
daher intensive Laserpulse erfahren im Resonator deshalb deutlich
geringere Verluste als die vergleichsweise schwache cw-Strahlung.
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a) c)

Frequenz
Frequenz
Frequenz

t, Zeit t, Zeit t Zeit

Abbildung 2.11: Darstellung des gleichen Laserpulses in der Frequenz-
Zeit-Domine, jeweils mit Rot-Chirp (a) bzw. Blau-Chirp (c), sowie Fourier-
limitiert (b).

2.3.4 Gruppengeschwindigkeitsdispersion und Chirp

Laserpulse tendieren aufgrund der Gruppengeschwindigkeitsdis-
persion zur zeitlichen Verbreiterung. Ursédchlich fiir dieses Phéano-
men ist die wellenldngenabhidngige Ausbreitungsgeschwindigkeit
von elektromagnetischer Strahlung in Materie ), (). Der Brechungs-
index n(\), welcher das Verhdltnis der Vakuumlichtgeschwindigkeit
co zur Ausbreitungsgeschwindigkeit des Lichts in einem Medium ¢,

angibt, ist daher ebenfalls wellenldngenabhéngig:

Co
Cmr ()\)

In den meisten Féllen liegt ,normale Dispersion” ((g—;‘) < 0) vor,

n(\) = (2.56)

sodass Strahlung langer Wellenldngen schneller durch das Medium
propagiert, als solche kurzer Wellenldnge. Nur in Ausnahmeféllen
(beispielsweise in der Nahe starker Absorption) kann auch ,, anoma-
le Dispersion” ((9%) > 0) auftreten, infolge derer Strahlung kurzer
Wellenldngen schneller durch das Medium propagiert, als solche
langer Wellenldnge.

Beide Dispersionsarten fiihren fiir sich genommen letztlich zu ei-
ner zeitlichen Verbreiterung des Laserpulses, da die (bildlich gespro-
chen) auf gleicher Hohe gestartete Gruppe verschiedener Wellenldn-
gen (entsprechend einem fourier-limitierten Laserpuls) mit zuneh-
mender Wegstrecke immer weiter auseinanderlduft. Der raumliche
bzw. zeitliche Versatz der einzelnen Wellenldngen eines Pulses wird
dabei auch als ,,Chirp” bezeichnet. Wie in Abbildung[2.11|dargestellt,
wird je nach Versatz zwischen einem Rot-Chirp (lange Wellenldngen
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a ! d
~ b c N
— —-

Abbildung 2.12: Darstellung eines Prismenkompressors. Die Prismen a
und d dienen der Erzeugung bzw. Kompensation einer Separation ein-
zelner Frequenzkomponenten des Laserpulses lateral zu dessen Ausbrei-
tungsrichtung (rdumlicher Chirp). Die Prismen b und ¢ kompensieren den
zeitlichen Chirp des Laserpulses, indem dessen niederfrequente Anteile
(lange Wellenldnge) einen langeren Weg durch das Prismenmaterial zu-
riicklegen miissen, als dessen hochfrequente Anteile. Anstelle eines sym-
metrischen Aufbaus kann an der gestrichelten Linie auch ein Spiegel einge-
fiigt werden. Der riickldufige Strahl wird dann hinter Prisma a mit leichtem
Hohenversatz ausgekoppelt.

bzw. niedrige Frequenzen laufen den kurzen Wellenldngen bzw. ho-
hen Frequenzen voraus, daher auch Up-Chirp genannt) und einem
Blau-Chirp (kurze Wellenldngen bzw. hohe Frequenzen laufen den
langen Wellenldngen bzw. niedrigen Frequenzen voraus, daher auch
Down-Chirp genannt) unterschieden.

Mithilfe so genannter Pulskompressoren kann der Chirp eines
Laserpulses gezielt beeinflusst werden. Falls gewiinscht, kann der
Chirp eines Laserpulses mithilfe eines Pulskompressors sogar iiber-
kompensiert werden, sodass der herbeigefiihrte Blau-Chirp die bis
zum Zielpunkt bzw. dem Probenort auftretende Gruppengeschwin-
digkeitsdispersion kompensiert. In vielen Fillen kommen Prismen-
kompressoren zum Einsatz, deren Funktion in Abbildung skiz-
ziert ist. Trotz einer, absolut betrachtet kiirzeren Weglange der lang-
welligen Anteile des Laserpulses durch den Prismenkompressor, be-
notigen diese zur Passage desselben mehr Zeit, da ihr Transmissi-
onsweg durch die Prismen deutlich ldnger ausfallt, verglichen mit
den kurzwelligen Anteilen des Laserpulses. Ein prinzipiell dhnli-
cher Aufbau kann auch mittels Beugungsgittern realisiert werden,
wobei die komprimierende Wirkung in diesem Fall auf einer absolut
langeren Wegliange der langwelligen Komponenten des Laserpulses
gegeniiber den kurzwelligen Anteilen beruht. Gitterkompressoren
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weisen typischerweise eine hohere Zerstorschwelle als Prismenkom-
pressoren auf. Letztere dagegen zeichnen sich vor allem durch gerin-
ge Intensitdtsverluste aus. In besonderen Féllen, beispielsweise bei
besonders hohen Anforderungen an die Kompaktheit des Aufbaus,
wird mitunter auf so genannte ,gechirpte Spiegel” zuriickgegriffen.
Diese sehr kostspieligen Optikkomponenten beeinflussen den Chirp
des an ihnen reflektierten Laserpulses durch eine wellenldngen-
abhéngige Eindringtiefe fiir Licht in die aufgebrachte dielektrische
Schicht.

2.3.5 Verstirkung gechirpter Laserpulse

Die von einem Ultrakurzpulslaser direkt emittierten Laserpulse wei-
sen einen vergleichsweise geringen Energiegehalt von meist nur we-
nigen Nanojoule pro Laserpuls auf. Dies ist einerseits dadurch be-
griindet, dass generell nur etwa 1% der im Resonator befindlichen
Intensitdt als nutzbare Laserstrahlung ausgekoppelt wird, um einen
stabilen Betrieb des Laser zu ermdoglichen. Andererseits limitiert die
Zerstorschwelle der im Resonator verbauten Materialien die Spit-

zenintensitédt der erzeugten (fourier-limitierten) Laserpulse.

Oftmals findet daher ein nachgeschalteter, als , Verstarkung ge-
chirpter Pulse” (von engl. chirped pulse amplification, CPA) bezeich-
neter Prozess Anwendung [35]. Die noch unverstdrkten, fourier-
limitierten Laserpulse werden zunéchst gechirpt (siehe dazu Kapitel
2.3.4), wodurch ihre Spitzenintensitat stark abnimmt. AnschlieSend
erfolgt die Verstiarkung dieser Laserpulse in einen zweiten Resona-
tor nach bekanntem Laser-Prinzip. Obwohl der Energiegehalt der
Laserpulse dabei teilweise um sechs Grofienordnungen und mehr
anwachst, wird die Zerstorschwelle des Resonators nicht tiberschrit-
ten, da die Spitzenintensitdten der Laserpulse aufgrund des Chirps
vergleichsweise gering ausfallen. In einem nachfolgenden Gitter-
kompressor wird der verstdrkte Laserpuls zeitlich wieder kompri-
miert und steht als intensiver, fourier-limitierter Laserpuls fiir das

Experiment zur Verfiigung.
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2.4 Mikroskopie

2.4.1 Einfiihrung

Abgeleitet von den griechischen Wortern fiir , klein® (griech. mikrds)
und , betrachten” (griech. skopein) umfasst der Begriff Mikroskopie
ein breites Spektrum verschiedenster Techniken, um kleinste, mit
dem Auge nicht auflosbare Strukturen zu vergrofiern und somit fiir
den Betrachter sichtbar zu machen. Das Prinzip der Vergrofierung
durch linsenférmige Optiken ist zwar bereits seit dem Altertum be-
kannt, doch beachtliche Fortschritte auf diesem Gebiet wurden erst
ab dem spaten 16. Jahrhundert erzielt. Als Erfinder des mehr-kompo-
nentigen Mikroskops, wie es heute gebrduchlich ist, gelten dabei die
niederliandischen Brillenschleifer Hans und Zacharias Janssen. Auch
Christian Huygens und Antoni van Leeuwnhoek seien an dieser
Stelle erwédhnt, deren Erkenntnisse zur Minimierung chromatischer
Aberration bzw. Bearbeitung von Linsen mafigeblich zur Entwick-
lung dieser Technologie beigetragen haben. Mittlerweile umfasst die
Mikroskopie nicht mehr nur die optische Komponente. Rasterkraft-
und Elektronen-Mikroskope unterbieten das Auflosungsvermogen
von Lichtmikroskopen und erlauben sogar die Beobachtung einzel-
ner Molekiile und Atome. In vielen Bereichen der Forschung haben

sich Mikroskope bereits als unverzichtbare Werkzeuge fest etabliert.

2.4.2 Auflosung

Eines der wesentlichen Charakteristika eines Mikroskops ist dessen
Auflosungsvermogen bzw. Fahigkeit, kleinste Strukturunterschiede
sichtbar zu machen. In diesem Zusammenhang wird gewohnlich auf
das, nach seinem Entdecker benannte Abbe-Limit verwiesen:

A A

= (2.57)

d pum
2n-sin(a)  2NA

In dieser bekanntesten Formulierung gilt es fiir den Fall einer ko-
nischen Beleuchtung der Probe mithilfe eines Kondensors, dessen
Numerische Apertur (NA) (anndhernd) gleich der des Objektives ist,
wie es auf hoherwertige Mikroskope gewohnlich auch zutrifft. Die
Aufldsung d eines Lichtmikroskops wird somit wesentlich von der
Wellenldnge \ des zur Beleuchtung der Probe eingesetzten Lichtes
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a) | Objektiv | b) | Objektiv

Abbildung 2.13: a) Zur Auflosung einer Struktur muss das Objektiv min-
destens die 1. Beugungsordnung erfassen. Im skizzierten Fall gelingt dies
tiir die lange Wellenldnge (rot) nicht mehr, da langwelliges Licht stiarker ge-
beugt wird, als kurzwelliges. b) Mit abnehmender Strukturgrofe steigt der
Beugungswinkel. Die hochste Auflosung wird daher nur mit kurzwelligem
Licht (blau) erreicht.

bestimmt, sowie vom Akzeptanzwinkel o des Objektives. Zusitz-
lich hat auch der Brechungsindex n des Mediums zwischen Probe
und Objektiv einen Einfluss. Medien mit hoherem Brechungsindex,
wie sie in der Immersionsmikroskopie eingesetzt werden, erhohen
durch Lichtbrechung effektiv die Fahigkeit des Objektives Licht zu

sammeln und verbessern somit die Auflosung.

Das Abbe-Limit selbst beruht auf der Beobachtung, dass an den
mikroskopisch kleinen Strukturen einer Probe Beugungseffekte auf-
treten, analog der Lichtbeugung an Spalten und Gittern. In Abbil-
dung sind die beteiligten Effekte zusammengefasst dargestellt.
Da die Strukturinformationen der Probe lediglich in den hoheren
Beugungsordnungen kodiert sind, nicht jedoch in der transmittier-
ten 0. Ordnung (analog der Rontgenbeugung an Kristallen — siehe
auch , kann die Struktur nur aufgelost werden, wenn das Ob-
jektiv mindestens die 1. Beugungsordnung erfasst. Der Abstand d
zweier Strukturmerkmale, sowie die Wellenldnge )\ des zur Beleuch-
tung eingesetzten Lichtes bestimmen dabei mafigeblich, unter wel-
chem Winkel die hoheren Beugungsordnungen relativ zur 0. Beu-
gungsordnungen abgestrahlt werden. Grundsétzlich fillt diese Beu-
gungswinkel genannte Grofie umso hoher aus, je naher sich beide
Strukturmerkmale zueinander befinden und je hoher die Wellenldn-
ge des zur Beleuchtung eingesetzten Lichtes ist. Uberschreitet der
Beugungswinkel den technisch bedingten Akzeptanzwinkel o des
Objektivs, so werden die hoheren Beugungsordnungen nicht mehr
erfasst und die zugehorigen Strukturmerkmale konnen nicht aufge-

10st werden.
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Punktlichtquelle 1
Punktlichtquelle 2
Summe

normierte Intensitat

T
0 0,6098
Abstand / a.u.

Abbildung 2.14: Darstellung des Intensitatsverlaufs bzw. Beugungsmus-
ters zweier Punktlichtquellen, deren Abstand gemidfS dem Rayleigh-
Kriterium gerade noch ihre optische Auflosung erlaubt.

Die Giiltigkeit des Abbe-Limits ist auf beleuchtete Strukturen be-
grenzt. Selbstleuchtende Strukturen, beispielsweise Fluorophore un-
terliegen anderen Gesetzmafligkeiten, wobei in diesem Zusammen-

hang oftmals auf das Rayleigh-Kriterium verwiesen wird:

A 1,22 )
NA™ 2 NA
Es beruht auf der Beobachtung, dass begrenzende Faktoren, wie bei-

d = 0,608 (2.58)

spielsweise die endliche Aperturgrofie eines Objektivs Beugungs-
effekte zur Folge haben. Punktlichtquellen werden daher nicht als
leuchtende Punkte detektiert, sondern als Beugungsmuster, deren
Erscheinungsbild mithilfe der so genannten Punktspreizfunktion
beschrieben wird, welche sich im einfachsten Fall mathematisch
mit einer Besselfunktion erster Art nachbilden ldsst. Gemafs dem
Rayleigh-Kriterium lassen sich zwei Punktlichtquellen gerade noch
unterscheiden, wenn die Position des globalen Intensitatsmaximums
des Beugungsbildes der einen Punktlichtquelle mit der Position des
1. Beugungsminimums im Beugungsbild der zweiten Punktlicht-
quelle zusammentfallt, wie dies in Abbildung skizziert ist. Dies
fithrt zum mathematischen Ausdruck in Formel

Im Gegensatz zum Abbe-Limit definiert das Rayleigh-Kriterium
jedoch keine feste physikalische Grenze, sondern ist lediglich eine
Konvention. Geiibte Beobachter und hochentwickelte Bildverarbei-
tungssoftware konnen durchaus in der Lage sein, Strukturen auch
unterhalb des Rayleigh-Kriteriums noch zu unterscheiden. Gerade

auf dem Gebiet selbstleuchtender Proben kann die Auflésung durch
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geschickte Fithrung des Experiementes sehr vorteilhaft beeinflusst
werden. In diesem Zusammenhang sei beispielhaft die 1994 vor-
gestellte STED-Technik (von engl. stimulated emission depletion) [36,
37] erwdhnt. Sie beruht auf einer starken Verkleinerung des effek-
tive Anregungsvolumens fiir Fluorophore, durch gezielte Fluores-
zenzunterdriickung in den Randbereichen. Dass die STED-Technik
das Abbe-Limit nicht unterschreitet, wie oftmals fdlschlich behaup-
tet wird, ist dieser eindrucksvollen Methoden keineswegs abtrédg-
lich. Wahrend die (laterale) Aufldsung von Lichtmikroskopen selbst
unter optimalen Bedingungen die Marke von 200 nm nur schwer
zu unterbieten vermag, konnte mit STED-Mikroskopen bereits eine

Aufldsung von <3 nm demonstriert werden [38].

2.4.3 Multiphotonen-Mikroskopie

Die Multiphotonen-Mikroskopie ist ein Teilbereich der optischen Mi-
kroskopie, der sich die in Kapitel 2.2 vorgestellten nicht-linear opti-
schen Effekte zur Bildgebung zu Nutze macht. Dabei sind die Fre-
quenzverdopplung (siehe Kapitel 2.2.2) und die 2-Photonen-Fluores-
zenz (siehe Kapitel2.2.7) die mit Abstand am haufigsten eingesetzten
Verfahren. Die technischen Voraussetzungen sind fiir beide Verfah-
ren nahezu gleich, sodass Multiphotonen-Mikroskope nicht selten
beide Techniken beherrschen und teilweise auch synchron anwen-
den konnen. Andere nicht-linear optische Effekte, wie beispielswei-
se die Differenzfrequenzerzeugung und Frequenzverdreifachung,
sowie CARS (siehe Kapitel finden ebenso Anwendung, wenn
auch deutlich seltener.

Wie gegen Ende von Kapitel bereits angedeutet wurde,
sind Multiphotonen-Prozesse unter Alltagsbedingungen extrem sel-
tene Ereignisse — die Wahrscheinlichkeit fiir eine Drei-Photonen-
Absorption beispielsweise ist, unter normalen Lichtverhéltnissen
nahezu Null, sodass sie in endlicher Zeit praktisch nicht beobacht-
bar ist [32]. Um die Wahrscheinlichkeit fiir einen Mehr-Photonen-
Prozess auf einen praxis-relevanten Wert zu erhohen, werden daher
typischerweise Nahinfrarot-Femtosekunden-Laser eingesetzt, wel-
che Lichtpulse mit hoher Photonendichte erzeugen koénnen. Fiir
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Objektiv

_ normiertes Intensitatsprofil

normierte 2PA-Wahrscheinlichkeit
Fokalebene . X

Abbildung 2.15: Das Intensitédtsprofil eines Femtosekunden-Lasers ent-
spricht typischerweise einer Gauss- bzw. sech?-Verteilung und die Wahr-
scheinlichkeit einer 2PA skaliert mit dem Quadrat dieser Verteilung.

die Multiphotonen-Mikroskopie wére der Einsatz eines Weitfeld-
Belichtungskonzepts zwar denkbar, wiirde sich jedoch aufgrund
der geringen Photonenflussdichte gegeniiber einem Raster-Scan-
Verfahren als ineffizient erweisen. Als Grund hierfiir ist die expo-
nentielle Abhédngigkeit der Wahrscheinlichkeit eines Multiphotonen-
Prozesses von der Intensitdt des Anregungslichtes zu nennen, wo-
bei die Anzahl der am Multiphotonen-Prozess beteiligten Photonen
direkt in die Potenz der Abhdngigkeit mit eingeht. Analog einem
Laser-Scan-Mikroskop wird der Fokus des Laserstrahls daher mit-
hilfe elektronisch beweglicher Spiegel iiber die Probe gefiihrt und
diese so Punkt fiir Punkt abgerastert. Die hohen Repetitionsrate des
Lasers (typischerweise 80-100 MHz) stellt dabei sicher, dass auch
bei nur sehr kurzen Belichtungszeiten (< 0,1 ms / Pixel) eine genii-
gend hohe Zahl an Laserpulsen pro Bildpunkt eingestrahlt wird.
Die Detektion der Signalphotonen erfolgt gewthnlich in riickwarti-
ger Richtung zum Anregungslicht durch dasselbe Objektiv. Ein di-
chroitischer Strahlteiler koppelt das generierte Signal aus dem Laser-
strahlengang aus und leitet es zu einem hochsensitiven Detektor —
gewohnlich eine APD oder PMT. Erst nach erfolgter Signalverarbei-
tung in einem Computer entsteht so ein fertiges Bild. Die erreichbare
Aufldsung ist dabei trotz hoherer Wellenldnge der Anregungsstrah-
lung mit der Konfokalmikroskopie im Vis-Bereich vergleichbar, da
die Intensitdtsabhdngigkeit von Multiphotonen-Prozessen den effek-
tiven Fokalradius unter das Abbe-Limit begrenzt (siehe auch Abbil-

dungZTH

Die technische Umsetzung der Multiphotonen-Mikroskopie ist
gegeniiber linear optischen Mikroskopie-Verfahren nicht nur auf-
wandiger, sondern auch kostspieliger. Den Grofsteil der Investitions-

kosten stellt meist ein geeigneter Femtosekundenlaser dar, welcher
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10 pm

Abbildung 2.16: 3D-Rekonstruktion der GFP-Verteilung in einer GFP-
markiertes Nukleoporin-43 exprimierenden U20S-Zelle. Die Aufnahme
der Einzelbilder erfolgte in ImSpector. Die Rekonstruktion der 3D-Struktur
wurde in FIJI [39] durchgefiihrt. Zur Demonstration der intrinsischen Orts-
auflosung der Multiphotonen-Mikroskopie wurde die obere Halfte des 3D-
Models entfernt, sodass der Blick ins Zellinnere freigegeben ist. (Iexc =
1mW, Aexe =800nm, toeqg = 1 ms /pixel, 512x512 pixel)

als Lichtquelle unverzichtbar ist. Dafiir bietet die Multiphotonen-

Mikroskopie gegeniiber anderen Verfahren teils einzigartige Vortei-

le:
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e Hohere Eindringtiefe: Das nah-infrarote Anregungslicht der

Multiphotonen-Mikroskopie unterliegt einer weit geringeren
Rayleigh-Streuung (etwa 5-10fach geringer), als beispielswei-
se sichtbares Licht und kann daher langere Strecken durch die
Probe zurticklegen, ohne zu sehr an Intensitit zu verlieren. Das
sonst iibliche Tiefenlimit von etwa 100 um kann so unter opti-

malen Bedingungen auf nahezu 1 mm erweitert werden [40].

Intrinsische rdaumliche Auflésung: Die Photonenflussdichte
erreicht in der Multiphotonen-Mikroskopie nur in einem klei-
nen Fokalvolumen von wenigen Femtolitern ein Niveau, wel-
ches das Auftreten nicht-linear optischer Effekte effektiv be-
obachtbar macht. Die Signalerzeugung wird so auf das Fo-
kalvolumen begrenzt und verleiht der Methode eine intrin-
sische rdumliche Auflosung, wie es in Abbildung skiz-
ziert ist. Ein Beispiel fiir diese Eigenschaft ist in Abbildung[2.16]
zu sehen. Eine Blende (engl. pinhole), wie sie in der Konfokal-
mikroskopie fiir die Tiefenschdrfe essentiell ist, wird im Fall
der Multiphotonen-Mikroskopie nicht benétigt. Die Detektion
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kann so ndher zur Probe durchgefiihrt werden, wodurch effek-

tiv mehr Signal erfasst wird.

Verminderte Phototoxizitit: Die Absorbanz von Zell- und Ge-
webeproben weist im Wellenlangenbereich des NIR ein Mini-
mum auf. Zusammen mit der intrinsischen Ortsauflosung (sie-
he oben) fiihrt dies zu einer minimierten Phototoxizitat, indem
das Auftreten lichtinduzierter Prozesse auf den Fokus redu-
ziert ist. Dies trifft auch auf das Bleichen von Fluorophoren
zu. Ferner ermoglicht die Mehr-Photonen-Absorption eine An-
regung elektronischer Uberginge im UV-Bereich mittels NIR-
Anregungslicht.
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Kapitel 3

Experimentelle Systeme fiir
zeitaufgeloste Spektroskopie

3.1 Anreg-Abtast-Experiment

Das Anreg-Abtast-Experiment (engl. pump-probe) ist derzeit die Me-
thode der Wahl, um ultraschnelle molekulare Prozesse zu untersu-
chen. Dazu wird die Probe zunédchst mit einem kurzen Laserpuls
angeregt und zeitverzogert mit einem WeifSlichtpuls (siehe ein
Absorptionsspektrum der Probe aufgenommen. Durch Wiederhol-
ung dieses Vorgehens mit jeweils verdnderten Verzogerungszeiten
konnen so Dynamiken der Probe im Zeitbereich von ~100fs bis
~2ns mit einer Zeitauflosung von typischerweise ~100fs verfolgt

werden.

Der verwendete Anreg-Abtast-Aufbau ist in Abbildung|3.1|sche-
matisch skizziert. Intensive Femtosekunden-Laserpulse mit 775nm
Zentralwellenldange und ~150fs Pulsdauer wurden mithilfe eines
Festkorperlasers des Modells Clark MXR CPA2001 bzw. 2110 bei
einer Repetitionsrate von 1kHz erzeugt. An einem Strahlteiler er-
folgte zundchst die Aufteilung in einen Anreg- und einen Abtast-
Puls. Die Frequenzkonversion des Anreg-Pulses wurde mithilfe ei-
nes NOPA (siehe durchgefiihrt und ein nachgeschalteter Pris-
menkompressor verbesserte die Zeitauflosung des Experiments auf
typischerweise 90 fs. Zur Einstellung einer definierten Zeitverzoge-
rung zwischen Anreg- und Abtast-Puls, wurde ersterer iiber eine va-
riable Verzogerungsstrecke geleitet. Der Abtastpuls wurde zur Weif3-
lichterzeugung (siehe auch in ein Saphirkristallpldttchen ein-
gekoppelt, wodurch eine spektrale Verbreiterung auf ~450-700 nm
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1 Strahlteiler

Femtosekunden-Laser J

[T Chopper

WeiRlichterzeugung

Verzdgerungsstrecke
Prismenkompressor

—>

Blende Probe
Detektion l

Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau des Anreg-Abtast-Experiments.

erreicht werden konnte. Die Foki von Anreg- und Abtast-Puls wur-
den anschlieffend mittels eines Off-Axis Parabolspiegels in der Pro-
be zum Uberlapp gebracht. Eine Blende hinderte den Anreg-Puls
am Erreichen der Multikanal-Photodiodenzeile zur Detektion des
Abtast-Pulses. Da die Repetitionsrate des Anreg-Pulses mit einem
Chopper heruntergetaktet wurde, konnten in fester Sequenz jeweils
Proben- und Referenzspektren gemessen werden.

3.2 Blitzlichtphotolyse

Die 1949 von Norrish und Porter eingefiihrte Blitzlichtphotolyse [41]
ist nach wie vor eine der beliebtesten Methoden, Kinetiken im us- bis
s-Zeitbereich zu verfolgen. Das Messprinzip ist dabei dem Anreg-
Abtast-Experiment vergleichbar — die Probe wird zunéchst mit ei-
nem kurzen Laserpuls angeregt, um anschlieflend die induzierten

Absorptionsdnderungen zu verfolgen.

Aktuell sind zwei Formen der Blitzlichtphotolyse gebrauchlich,
die sich hauptsédchlich in der Art der Abfrage bzw. der Detektion un-
terscheiden. Die Detektion mittels einer Photodiode bietet in Kom-
bination mit einem schnellem Speicheroszilloskops den Vorteil, dass
mit jedem Messzyklus eine vollstindige Transiente aufgenommen
werden kann, was zunéchst eine klare Zeitersparnis gegeniiber breit-

bandiger Detektion darstellt. Anstatt eines Abtast-,Pulses” kommt
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Strahlteiler

Xe-Blitzlampe

Probe

[ Nd:YAG-Laser I OPO

Strahlfang

Spektrograph

Abbildung 3.2: Schematischer ~Aufbau des Blitzlichtphotolyse-
Experiments.

hierbei eine kontinuierliche Belichtung der Probe zum Einsatz, sowie
Monochromatoren zur spektralen Separierung des Signals. Gegen-
iiber einer breitbandigen Detektion wirkt der Umstand beschrin-
kend, dass die Detektion hier auf wenige Kanile, meist sogar nur

einen Kanal beschrankt ist.

Im Gegensatz zur zuvor beschriebenen Variante basiert die fiir
diese Arbeit verwendete Blitzlichtphotolyse, wie sie auch in Abbil-
dung[3.2)skizziert ist, auf einer breitbandigen Detektion mittels Spek-
trograph (5P2150, Acton) und einer ICCD-Kamera (PI-MAX 3, Prin-
ceton Instruments). Die als Sekundarelektronen-Vervielfacher wir-
kende Mikrokanalplatte der ICCD-Kamera kann dabei innerhalb we-
niger Nanosekunden aktiviert bzw. deaktiviert werden, woraus Auf-
nahmezeiten der ICCD-Kamera bis hinab zu ~100 ns erreichbar sind.
Anreg-Pulse werden von einem Nd:YAG-Laser (Spitlight 600, Inno-
las Laser GmBH) erzeugt und mittels eines OPO (preciScan, GWU-
Lasertechnik) frequenz-konvertiert. Als Abfrage-Pulse dienen die
Lichtblitze einer Xenon-Blitzlampe (L7685, Hamamatsu). Die Syn-
chronisierung aller Bauteile wird von einem Pulsverzdgerungsgene-
rator (9200 Sapphire, Quantum Composers) tibernommen.

3.3 Datenauswertung - Globale Fitanalyse

Fiir die Auswertung der transienten Daten aus Anreg-Abtast- und
Blitzlichtphotolyse-Experimenten wurde auf die Methode der Glo-
balen Fitanalyse zurtickgegriffen. Grundlage dieser Methode ist die
Annahme einer hinreichend genauen Beschreibung der Probenkine-
tik mittels eines Ratenmodells. Es wird davon ausgegangen, dass die
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Probe nach Photoanregung eine feste Sequenz unterscheidbarer Zu-
stinde durchlduft, wobei die Besetzungszahl jedes Zustands zeitab-
héngig ist. Dies ermdglicht eine Beschreibung der transienten Ab-
sorptionsanderung AA iiber eine Summe von Exponentialfunktio-

nen der Form:

N
t
AA (t; )\pumpv /\probe) - Zz_l: a; (Ap’r‘obe> Cexrp (_F) . (31)

7

Hierbei reprasentiert N eine endliche Anzahl an Komponenten zur
Beschreibung der gemessenen, transienten Absorptionsdnderung,
wobei typischerweise weniger als sechs Komponenten fiir eine zu-
friedenstellende Beschreibung ausreichend sind. Ferner ist ¢ die Zeit,
Apump die Wellenldnge des Anreg-Pulses und A, die Wellenldnge
des Abtast-Pulses bzw. die Wellenldnge der Detektion, sowie 7; die
i-te Zeitkonstante.

Die Instrumenten-Antwort-Funktion (engl. instrument response
function, IRF) der eingesetzten Detektion wird durch Faltung des
oben beschriebenen Modells mit der Fehlerfunktion erf (x) (engl. er-

ror function) in der Form

erf(z) = % /_x exp(—t?)dt . (3.2)

beschrieben. Die ermittelte Breite der IRF ermoglicht dabei Riick-

schliisse auf die Zeitauflosung des Experimentes.

Das kohirente Artefakt, ein zum Zeit-Nullpunkt aus der Uber-
lagerung von Anreg- und Abtast-Puls in der Probe resultierendes
Signal, wird durch zusétzliche Gauss-Funktionen beschrieben.

Besondere Bedeutung kommt dem Gewichtungsfaktor a; zu. Die
graphische Auftragung des jeweiligen Gewichtungsfaktors gegen
die Wellenldnge ergibt ein so genanntes zerfallsassoziiertes Spek-
trum (DAS), welches Riickschliisse darauf erlaubt, in welchem Um-
fang eine beobachtete Kinetik von der betreffenden Exponential-
funktion bzw. Zeitkonstante beschrieben wird. Ein DAS gehort somit
zu den wichtigsten Hilfsmitteln fiir die Interpretation der Messwer-

te.
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Alle in dieser Arbeit angefiihrten transienten Messungen wurden
mit dem Programm Optimus ausgewertet [42].

63






Kapitel 4

Aufbau eines
Multiphotonen-Mikroskops

4.1 Einfiihrung

Das vorliegende Kapitel befasst sich mit dem Aufbau des Multi-
photonen-Mikroskops, sowie aller zugehorigen Komponenten, wie
beispielsweise der Laserlichtquelle. Eine Ubersicht des gesamten ex-
perimentellen Aufbaus, inklusive Strahlfiihrung ist in Abbildung
skizziert. Bis auf wenige Ausnahmen erfolgt die Strahlfiihrung
streng entlang der Lochreihen des optischen Tisches auf einer Stan-
dardhohe von 14,5cm. Der Aufbau folgt dabei grundsétzlich dem
Prinzip, vor jeder optischen Komponente eine Lochblende zu plat-
zieren. Dies erleichtert die Justage des Systems, indem von jeder
optischen Komponente aus die Lochblende der jeweils folgenden
Komponente angepeilt werden kann. Von einer Verdnderung der
platzierten Lochblenden sollte daher, wann immer moglich, abgese-

hen werden.

Der besseren Ubersicht halber werden die einzelnen Bestand-
teile (z.B. Galvoscanner, Treiber, Teleskop und Scanlinse) im Fol-
genden nicht separat behandelt, sondern sinnhaft zu Modulen (z.B.
Laserscan-Einheit) zusammengefasst. Neben einer allgemeinen Be-
schreibung der einzelnen Komponenten wird, soweit moglich, auch
Anleitung zur Benutzung und Justage derselben gegeben, sowie auf
typische Fehlerquellen und deren Beseitigung eingegangen, sofern
diese Informationen nicht in Handbiichern verfiigbar sind.
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Abbildung 4.1
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4.2 Tsunami-Lasersystem

Die zentrale Strahlungsquelle des Multiphotonenmikroskops ist ein
Tsunami-Lasersystem des Herstellers Spectra-Physics. Es besteht aus
einer Kaskade von drei Hauptkomponenten: einem Diodenlaser, ei-
nem frequenzverdoppelten Nd:YVO,-Laser (Millenia Pro 15s]), so-
wie einem Ti:Sa-Laser (Tsunami 3941C-15HP). Der luftgekiihlte Di-
odenlaser befindet sich separat in einem 19-Zoll-Rack montiert. Seine
Emissionsleistung von bis zu 80 W bei 809 nm dient dem optischen
Pumpen des Nd:YVO,-Lasers und wird zu diesem Zweck iiber zwei
fest verbaute Multimode-Glasfaserbiindel direkt in dessen Resona-

tor geleitet — eine benutzerseitige Justagemoglichkeit besteht nicht.

Der Nd:YVO,-Laser ist auf dem optischen Tisch (PTQ52514/N]J-
S11, Thorlabs) fixiert und dient dem optischen Pumpen des Ti:Sa-
Lasers. Aus Griinden der Sicherheit wird der Strahl des Nd:YVO;-
Lasers in einer Rohre zum Ti:Sa-Laser gefiihrt. Die eigentlich un-
sichtbare Emission des Nd:YVO,-Lasermediums wird intern an ei-
nem LBO-Kristall von 1064 nm auf 532 nm frequenzverdoppelt und
erscheint daher intensiv griin. Die gewiinschte bzw. aktuelle Emissi-
ons-Leistung (532nm) des Nd:YVO,-Lasers kann iiber die kabelge-
bundene Konsole eingestellt bzw. verfolgt werden. Nach Einstel-
len der Emissionsleistung sollten ~15min zur Stabilisierung des
Nd:YVO,-Lasers eingeplant werden.

Der Ti:Sa-Laser ist direkt dem Nd:YVO,-Laser folgend montiert
und wird von diesem optisch gepumpt. Die internen Optiken des
Ti:Sa-Lasers sind fiir einen spektral breitbandigen Betrieb ausgelegt
und erlauben ein Durchstimmen der Zentralwellenldnge zwischen
ca. 700-1050nm. Die Emission der Laserpulse erfolgt mit einer Re-
petitionsrate 80 MHz. Uber einen internen Prismenkompressor kann
die spektrale Bandbreite bzw. Pulsdauer zwischen ca. 40-100 fs an-
gepasst werden. Zum Anklingen des Laser-Prozesses im Ti:Sa-Laser
ist eine minimale Pumpleistung (Emissionsleistung des Nd:YVO,-
Lasers) von ~6 W erforderlich. Ein stabiler Pulsbetrieb desselben bei
808 m Zentralwellenldnge erfordert typischerweise ~10 W Pumpleis-
tung und resultiert in ~2,3 W Emissionsleistung, was auch fiir die

aufwiandige CARS-Mikroskopie ausreichend ist. Fiir einen stabilen
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Pulsbetrieb des Ti:Sa-Lasers bei hoheren Zentralwellenldngen sind
teilweise hohere Pumpleistungen erforderlich. Die maximale Pump-
leistung von 15W resultiert in einer Emissionsleistung von ~3,5W

bei 808 nm Zentralwellenldnge.

Nach Erreichen der gewiinschten Pumpleistung sollte eine ca.
60-miniitige Aufwarmphase eingeplant werden, innerhalb derer die
Zentralwellenldnge und spektrale Pulsbreite eingestellt, sowie ei-
ne stabile Modenkopplung (Pulsberieb) hergestellt wird. Der Ti:Sa-
Laser kann die Modenkopplung dabei grundsétzlich passiv errei-
chen (siehe auch [2.3.3). Es empfiehlt sich jedoch, iiber die Steuer-
elektronik (Model 3955) die regenerative Modenkopplung des Ti:Sa-
Laser zu aktivieren. Sollte die Modenkopplung nicht spontan er-
reicht werden oder wéahrend der nachfolgend beschriebenen Arbei-
ten verloren gehen, so hat es sich bewéhrt, die spektrale Pulsbreite
zundchst zu erhohen, gegebenenfalls auch die Zentralwellenldnge
blau zu verschieben. Hierzu stehen dem Benutzer zwei senkrecht
aus dem Resonatorgehduse ragende Mikrometerschrauben zur Ver-
fiigung. Die in Strahlrichtung mehr rechts positionierte Schraube
erlaubt ein Verstellen der Zentralwellenldange im Bereich von ~700-
1050 nm, wahrend die andere Schraube eine Anpassung der spektra-
len Pulsbreite ermdglicht. Fiir ein Schieben der Zentralwellenldnge
sollten beide Schrauben zeitgleich und gleichsinnig betétigt werden,
da es sonst zum Verlust der Modenkopplung kommen kann. Zum
Einstellen der Pulsbreite, gentigt es, die entsprechende Schraube zu
bedienen und gegebenenfalls kleine Korrekturen der Zentralwellen-
lange vorzunehmen. Das spektrale Emissionsprofil sollte dabei einer
sech?-Verteilung (vergleichbar einer Gauss-Verteilung) entsprechen.
Einem mitunter auftretendem cw-Durchbruch — erkennbar an einer
steil aus dem sech?-Profil herausragenden Intensitétsspitze — kann
durch Variation der Pumpleistung entgegengewirkt werden, wobei
eine Verminderung derselben gewdhnlich zum Erfolg fiihrt. Insbe-
sondere am Anfang der Aufwarmphase kann es zum Driften der
Zentralwellenlinge, sowie einer Anderung der spektralen bzw. tem-
poralen Pulsbreite kommen. Alle Parameter sollten daher sowohl
wiéhrend der Aufwadrmphase, wie auch unmittelbar vor dem Expe-

riment kontrolliert und notigenfalls angepasst werden.
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Die typische Zentralwellenldnge fiir den CARS-Betrieb des Auf-
baus betrdagt 808 nm. Alle optischen Komponenten des Aufbaus, ins-
besondere der 808 nm-Laserlinienfilter und die Photonische Kristall-
faser (siehe Kapitel sind auf diese Wellenldnge abgestimmt. Der
Multiphotonen-Fluoreszenz-Betrieb mag dagegen andere Zentral-
wellenldngen erfordern Das Einjustieren einer abweichenden Zen-
tralwellenldnge ist fiir gewohnlich problemlos moglich, jedoch soll-
ten folgende zwei Punkte beachtet werden: 1.) Die im Aufbau ver-
wendeten dielektrischen Spiegel (BB07-E03, Thorlabs) sind fiir einen
Wellenldngenbereich zwischen 750-1100 nm zertifiziert und weisen
in diesem Bereich eine durchschnittliche Reflektivitdt von >99% auf.
Sie decken damit nahezu die gesamte spektrale Bandbreite der ein-
stellbaren Zentralwellenldnge des Ti:Sa-Lasers ab. Lediglich an der
blauen Flanke (< 750 nm) kommt es zu leicht erh6hten Reflexions-
verlusten. 2.) Wasserdampf und Sauerstoff weisen eine Absorpti-
onsbande im Bereich von ca. 920-970nm auf. Das Einstellen einer
Zentralwellenldnge bzw. ein stabiler Pulsbetrieb des Ti:Sa-Lasers in
diesem Spektralbereich kann daher Schwierigkeiten bereiten. In der
Praxis hat sich eine erhthte Pumpleistungen des Nd:YVO,-Lasers
von ca. 12W in Kombination mit einer vorsichtigen Rotverschie-
bung der Zentralwellenldnge in den kritischen Spektralbereich hin-
ein als praktikabel erwiesen. Simultan zum Rotschieben der Zentral-
wellenldnge ist eine Anpassung der spektrale Halbwertsbreite des
Laserpulses notwendig, wobei der Pulsbetrieb unterhalb einer Halb-
wertsbreite von ca. 8nm gewohnlich zusammenbricht. Alternativ
besteht die Moglichkeit, den Resonator des Ti:Sa-Lasers mit Stick-
stoff zu fluten. Dafiir steht das Bauteil Model 3910 zur Verfligung.
Der verwendete Stickstoff sollte hochrein und trocken sein. Ein mit
Fliissigstickstoff betriebener Verdampfer ist als Stickstoffquelle un-
geeignet. Ferner kann das Fluten des Laserresonators mit Stickstoff

eine Justage des Resonators notig machen.

Der Strahl des Ti:Sa-Lasers verldsst den Resonator s-polarisiert
und auf einer Hohe von 14,2 cm. Dies entspricht nicht den Standards
des Aufbaus, welche eine p-Polarisation des Laserstrahls zur Mini-
mierung von Reflexionsverlusten, sowie eine Hohe von 14,5 cm {tiber
der Flache des optisches Tisches voraussetzen. Der Laserstrahl wird

daher nach Verlassen des Resonators zundchst iiber zwei Spiegel
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Abbildung 4.2: Fotografie des Moduls Tsunami-Laseraufbau mit Fokus auf
dem Ti:Sa-Laser und eingezeichnetem Strahlengang.

gelenkt und so auf Standardhohe gebracht. Abweichend zur Aus-
sage im vorigen Absatz handelt sich bei diesen beiden Spiegeln
nicht um das Modell BB07-E03 (Thorlabs), sondern um das Mo-
dell 10Q20UE.35S (Newport), welche sich durch eine Optimierung
der Reflektivitat fiir s-polarisiertes Licht auszeichnen und >99% Re-
flektivitat im Spektralbereich von 680-1060 nm bieten. Im Anschluss
passiert der Laserstrahl einen Farady-Isolator (I0-5-TIS2-HP, OFR)
welcher das storende Eindringen von Riickreflexen in den Reso-
nator des Ti:Sa-Lasers verhindert (siehe auch Abbildung [4.2). Als
Folge der Passage durch den Faraday-Isolator dreht sich die Polari-
sation des Laserstrahls auf 45° relativ zur Normalen des optischen
Tisches. Eine nachfolgende \/2-Wellenplatte (10RP52-2, Newport)
dreht die Polarisation des Laserstrahls schlieslich in die gewtinschte

p-Polarisation.

Sofern nicht aktiv genutzt, empfiehlt es sich, das Tsunami-Laser-
system im Bereitschaftsmodus (engl. standby) zu betreiben. Insbeson-
dere die Steuerelektronik und Wasserkiihlung sollten idealerweise
permanent in Betrieb bleiben. Dies zum einen, da die Aufwarm-
und Stabilisierungsphase der Steuerelektronik nach einem Wieder-
anfahren etwa 60min zusédtzlicher Zeit in Anspruch nimmt, zum
anderen, um die Temperierung sowohl des Ti:Sa-, wie auch des
Nd:YVO,-Lasers zu bewahren. Letzteres trifft insbesondere auf den
Nd:YVO,-Laser zu, dessen LBO-KTristall zur Frequenzverdopplung
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mittels einer Kombination aus Wasserkiihlung und internem Heiz-
element temperiert wird. Sofern das Lasersystem {iber einen lan-
geren Zeitraum (> 2 Wochen) nicht aktiv genutzt wird oder ande-
re Griinde vorliegen, kann es heruntergefahren werden. Wird das
Lasersystem wieder hochgefahren, so ist zusitzlich zu den bereits
genannten Punkten eine Aufwarmphase des Diodenlaser von etwa

60 min einzuplanen.

4.3 GuideStar II Strahlstabilisierung

Der Aufbau verfiigt {iber ein optional zuschaltbares, automatisiertes
Strahlstabilisierungs-System des Modells GuideStar II (Newport).
Dieses besteht aus zwei motorisierten Spiegelhaltern (8816-6, New-
port), zwei CCD-Kameras (8784, Newport), sowie einer Steuerein-
heit (8783, Newport), wie sie in Abbildung kenntlich gemacht
sind. Das zugrunde liegende Prinzip sieht vor, dass der Strahl zu-
nédchst tiber beide motorisierte Spiegel geleitet und anschlieffend an
zwei weiteren Spiegeln mit polierter Riickseite (BB1-EO3P, Thorlabs)
reflektiert wird. Die CCD-Kameras sind jeweils hinter den riicksei-
ten-polierten Spiegeln platziert und nutzen die wenigen Promille
transmittierter Strahlintensitdt zur Bestimmtung der Strahlposition.
Sollte diese aufserhalb eines (einstellbaren) Toleranzbereiches um
den definierten Zielpunkt liegen, justiert das System die Strahlpo-
sition selbsttitig nach. Analog einer Raumgeraden, die durch zwei
Punkte exakt festgelegt ist, stellt die Detektion mittels zweier CCD-
Kameras sicher, dass sowohl Strahlposition, wie -ausrichtung stets

reproduziert werden.

Die Motorisierung der Spiegelhalter besteht zwar aus Piezoele-
menten, allerdings sind diese nicht direkt an der Bewegung des Spie-
gels beteiligt. Stattdessen wird der Spiegel {iber eine Stellschraube
bewegt, die auch manuell verstellt werden kann. Die Piezoelemente
wiederum werden genutzt, um die Stellschraube iiber ein Wechsel-
spiel von Gleit- und Haftreibung zu bewegen. Im Vergleich zu einer
direkten Ansteuerung des Spiegels mittels Piezoelement bietet diese
indirekte Methode den Vorteil, dass die Spiegel absolut still stehen,
sofern keine Justage der Strahlposition notwendig ist, sodass keine
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Kapitel 4. Aufbau eines Multiphotonen-Mikroskops

Abbildung 4.3: Fotografie der integrierten GuideStar II Strahlstabilisierung
mit eingezeichnetem Strahlengang.

zusétzliche Schwankung der Strahlposition erzeugt wird. In gewis-
ser Weise nachteilig ist die Tragheit dieses Designs, welches eine akti-
ve Kompensation schneller Strahlpositions-Schwankungen nicht er-
laubt. Dennoch hat sich das System als sehr praktikabel erwiesen,
insbesondere um die Strahlposition {iber mehrere Tage hinweg zu
reproduzieren. Dariiber hinaus bietet das System diverse Moglich-
keiten zur Strahlanalyse, wie beispielsweise die Messung des Strahl-
profils oder eine Aufzeichnung der Strahlposition zur Dokumentati-
on der Stabilitat.

4.4 Pulskompression

Die Laserpulse des Ti:Sa-Lasers verlassen den Resonator fourier-
limitiert mit einer typischen Pulsdauer von ca. 60-80 fs, jedoch fiihrt
die (positive) Gruppengeschwindigkeitsdispersion zu einer hier zu-
ndchst unerwiinschten, zeitlichen Streckung der Pulsldnge (siehe
Kapitel 2.3.4). Dies geht mit einer Abnahme der Spitzenintensitat
des Pulses und damit einer verringerten Wahrscheinlichkeit ein-
her, nichtlinear optische Effekte zu erzeugen. Alle transmittierenden
Optik-Komponenten, insbesondere jedoch Mikroskop-Objektive, die
ein kompaktes System einer ganzen Anzahl von Linsen beinhalten,

tragen zu diesem Effekt bei.
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Abbildung 4.4: Fotografie des Moduls Prismenkompressor mit eingezeich-
netem Strahlengang.

Der Laserpuls wird daher relativ ziigig nach Verlassen des Re-
sonators iiber einen Prismenkompressor geleitet (siehe auch Abbil-
dung [£.4), wo er negative Gruppengeschwindigkeitsdispersion er-
fahrt bzw. einen Blau-Chirp erhilt (siehe Kapitel 2.3.4). Der Blau-
Chirp ist dabei so bemessen, die positive Gruppengeschwindig-
keitsdispersion des Pulses an einem definierten Punkt im Aufbau
vollstindig zu kompensieren, sodass erneut ein fourier-limitierter
Puls vorhanden ist. Typische Punkte im Aufbau, an denen fourier-
limitierte Pulse sinnvoll sind, stellen der Eintritt in die Photonische
Kristallfaser (siehe Kapitel .7) bzw. der Austritt aus dem Objektiv
des Mikroskops (siehe Kapitel 4.10) dar. Wahrend sich die Pulslinge
vor Eintritt in die Photonische Kristallfaser gut mit einem Autokorre-
lator bestimmen ldsst, gestaltet sich dieses Vorgehen am Mikroskop
deutlich aufwiandiger. Hier hat sich das Vorgehen bewdhrt, einige
Tropfen eines Farbstoffes (z.B. Rhodamin-B-Losung in Methanol) auf
einen diinnen (ca. 100 ym) Objekttrager aus Glas aufzubringen und
durch Justage des Prismenkompressors die Intensitidt der gemesse-

nen 2PF zu maximieren.

Die zentrale Komponente des Prismenkompressors ist eine stu-
fenlos drehbar gelagerte (CR1/M, Thorlabs) Plattform. Auf dieser
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befinden sich zwei Prismen (10SF10, Newport) aus SF10-Glas mon-
tiert, welche im Brewsterwinkel geschnitten und fiir einen Spektral-
bereich von 370-2000 nm zertifiziert sind. Die Drehachse der Platt-
form wurde so platziert, dass sie durch die Kante der beiden op-
tisch polierten Flidchen des, in Einstrahlrichtung gesehen, ersten
Prismas verlduft. Diese Anordnung ermoglicht ein einfaches An-
passen des wellenldngen-abhiangigen Brewsterwinkels. Das zweite
Prisma befindet sich beweglich auf einem Linearverschiebetisch ge-
lagert. Die nicht-polierten Riickseiten beider Prismen sind dabei par-
allel angeordnet. Ein breitbandig beschichteter dielektrischer Spiegel
(10SD520BD.2, Newport) in 2f-Position dient als Reflektor, sodass
eintreffender und reflektierter Strahl leicht hohenversetzt demselben
Pfad folgt. Hierdurch halbiert sich die Zahl der nétigen Prismen von
sonst 4 auf nur 2. Mithilfe mechanischer Blenden vor dem Reflektor-
spiegel konnen die spektralen Eigenschaften des Pulses angepasst

werden.

Ein zusétzlich eingebrachter Retroreflektor, bestehend aus zwei
rechtwinklig angeordneten Spiegeln (BB1-E03, Thorlabs) faltet den
Strahlweg und tragt zur Kompaktheit des Prismenkompressors bei.
Der Retroreflektor ist auf einer Schiene in Einstrahlrichtung beweg-
lich gelagert. Ein Linearverschiebetisch ermoglicht eine Justage des
Retroreflektors senkrecht zur Einstrahlrichtung in Tischebene. Je gro-
3er die Distanz zwischen dem Retroreflektor und der zuvor erwdhn-
ten Plattform ausfillt, desto mehr negative Gruppengeschwindig-
keitsdispersion bzw. Blau-Chirp erfahrt der Laserpuls. Kompensie-
rend hierzu wird durch Einfahren des zweiten Prismas in den Strahl-
weg zusdtzliche (positive) Gruppengeschwindigkeitsdispersion er-
zeugt, wodurch eine Feinabstimmung des erzeugten Chirps mog-
lich ist. Nach Verlassen des Prismenkompressors wird der Puls mit-
tels eines dielektrischen Spiegels (BBD1-E03, Thorlabs) ausgekoppelt
und iiber einen zweiten Spiegel geleitet wieder auf Standardhohe ge-
bracht.

4.5 Astigmatismus-Korrektur

Der Laserstrahl des Tsunami-Lasers weist bauartbedingt eine nahe-
zu doppelt so hohen Divergenz in vertikaler Richtung verglichen
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4.5. Astigmatismus-Korrektur

Abbildung 4.5: Fotografie des Moduls Astigmatismuskorrektur mit einge-
zeichnetem (Pump-)Strahlengang.

mit der horizontalen Richtung auf. Dieser Astigmatismus wirkt sich
negativ auf die Fokussierung des Laserstrahles, beispielsweise an
Mikroskop-Objektiven aus, deren riickwértige Apertur moglichst
gleichmaflig ausgeleuchtet bzw. sogar leicht tiberstrahlt werden soll-
te. Zur Korrektur des Astigmatismus wird ein Galilei-Teleskop, be-
stehend aus drei Linsen eingesetzt. Wie in Abbildung gezeigt,
passiert der Laserstrahl dabei zunédchst zwei plankonkave Zylin-
derlinsen (CLCC-25.4/50.0C und CLCC-25.4/100.0C, Laser Com-
ponents), welche den Astigmatismus ausgleichen. Im Anschluss
erfolgt die Passage durch eine plankonvexe Sphirenlinse (PCLX-
25.4/206.0C, Laser Components) zur Rekollimation des Strahles. Al-
le drei Linsen sind aus N-BK7-Glas gefertigt und weisen eine Anti-

reflexbeschichtung auf, die fiir 808 nm optimiert wurde.

Zur leichteren Justage der Astigmatismus-Korrektur kénnen die
Linsen mitsamt ihrer Fassung entfernt werden. Anschlieffend wird
der Laserstrahl anhand der vorhandenen Blenden justiert. Beim Ein-
setzen der Linsen empfiehlt es sich, eine, der Strahlrichtung entge-
gengesetzte Reihenfolge einzuhalten. Beginnend mit der plankonve-
xen Sphérenlinse (PCLX-25.4/206.0C), wird jede Linse zundchst mit-
hilfe der integrierten Blende vollstindig einjustiert, bevor die jeweils

folgende Linse eingesetzt wird. Im Fall der beiden Zylinderlinsen ist
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zusatzliche auch eine Justage der optischen Achse notwendig. Durch
Rotation der mittleren Linse (CLCC-25.4/100.0C) wird der Astigma-
tismus zunachst maximiert und anschliefSend durch Einsetzen, Justa-
ge und Rotation der verbliebenen Zylinderlinse (CLCC-25.4/50.0C)

minimiert.

Die Astigmatismus-Korrektur ist so in den Aufbau integriert,
dass sie im CARS-Betrieb des Mikroskops auf den Pump-Strahl
wirkt bzw. auf den Anregungsstrahl im Fluoreszenzbetrieb. Sie folgt
dabei einer kleinen Untereinheit zur Intensitdtskontrolle des Pump-
strahles und besteht aus einer \/2-Wellenplatte (AHWP05M-950,
Thorlabs), sowie einem Polarisator (GL10-B, Thorlabs). Der Stokes-
Strahl benotigt keine Astigmatismus-Korrektur, da der Astigmatis-
mus wahrend der Passage des Stokes-Strahles durch die Photonische
Kristallfaser (siehe Kapitel verloren geht.

4.6 Optische Verzogerungsstrecke

Die optische Verzogerungsstrecke dient der relativen Verzogerung
von Pump- und Stokes-Pulsen im CARS-Betrieb der Anlage. Sie
ist in den Pump-Strahlengang integriert und folgt direkt auf die
Astigmatismus-Korrektur (siehe auch Abbildung[4.6). Kernstiick der
optischen Verzogerungsstrecke ist ein elektrisch verstellbarer Linear-
verschiebetisch (XMS160, Newport), dessen Schlitten iiber eine Stre-
cke von 160 mm — entsprechend einer Zeitverzogerung von ca. 0,5ns
— beweglich ist, bei einer Genauigkeit von 0,5 yum. Auf dem Schlitten
des Linearverschiebetisch ist ein Retroreflektor montiert, dessen De-
sign und Spiegelbestiickung (BB1-E03, Thorlabs) mit dem des Pris-

menkompressors identisch ist.

Die Kontrolleinheit (XPS-C2, Newport) des Linearverschiebeti-
sches ist in das lokale Netzwerk eingebunden. Der Aufruf der Steu-
eroberfldche erfolgt durch Eingabe von ,,CRSXPS” in die Adresszeile
eines Webbrowsers. Unter dem Mentiireiter , Front Panel” finden sich
unter anderem die wichtigen Eintrdge ,Move” und ,Jog”. Mittels
,Move” kann der Schlitten an eine definierte Position gebracht wer-

den. Es werden Positionsangaben im Bereich + 80 mm akzeptiert.
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* Linearverschiebetisch

XMS160

Abbildung 4.6: Fotografie des Moduls Optische Verzogerungsstrecke mit
eingezeichnetem Strahlengang.

Der Befehl ,Jog” dient dem Verfahren des Schlittens mit kontinuier-
licher Geschwindigkeit. Weitere Details zur Bedienung konnen der

Betriebsanleitung entnommen werden.

Bei der Justage des Pump-Strahlengangs ist unbedingt darauf zu
achten, dass der, auf den Retroreflektor des Linearverschiebetisches
einfallende Strahl exakt parallel zur Verschieberichtung des Schlit-
tens verlduft. Andernfalls hat eine Verschiebung des Schlittens einen
schleichenden Versatz des Pump-Strahls zur Folge, welcher die Be-
obachtung des CARS-Signals deutlich erschwert oder sogar verhin-
dert. Zu Justagezwecken befindet sich hinter dem Linearverschiebe-
tisch eine zusétzliche Blende, auf welche der Pumpstrahl nach Ent-
fernen des Retroreflektors justiert werden kann. Nach Passage des
Retroreflektors wird der Pump-Strahl iiber einen weiteren Spiegel
(BB1-E03, Thorlabs) auf einen dielektrischen Langpass-Filter (LP02-
808RU-25, Semrock) geleitet. Hier erfolgt die raumliche Uberlage-
rung von Pump- und Stokes-Puls, indem ersterer am Langpassfilter
reflektiert, letzterer jedoch transmittiert wird.

Die optische Verzogerungsstrecke ist fiir den Fluoreszenz-Betrieb

nicht notwendig. Sie kann daher tiber zwei schwenkbar montierte
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Abbildung 4.7: Fotografie des Moduls Optische Verzogerungsstrecke mit
eingezeichnetem, alternativem Strahlengang.

(FM90/M, Thorlabs) Spiegel (BB1-E03, Thorlabs) abgekiirzt werden,
wie in Abbildung [4.7) gezeigt.

4.7 Photonische Kristallfaser

Entgegen der Bezeichnung handelt es sich bei einer photonischen
Kristallfaser (PCF) nicht um einen Kristall im eigentlichen Sinne,
sondern um einen Lichtwellenleiter mit integrierter Mikrostruktur
— vereinzelt ist daher auch die Bezeichnung , mikrostrukturierte Fa-
ser” anzutreffen. Die Mikrostruktur einer PCF besteht typischerwei-
se aus langsseitig verlaufenden, typischerweise mit Luft gefiillten
Rohren, welche eine periodische Modulation des Brechungsindex
bewirken. Sowohl die Form, wie auch die Anordnung der Réhren
beeinflussen die optischen Eigenschaften der PCF, welche dadurch

speziell an die jeweiligen Anforderungen angepasst werden konnen.

Die im Aufbau integrierte PCF (FemtoWhite 800, Crystal Fib-
re) wurde darauf optimiert, fs-Pulse eines Ti:Sa-Lasers spektral zu
einem Superkontinuum zu verbreitern, welches im CARS-Betrieb
des Aufbaus als Stokes-Strahl dient. Im Vergleich zu anderen Ver-
fahren der spektralen Pulsverbreiterung, beispielsweise der Weifs-
lichterzeugung in Saphir-Kristallen, setzt der erwiinschte Verbreite-

rungsprozess in der PCF bereits bei sehr niedrigen Pulsenergien von

78



4.7. Photonische Kristallfaser

nur wenigen Nanojoule pro Puls ein. Dies ist wichtig, da die Puls-
energie des genutzten Ti:Sa-Lasers aufgrund der hohen Repetitions-
rate von 80 MHz bzw. in Abwesenheit eines nachgeschalteten Ver-
starkers (siehe Kapitel lediglich im zweistelligen Nanojoule-
Bereich liegt.

Wie in Abbildung 4.8 gezeigt, sieht der Aufbau vor, die Auftei-
lung in Pump- und Stokes-Strahl direkt im Anschluss an die Puls-
kompression im Prismenkompressor erfolgen zu lassen. Statt ei-
nes gewOhnlichen Strahlteilers kommt ein 808 nm-Laserlinienfilter
(LLO1-808-25, Semrock) zum Einsatz. Dieser transmittiert bei einer
Zentralwellenldnge von 808 nm einen lediglich 3nm breiten Laser-
puls, welcher im CARS-Betrieb des Aufbaus als Pump-Puls genutzt
wird. Der Laserlinienfilter ist auf einer verkippbaren Spiegelhalte-
rung (FM90/M, Thorlabs) montiert, sodass er bei Nichtgebrauch
leicht aus dem Strahlengang entfernt werden kann. Die am Laser-
linienfilter reflektierten Anteile der Ti:Sa-Pulse werden anschliefsend
uiber eine Untereinheit geleitet, bestehend aus einer )\ /2-Wellenplatte
(AHWP05M-950, Thorlabs), sowie einem Polarisator (GL10-B, Thor-
labs), welche dem Einstellen der Intensitat dienen. Die Ein- und Aus-
kopplung des Stokes-Strahles aus der PCF erfolgt mittels Mikroskop-
Objektiven (Einkopplung: Plan N 20x, Auskopplung: Plan N 40x,
Olympus), welche iiber Linearverschiebetische frei im Raum (x-,y-
und z-Achse) beweglich sind. Die Auskopplung des Stokes-Strahls
aus der PCF iiber ein stdrker fokussierendes Mikroskop-Obijektiv
verkleinert dessen Strahldurchmesser, sodass nachfolgend eine Ein-
kopplung in andere optische Bauteile, beispielsweise eine Pockels-
Zelle erleichtert wird. Sofern die Auskopplung tiber ein Mikroskop-
Objektiv anderer Spezifikation erfolgen soll, muss auch das weiter
unten beschriebene Teleskop an die neuen Bedingungen angepasst

werden.

Die im Aufbau integrierte PCF ist aus praktischen Griinden in
einem stabilen Gehduse untergebracht. Die Enden der PCF sind
jeweils mit einer Quarz-Ferrule gefasst, welche die Mikrostruktur
vor Beschddigungen oder der Aufnahme von Fliissigkeiten tiber
den Kapillareffekt schiitzt, beispielsweise wahrend des Reinigens.
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Abbildung 4.8: Fotografie des Moduls Photonische Kristallfaser mit einge-
zeichnetem Strahlengang.

Zur leichteren Einkopplung des Laserstrahls in die PCF — der Kern-
durchmesser betrédgt lediglich 1,8 ym — sind die Enden der PCF mit
einer integrierten Optik zur Strahlaufweitung versehen, welche den
Strahldurchmesser in etwa um den Faktor 10 vergrofiert bzw. ver-
kleinert. Dennoch verlangt die Justage der PCF ein hohes Maf3 an
Préazision, denn der Durchmesser des zu treffenden Ziels liegt noch
immer deutlich unter dem typischen Durchmesser eines mensch-
lichen Haares. Aus diesem Grund ist die PCF auf einem V-Block
(NB-1, Newport) montiert — sollte sie aus dem Aufbau entfernt wer-
den miissen, ist eine rudimentdre Repositionierung so relativ ein-
fach moglich. Die Justage der PCF-Position erfolgt iiber einen 3-
Achsen-Positionierer (MBT616/M, Thorlabs). Dieser erlaubt die Jus-
tage der PCF-Position entlang der drei Translations-Achsen mit einer
Genauigkeit von 50 nm. Dieses hohe Maf$ an Prézision wird durch
die Verwendung von Differentialgewinden ermoglicht. Die Justage-
Schrauben des 3-Achsen-Positionierers besitzen daher zwei Einstell-
moglichkeiten. Der vordere Stellring ermoglicht ein Verfahren der
Position um bis zu 4mm und dient lediglich der Grobjustage. Die
Feinjustage erfolgt {iber den abschliefsende Stellring, welcher einen
Verfahrweg von bis zu 300 um erlaubt, bei einer Genauigkeit von

50 nm.

Bei einer Zentralwellenldnge des Pump-Strahles von 808 nm sind
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im Stokes-Strahl lediglich die spektralen Anteile >808 nm fiir die Er-
zeugung des CARS-Signals relevant. Nach Auskoppeln des Stokes-
Strahles aus der PCF mittels des Mikroskop-Objektivs passiert die-
ser daher einen 800 nm-Langpassfilter (FEL800, Thorlabs). Im An-
schluss erfolgt eine Angleichung des Strahldurchmessers an den
Pump-Strahl in einem Galilei-Teleskop. Die Antireflexbeschichtung
der verwendeten Linsen (PLCC-25.4/25.8C und PLCX-25.4/154.5C,
Laser Components) ist breitbandig fiir den Bereich 633-1064 nm aus-
gelegt. Zur leichteren Zentrierung der Linsen verfiigt jede Linsen-
halterung iiber eine integrierte Blende.

In den meisten Fillen wird ein geeignetes Superkontinuum be-
reits durch Zentrierung des einfallenden Stokes-Strahls auf die PCF
anhand der installierten Blenden erhalten, gefolgt von einer gering-
figigen Feinjustage der PCF mithilfe des 3-Achsen-Positionierers.
Sollte dennoch eine vollwertige Justage der PCF nétig sein, so kann
das nachfolgend beschriebene Schema als Orientierungshilfe genutzt
werden. Zunéchst werden die PCF, die Mikroskop-Objektive, sowie
der nachgeschaltete 800 nm-Langpassfilter aus dem Strahlengang
entfernt. Der einfallende Stokes-Strahl wird nun anhand der instal-
lierten Blenden zentriert, sodass sein Einfall auf die PCF exakt senk-
recht erfolgt. AnschlieSend werden die Halterungen der Mikroskop-
Objektive mithilfe der integrierten Blenden auf den Stokes-Strahl
zentriert. Die Mikroskop-Objektive werden nun wieder installiert.
Die Zentrierung des, den Stokes-Strahl in die PCF einkoppelnden
Mikroskop-Objektivs ist dabei anhand des Fokusverlaufs zu kon-
trollieren. Vor dem weiteren Vorgehen wird Intensitdt des Stokes-
Strahles auf etwa 10mW reduziert, um eine Beschddigungen der
PCF durch mangelhafte Fokussierung zu vermeiden. Die PCF wird
wieder installiert, wobei das hintere Ende der PCF mit der Kante des
V-Blocks einen Abschluss bildet. Die Polarisationsrichtung der PCF
ist als weifle Linie auf den beiden Endflichen des Gehduses markiert
und muss mit der Polarisation des eingekoppelten Stokes-Strahles
ubereinstimmen. Mittels der Grobjustage-Stellringe wird die PCF
nach Augenmaf$ so positioniert, dass der Fokus des Stokes-Strahl
das Zentrum der Quarz-Ferrule trifft. Das auskoppelnde Mikroskop-
Objektiv wird bis auf etwa 2 mm an die Ferrule der PCF herangefah-

ren. Die PCF ist nun rudimentar justiert.
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Fiir die folgende Grob- und Feinjustage werden ein NIR-Sicht-
gerdt und eine Papierkarte benotigt. Letztere wird hinter dem aus-
koppelnden Mikroskop-Objektiv platziert. Mithilfe der Grobjustage-
Stellringe des 3-Achsen-Positionierers wird die PCF weiter auf den
einfallenden Stokes-Strahl zentriert, bis mit dem NIR-Sichtgerat auf
der Papierkarte ein schwacher Lichtpunkt erkennbar ist. Der Fo-
kus des einfallenden Stokes-Strahles befindet sich nun im lichtleiten-
den Bereich der PCF. Um die nachfolgende Justage zu erleichtern,
kann die Intensitdt des eingekoppelten Stokes-Strahls jetzt auf ca.
50 mW erhoht werden. Durch wechselweisen Einsatz von Grob- und
Feinjustage-Stellringen wird der eingekoppelte Stokes-Strahl wei-
ter in Richtung des mikrostrukturierten Bereichs der PCF zentriert.
Periodische Intensititsschwankungen des ausgekoppelten Stokes-
Strahles wahrend gleichmiflig ausgefiihrter Drehung eines Fein-
justage-Stellrings deuten dabei auf ein Wandern des eingekoppel-
ten Stokes-Strahls tiber den mikrostrukturierten Bereich der PCF
hin — der Fokus des eingekoppelten Stokes-Strahls befindet sich
nun bereits sehr nahe dem Kern der PCF. Sobald der eingekoppel-
te Stokes-Strahl den Kern der PCF trifft, nimmt die Intensitiat des
ausgekoppelten Stokes-Strahles sprunghaft zu. Bei anndhernd kor-
rekter Fokussierung der Mikroskop-Objektive kann das Superkon-
tinuum hier bereits mit blofsem Auge als rot-orangener Lichtpunkt
auf der Papierkarte wahrgenommen werden. Fiir die nun folgen-
de Feinjustage kann die Intensitidt des, in die PCF eingekoppelten
Stokes-Strahles auf ca. 100 mW erhoht werden. Die Position der PCF
wird nun ausschliefilich mithilfe der Feinjustage-Stellringe des 3-
Achsen-Positionierers auf das Intensititsmaximum des ausgekop-
pelten Stokes-Strahls bzw. des Superkontinuums optimiert. Hierbei
ist neben der lateralen Justage der PCF auch die axiale Justage (paral-
lel zum Stokes-Strahl) zu beachten, welche die Fokussierung des ein-
koppelnden Mikroskop-Objektivs sicherstellt. Fiir exakte Ergebnisse
kann ein Leistungsmessgerdt verwendet werden. Mittels Fokussie-
rung des auskoppelnden Mikroskop-Objektivs wird die Kollinearitat
des Stokes-Strahles wiederhergestellt und daran anschliefSend der zu
Beginn entfernte 800 nm-Langpassfilter wieder installiert.

Die abschliefiende Optimierung des erzeugten Superkontinuums
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Abbildung 4.9: Fotografie des Moduls Frequenzverdopplung mit einge-
zeichnetem Strahlengang.

erfolgt ausschliefilich tiber Variation der Intensitit des eingekoppel-
ten Stokes-Strahles. Hierzu muss das Superkontinuum mittels eines
Spektrometers beobachtet werden. Bei einer Wellenldnge des Pump-
Strahles von 808 nm muss der Stokes-Strahl die spektrale Bandbreite
von etwa 810-1100 nm abdecken, um alle Raman-Resonanzen anre-
gen zu konnen. Auf die Optimierung dieses Spektralbereiches des
Superkontinuums sollte daher besonderer Wert gelegt werden. Die
Intensitét des eingekoppelten Stokes-Strahles betragt typischerweise
150-200 mW. Hohere Intensitdten sind moglich, steigern jedoch das
Risiko einer Beschddigung der PCF.

4.8 Frequenzverdopplung

Der Aufbau verfiigt iiber ein kleines Modul zur Frequenzverdopp-
lung (siehe Abbildung[4.9). Dieses ist nachfolgend auf Wiederverei-
nigung von Pump- und Stokes-Strahl am dielektrischen Langpass-
Filter (LP02-808RU-25, Semrock) angeordnet. Als nichtlinear opti-
sches Medium dient ein 0,5 mm starker BBO-Kristall im Schnittwin-
kel von 29°. Die Fokussierung in den Kristall bzw. Rekollimation er-
folgt tiber einfache Sphéren-Linsen mit einer Brennweite von 40 mm.
Ein nachfolgend montierter Spiegelhalter kann zur Aufnahme eines

Filters genutzt werden, um Fundamentalstrahlung zu unterdriicken.
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Je nach Anwendung (Mikroskopie- oder Spektroskopie-Betrieb)
kann die Strahlfiihrung in diesem Modul durch Ein- bzw. Ausfahren
von Spiegeln auf verkippbaren Halterungen (FM90/M, Thorlabs)
angepasst werden. Sofern im Spektroskopie-Betrieb keine Frequenz-
verdopplung gewiinscht ist, konnen Kristall und Linsen aus dem
Strahlengang entfernt werden. Ein niitzliche Anwendung dieses
Moduls im CARS-Betrieb besteht in der Erzeugung der Differenz-
frequenz aus frequenz-verdoppeltem Pump-Strahl und dem Stokes-
Strahl. Dieser Effekt ist leichter nachweisbar, als das CARS-Signal
selbst und kann zur Justage der rdumlichen, wie auch zeitlichen

Uberlappung beider Strahlen genutzt werden.

4.9 Laserscanner

4.9.1 (Thorlabs VCM101H-635)

Der VCM101H-635 des Herstellers Thorlabs ist ein vormontierter xy-
Laserscanner, welcher sich durch hohe Bildaufnahmeraten auszeich-
net. Der Einsatz eines resonanten Scanners (8 kHz) fiir die Abtastung
der Bildzeilen ermoglicht hier die Aufnahme von bis zu 16.000 Bild-
zeilen pro Sekunde bzw. ~30 Bildern pro Sekunde, bei einer typi-

schen Auflosung von 512x512 Pixeln.

Der VCM-101H-635 kam in der frithen Phase des Aufbaus des
Multiphotonen-Mikroskops zum Einsatz. Wie sich schrittweise her-
ausstellte, entsprach dieser Scanner den Anforderungen fiir nicht-
linear optische Mikroskopie nur in unzureichender Weise. Insbe-
sondere die geringe Integrationszeit von nur ~120ns pro Pixel (bei
512x512 Pixeln Aufldsung) erschwerte die Beobachtung der ver-
gleichsweise selten auftretenden, nichtlinear optischen Ereignisse.
Die feste Resonanzfrequenz des Scanners liefs dabei keine Verdn-
derung der Integrationszeit zu. Eine softwareseitige Mittelung tiber
hohe Aufnahmenzahlen hinweg erwies sich als undurchfithrbar und
provozierte regelméfsig Abstiirze des Steuerprogramms. Auch der
Scanner selbst zeigte sich unzuverldssig, was sich in spontanen Aus-
téllen des (langsamen) Galvoscanners duferte, sowie in Kollisionen
beider Scannerspiegel, die in einem Fall zum Zerbrechen des Gal-

vospiegels, in einem weiteren Fall zum Defekt des Galvoscanners
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Abbildung 4.10: Fotografie des Moduls Laserscanner mit eingezeichnetem
Strahlengang.

fithrten. Der VCM101H-635 wurde daher spéter durch einen Laser-
scanner von Cambridge Technology ersetzt (siehe Kapitel 4.9.2).

4.9.2 Cambridge Technology Laser-Scanner

Der Laserscanner von Cambridge Technology ersetzt den zuvor ge-
nutzten VCM101H-635 (Thorlabs) (siehe auch Kapitel [4.9.T). Es han-
delt sich um einen eigens konfigurierten xy-Laserscanner in Aus-
fiihrung eines Galvo-Galvo-Systems. Zum Einsatz kommen dabei
zwei identische Galvanometer-Scanner des Typs 6210HSM40, de-
ren Reaktionszeit (Erreichen einer 0,1° entfernten Position mit 99%
Genauigkeit) bei ~100 us liegt. Beide sind mit einem breitbandig
reflektierenden Silberspiegel mit 6 mm freier Apertur bestiickt. Die
Montage der Galvo-Scanner erfolgte herstellerseitig in einer geeig-
neten Halterung. Eine 2 cm starke Aluminiumplatte dient sowohl als
Warmeableiter, wie auch als Adapterplatte fiir die Montage auf einer
5-achsig (X, Y, Z, O x, ©y) verstellbaren Plattform (9082-M, Newport).
Der gesamte Aufbau des Moduls kann Abbildung entnommen
werden.

Die Ausfiihrung des Laserscanners als Galvo-Galvo-System bie-
tet gegentiber dem Resonant-Galvo-System des VCM101H-635 den
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Vorteil einer hoheren Freiheit beziiglich der Fithrung des Laser-
strahls. So konnen der Bildausschnitt und die Integrationszeit pro
Pixel hier nahezu frei gewéahlt werden. Die deutlich langsamere Bild-
aufnahmerate eines Galvo-Galvo-Systems gegeniiber der resonanten
Variante spielt hier praktisch keine Rolle, da in der nichtlinear opti-
schen Mikroskopie aufgrund der vergleichsweise niedrigen Signal-
intensitdten ohnehin erhohte Integrationszeiten von ca. 1-100 ms pro
Pixel tiblich sind.

Als Treiber fiir die Galvoscanner dient das Modul MicroMax 673
(Cambridge Technology). Es ist zusammen mit den benotigten Netz-
teilen zur Spannungsversorgung in einem Computergehduse un-
tergebracht, wobei jeder Galvoscanner von einem eigenen Netzteil
versorgt wird. Das Treibermodul tibersetzt die via BNC-Anschluss
auf der Riickseite des Gehduses eintreffenden, analogen Spannungs-
signale (Kommando-Eingabe) in Steuersignale (Kommando-Ausga-
be) und leitet diese iiber spezielle Kabel an den betreffenden Galvo-
scanner weiter. Von einer Manipulation dieser Kabel muss unbedingt
abgesehen werden, da sie vom Hersteller eigens auf das System ab-

gestimmt wurden.

Nach Einschalten der Stromversorgung (siehe dazu Abbildung
durchlauft das Treibermodul einen ~2s dauernden Selbsttest.
Waéhrend dieser Zeit werden weder Kommando-Eingaben verarbei-
tet, noch Kommando-Ausgaben erzeugt. Sollte der Selbsttest einen
Fehler ergeben, so wird das Treibermodul den betreffenden Kanal
deaktivieren. Gleichzeitig wird das Potential des zugehorigen Feh-
lerkanals (X- bzw. Y-Fault) geerdet bzw. auf 0V gesetzt (abrufbar an
der Vorderseite des Gehduses — siehe auch Abbildung [4.1T). Nach
fehlerfreiem Selbsttest wird innerhalb der folgenden Sekunden der
Nullpunkt beider Galvoscanner kalibriert. Zu diesem Zweck werden
die Kommando-Eingabe-Kanile gedffnet und das jeweils anliegen-
de Potential als Nullpunkt interpretiert. Fiir eine fehlerfreie Kali-
brierung sollten wahrend dieser Phase keine Kommando-Eingaben
an den Treiber gesendet werden, da dies einen Versatz des Null-
punktes bewirken kann. Falls dennoch geschehen, kann der Treiber

durch Unterbrechen der Stromversorgung jederzeit zuriickgesetzt
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Abbildung 4.11: Frontansicht des Scannertreibergehduses, bestehend aus
dem Netzschalter (rot), sowie diversen Diagnosekanilen.

werden. Sofern die Galvoscanner in dieser Phase Gerdusche verur-
sachen, beispielsweise Pfeif-, Brumm- oder Quietschlaute erzeugen,
sollte das Scannersystem zur Schadensvermeidung schnellstmog-
lich durch Betdtigung des Netzschalters deaktiviert werden. Eine
typische Fehlerursache mag in diesem Fall mangelnde elektroma-
gnetische Abschirmung der Signal-iibertragenden Kabel bzw. ein
induktiver Einfang von 50 Hz-Wechselspannung sein.

Nach erfolgreicher Kalibrierung ist das Scannersystem nun ein-
satzbereit und folgt den Kommando-Eingaben. Die maximal akzep-
tierten Potentiale an den Kommando-Eingabe-Kanilen betragen je-
weils £10V, welche zu einer grofstmoglichen Auslenkung der Gal-
voscanner-Spiegel von 420° fiihren. Ein Uberschreiten dieser Ma-
ximalwerte 10st einen internen Schutzmechanismus aus, welcher
zur voriibergehenden Deaktivierung des Scannersystems und nach
Riickkehr in den akzeptierten Wertebereich zur Reaktivierung des-
selben fiihrt. Ereignisse dieser Art sollten moglichst vermieden wer-
den, um das System nicht unnoétig zu belasten. Falls notig, konnen
an der Frontseite des Scannertreiber-Gehduses diverse Parameter
im laufenden Betrieb als proportionales Spannungssignal z.B. mit-
hilfe eines Oszilloskops tiberwacht werden (siehe auch Abbildung
[.11). Dazu gehoren die Beschleunigungs- und Positionswerte bei-
der Spiegel (X/Y-Velocity und -Position), die flieffende Stromstédrke
in den Spulen der Galvoscanner (X/Y-Current), die Spannung der
automatischen Verstiarkerkontrolle im Positionsdetektor des Galvos-
canners (X/Y-AGC), sowie die bereits erwdhnten Fehlerindikatoren
(X/Y-Fault).

Zur Einkopplung des Laserstrahls in den Scanner bzw. in das
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Mikroskop muss zunidchst die Hohe der Strahlfiihrung von stan-
dardmaéfiig 14,5 cm iiber der Flache des optischen Tisches verlassen
und auf 13,6 cm abgesenkt werden. Dies gleicht den technisch be-
dingten Hohenversatz im Scanner zwischen ein- und ausgehendem
Laserstrahl aus und ermoglicht die Einkopplung des Laserstrahles
in das Mikroskop auf Standardhthe. Wihrend des Ubergangs zwi-
schen den Modulen ,Optische Verzogerungsstrecke” (siehe Kapi-
tel bzw. , Frequenzverdopplung” (siehe Kapitel und , La-
serscanner” erfolgt die Strahlfiihrung daher leicht abschiissig. An-
schlieflend wird der Laserstrahl iiber zwei breitbandig reflektieren-
de Silberspiegel (PF10-03-P01, Thorlabs) in ein Galilei-Teleskop zur
Strahlverkleinerung eingekoppelt. Beide Linsen (PLCX-25.4/206.0C
und PLCC-25.4/77.3C, Laser Components) sind aus N-BK7-Glas ge-
fertigt und verfiigen tiber eine breitbandige (633-1064 nm) Antire-
tflexbeschichtung. Die erzielte Verringerung des Strahldurchmessers
von ca. 9,2cm auf ca. 34cm kompensiert die Strahl-aufweitende
Wirkung des spéter folgenden Systems aus Scan- und Tubus-Linse.
Das beschriebene Galilei-Teleskop verfiigt ferner iiber zwei Blenden,
welche vor jeweils einer der Linsen zentriert angebracht sind. Mit-
hilfe der zuvor erwdhnten Silberspiegel ist der Laserstrahl an diesen
Blenden sehr sorgfiltig zu justieren. Eine sehr aufwéndige und da-
her nicht ratsame Justage aller nachfolgenden Komponenten kann

so vermieden werden.

Die nachfolgende Strahlfithrung sieht vor, den Laserstrahl iiber
zwei weitere Silberspiegel (PF10-03-P01, Thorlabs) in den Laser-
scanner einzukoppeln. Nach Passage des Laserscanners verldauft der
Strahl wieder auf einer Standardhohe von 14,5 cm tiber der Ober-
flache des optischen Tisches. Bevor der Laserstrahl das Mikroskop
(siehe Kapitel erreicht, trifft er zunédchst auf einen integralen,
als ,,Scanlinse” bezeichneten Bestandteil des Scannersystems. Die ei-
gentlich aus einer zusammengefassten Anordnung mehrerer Linsen
bestehende Scanlinse ermoglicht dem fokussierten Laserstrahl das
Abrastern einer ebenen, nicht-sphérischen Abbildung durch Variati-
on des Einfallswinkels auf die Scanlinse. Dieses sehr kostenintensive
Bauteil wurde dem zuvor eingesetzten VCM101H-635 des Herstel-
lers Thorlabs entnommen. Die Scanlinse ist auf einer Kombination

aus Linearverschiebetischen, sowie einem kinematisch gelagerten
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Abbildung 4.12: Scan- und Tubuslinse bilden zusammen ein Teleskop. Der
riickwartige Fokus der Scanlinse muss zwischen beiden Spiegeln des Scan-
ners positioniert werden, um Abbildungsfehler zu minimieren.

V-Block montiert, wodurch vollige Justagefreiheit entlang der drei
Raumachsen, sowie ein Verkippen der Scanlinse entlang des Laser-

strahls moglich ist.

Die Justage der Scanlinse erfolgt zentriert auf den Laserstrahl.
Wie in Abbildung skizziert, bildet die Scanlinse zusammen mit
der Tubuslinse des Mikroskops ein Teleskop, sodass die Foki beider
Komponenten in einem Punkt zusammenfallen miissen. Die Brenn-
weiten der einzelnen Komponenten kénnen Abbildung[.12]entnom-
men werden. Bedingt durch die Positionierung der Tubuslinse im
Mikroskop befindet sich deren riickwértiger Fokus 102 mm vom op-
tischen Seiteneingang des Mikroskops entfernt. Zur Minimierung
von Abbildungsfehlern ist der riickwartige Fokus der Scanlinse zwi-
schen den beiden Galvo-Spiegel des Laserscanners zu platzieren.
Dies wird bei einem Abstand der einander zugewandten Endfldachen

von Galvoscanner-Halterung und Scanlinse von 56,0 mm erreicht.

4.10 Olympus IX81 Mikroskop

Das Mikroskop IX81 des Herstellers Olympus dient als Plattform
fir die Untersuchung von Proben. Es zeichnet sich durch vielfalti-
ge Moglichkeiten aus, an seitlich und riickwértig befindlichen An-
schliissen zusatzliche Komponenten aufzunehmen, sowie Licht ein-
bzw. auszukoppeln. Insbesondere der Kompatibilitdt der Anschliisse
mit IR-Strahlung kommt grofie Bedeutung zu, da die Anregung von
Multiphotonen-Prozessen, wie CARS und 2PF gewdhnlich im NIR
erfolgt. Ferner verfiigt das IX81 {iiber einen motorisierten Fokusan-

trieb mit einer Schrittweite von 10 nm, sowie die Moglichkeit, diesen
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Abbildung 4.13: Fotografie des Moduls Olympus IX81 Mikroskop. Der
Ubersicht halber wurde der Strahlengang nur ab dem linken Mikroskopein-
gang (siehe auch Abbildung4.10) eingezeichnet.

und andere motorisierte Komponenten iiber einen Computer fern-
zusteuern. Ermoglicht wird dies tiber die Kontrolleinheit IX2-UCB
(Olympus) des IX81, welche iiber einen RS232-Anschluss (COM-
Port) mit einem Computer bzw. der darauf installierten Treibersoft-
ware IX2-BSW (Olympus) kommuniziert. Zum Schutz vor Umge-
bungslicht ist das IX81 mitsamt dem Laserscanner und den Detek-
toren in einem lichtdichten Gehduse untergebracht. Eine Fotografie
des Moduls mit eingezeichnetem Strahlengang ist in Abbildung
dargestellt.

Die Montage des IX81 auf dem optischen Tisch ist iiber eigens an-
gefertigte Aluminium-Sockel realisiert, welche ihrerseits sowohl mit
dem IX81, als auch mit dem optischen Tisch fest verschraubt sind.
Diese Mafinahme ist notwendig, um den linken Anschluss des IX81
auf die Standardhohe des Aufbaus von 14,5 cm anzuheben, iiber
den letztlich die Einkopplung des Laserstrahles erfolgt. Die Wahl
des linken Anschlusses zur Einkopplung des Laserstrahls ist dabei
auch unter sicherheitstechnischen Aspekten sinnvoll. In seiner ur-
spriinglichen Konzeption bietet das IX81 als invertiertes Mikroskop
die Moglichkeit, durch die Probe transmittiertes Licht wahlweise
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uber das Okular oder den linken Anschluss zu beobachten. (Auch
andere Anschliisse stehen hierfiir zur Verfiigung, was jedoch unter
dem vorliegenden Aspekt nicht von Bedeutung ist.) Die Aktivierung
des linken Anschlusses bedingt eine Deaktivierung des Okulars — ein
zeitgleiche Aktivierung von Okular und linkem Anschluss ist nicht
moglich, wodurch eine Verletzung der Augen durch riickgestreutes
Laserlicht bei Blick durch das Okular verhindert wird.

Nach Einkopplung des Laserstrahls in den linken optischen Sei-
teneingang des Mikroskops passiert dieser zunéchst die so genannte
Fluoreszenzmodulkassette (IX2-RFAC, Olympus). In diesem Bauteil
konnen bis zu sechs so genannte Fluoreszenzwiirfel installiert und
rotatorisch in den Strahlengang eingefahren werden. Hauptaufgabe
der Fluoreszenzwtiirfel ist das Tragen eines dichroitischen Strahltei-
lers, sowie gegebenenfalls eines Sperr- und Anregungsfilters, wobei
letztere im vorliegenden Aufbau nicht benotigt werden. Der Auf-
bau des Multiphotonen-Mikroskops sieht vor, dass die Fluoreszenz-
wiirfel jeweils das Anregungslicht transmittieren und riickwaértig
gesammelte Signalphotonen aus dem Strahlengang der Anregung
auskoppeln, sowie ein Durchdringen der Anregungstrahlung zum

Detektor mittels Sperrfilter verhindern.

Das IX81 verfiigt tiber einen motorisierten Revolver fiir bis zu
sechs Objektive, welche den eingekoppelten Laserstrahl auf die Pro-
be fokussieren. Die Steuerung des Objektiv-Revolvers erfolgt da-
bei ausschliefllich ferngesteuert iiber die Software IX2-BSW (siehe
unten). Zu Justage-Zwecken ist eine Objektiv-Fassung mit einem
Diffusor (DG10-120-B, Thorlabs) belegt. Mit dem UPlanSApo 60x
1.2 W CARS (Olympus) steht ein speziell fiir die Multiphotonen-
Mikroskopie entwickeltes Objektiv zur Verfiigung. In Verbindung
mit dem Laserscanner (siehe Kapitel[4.9) ermoglicht es das Abrastern
eines 200 um x 200 um grofien Feldes bei einer lateralen bzw. axia-
len (theoretischen) Auflosung von ca. 260nm bzw. ca. 670nm. Als
Wasserimmersions-Objektiv erfordert es einen Tropfen reinen Was-
sers zwischen Objektiv und Objekttrager. Letzterer muss sehr diinn
sein, da der Arbeitsabstand des Objektivs mit 0,28 mm zu gering fiir
gewoOhnliche Objekttrager ist. Es empfiehlt sich daher die Verwen-
dung eines Deckglases als Objekttrager, nicht zuletzt auch aufgrund
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der geringeren Gruppengeschwindigkeitsdispersion. Das UPlanS-
Apo 60x 1.2 W CARS verfiigt iiber eine Deckglaskorrektur (0,13-
0,21 mm), welche iiber den, am Objektiv drehbar gelagerten Ring

auf die jeweilige Starke des Deckglases eingestellt werden muss.

Die Detektion der Signalphotonen kann tiber zwei Wege gesche-
hen. Fiir CARS, welches typischerweise in Ausbreitungsrichtung des
Anregungsstrahls detektiert wird (Forward-CARS), bietet sich die
Nutzung des Kondensors (IX-LWUCD, Olympus) an, um Signalpho-
tonen auf eine dartiber befindliche PMT (siehe auch zu len-
ken. Zur Unterdriickung des Anregungslichtes steht ein Adapter zur
Aufnahme eines dielektrischen Filters zur Verfiigung, welcher zwi-
schen die Linsen des Kondensors eingebracht wird. Zu beachten ist,
dass die optimale Wirkung dielektrischer Filter nur fiir kollimiertes
Licht gegeben ist, weshalb die korrekte Fokussierung des Konden-
sors essentiell ist. Fiir 2PF geschieht die Detektion tiblicherweise in
riickwartiger Richtung (Epi-Detektion), sodass Belichtung der Probe
und Erfassen der Signalphotonen durch dasselbe Objektiv gesche-
hen. Die Auskopplung der Signalphotonen aus dem Anregungs-
strahlengang geschieht hier anhand der zuvor beschriebenen Fluo-
reszenzwiirfel. Der Aufbau des Multiphotonen-Mikroskops sieht da-
bei vor, dass die Auskopplung der Signalphotonen vor Passage des
Laserscanners geschieht, was auch als ,nicht-entscannt” (engl. non-
descanned) bezeichnet wird. Diese Anordnung birgt die Problematik
eines nicht-statischen Signal-Strahlengangs wahrend des Abrasterns
der Probe mit dem Anregungsstrahl. Jedoch tiberwiegt im Fall der
Multiphotonen-Mikroskopie der Vorteil einer kiirzestmoglichen Di-
stanz zwischen Probe und Detektor, sowie einer minimalen Anzahl
optischer Komponenten im Signalstrahlengang, wodurch Signalver-
luste, sowie der Einfluss von Streustrahlung minimiert werden. Die
Auswirkung eines nicht-statischen Signalstrahlengangs kann durch
sorgfiltige Justage und Fokussierung desselben auf den Detektor

minimiert werden.
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411 Detektion

Die Beobachtung von Multiphotonen-Prozessen, wie CARS und 2PF
stellt besondere Anforderungen an die verwendeten Detektoren.
Verglichen mit gewohnlicher Fluoreszenz durch 1PA, gehoren CARS
und 2PF zu den eher seltenen und damit intensitdtsschwachen Vor-
giangen. Zudem betrdgt die Intensitdt der Anregungsstrahlung im
Fokus typischerweise <10 mW und damit weniger als 0,2 nJ pro Puls,
um die Strahlenbelastung der Probe zu begrenzen. Dass ein Anreg-
Puls unter diesen Umstdnden nicht ein einziges Signal-Photon in
der Probe erzeugt, ist daher eher die Regel, denn die Ausnahme.
Die spektrale Empfindlichkeit bzw. Quanteneffizienz des Detektors
muss daher ausreichend sein, um auch einzelne Photonen sicher re-
gistrieren bzw. zdhlen zu konnen. Im Folgenden wird auf Detektoren
eingegangen, welche wiahrend der Entwicklung des Multiphotonen-
Mikroskops von Bedeutung waren.

4.11.1 Hamamatsu R955

Der R955 ist ein Photoelektronenvervielfacher (engl. photomultiplier
tube, PMT) des Herstellers Hamamatsu, welcher in der Frithpha-
se der Konstruktion des Multiphotonen-Mikroskops zum Einsatz
kam. Die spektrale Empfindlichkeit des R955 deckt den Bereich
160-900nm ab, wobei die Quanteneffizienz im 2PF-relevanten Be-
reich bei ca. 10%, im CARS-relevanten Bereich bei 3-7% liegt. Zum
Schutz vor Umgebungs- bzw. Streulicht ist der R955 in einem ei-
gens angefertigten, lichtdichtem Gehduse aus eloxiertem Alumini-
um untergebracht. Die Montage des Gehduses erfolgt direkt auf
dem Kondensor des Mikroskops. Die Hochspannungs-Versorgung
des R955 erfolgt tiber ein spezielles Hochspannungs-BNC-Kabel,
wihrend Messsignale iiber ein reguldres BNC-Kabel ausgeschleift
werden — Verwechslungen bzw. fehlerhafte Verkabelung sind aus-
geschlossen, da beide Anschluss-Typen miteinander inkompatibel
sind. Wie fiir PMT’s iiblich, gibt auch der R955 Messsignale in Form
von (schwachen) Strompulsen aus. Diese wurden im Anschluss von
einem schnellen Verstarker (VT120, ORTEC) hochverstarkt und an

einem nachgeschalteten, selbstgebauten Transimpedanz-Wandler in
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Spannungspulse umgewandelt, welche von einer NI-Karte (NI PCI-

6731, National Instruments) als Ereignisse gezdhlt werden sollten.

Der R955 wurde im spédteren Verlauf des Aufbaus durch an-
dere Detektoren ersetzt, da es wiederholt zu Problemen mit der
Erfassbarkeit der ausgegebenen Messsignale kam. Zudem konnte
nicht sichergestellt werden, dass der verwendete R955 unbeschadigt
war bzw. aufgrund seines hohen Alters keine Degradationserschei-
nungen zeigte. Er wurde daher durch die Modelle H7421-50 bzw.
C11208-02 (siehe Kapitel |4.11.2|bzw. 4.11.3)) ersetzt.

4.11.2 Hamamatsu H7421-50

Die H7421-50 (Hamamatsu) ist eine PMT, welche vorrangig der Auf-
nahme von CARS-Signalen dient. Zu diesem Zweck ist die Pho-
tokathode dieser PMT aus dem Halbleitermaterial Galliumarsenid
(GaAs) und nicht wie sonst iiblich aus einer Legierung verschiedener
Alkalimetalle (Multi-Alkali) gefertigt. Diese Mafsnahme verschiebt
die spektrale Empfindlichkeit der Photokathode tiberwiegend in den
roten und nah-infraroten Spektralbereich, in welchem Multi-Alkali-
Photokathoden, wie beispielsweise die R955 (siehe Kapitel 4.11.1),
tendenziell eher geringe Sensitivitat aufweisen. Die spektrale Emp-
findlichkeit der H7421-50 deckt dabei den Bereich 380-890 nm ab und
erreicht bei ca. 800 nm ihr Maximum. Im CARS-relevanten Bereich
betrdgt die Quanteneffizienz ca. 12%. Durch thermoelektrische Kiih-
lung kann der Dunkelstrom auf deutlich unter 400 Ereignisse pro
Sekunde reduziert werden, was die H7421-50 in die Lage versetzt,
auch extrem geringe Lichtintensitdten noch erfassen zu konnen. Die
Ausgabe der Signale zur Photonenzahlung erfolgt nach Verarbei-
tung durch die interne Elektronik als TTL-Puls.

Die Photokathode der H7421-50 ist extrem empfindlich gegen-
tiber hohen Lichtintensitdten und bereits normales Umgebungslicht
kann zu irreversiblen Beschddigungen fiihren. Die Vorderseite der
H7421-50 wurde daher mit einer Blende aus Eigenbau versehen, wel-
che zum Uberfiihren der PMT zwischen verschiedenen Einsatzorten

lichtdicht geschlossen werden kann. Die Blende dient gleichzeitig
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als Einschub, sodass die H7421-50 iiber ebenfalls angefertigte Adap-
ter sowohl auf dem Kondensor des Mikroskops installiert werden
kann (siehe dazu auch Abbildung [4.13), wie es fiir reguldre CARS-
Messungen der Fall ist, als auch am riickwéartigen Ausgang des
Mikroskops, wie es beispielsweise zur Aufnahme von Epi-CARS-
Signalen notig ist.

4.11.3 Hamamatsu C11208-02

Der C11208-02 (Hamamatsu) ist ein Silizium-Photoelektronenver-
vielfacher (engl. silicon-photomultiplier tube, SiPMT) und stellt somit
das Halbleiterdquivalent zur gewohnlichen PMT dar. Als Sensor
dient dem C11208-02 eine Matrix aus insgesamt 400 Avalanche-
Photodioden (APD). Die spektrale Empfindlichkeit des C11208-02
deckt mit 320-900nm den gesamten sichtbaren Spektralbereich ab,
sowie Teile der angrenzenden UV- und NIR-Bereiche. Die hochste
Sensitivitdt wird bei 440 nm erreicht. Im 2PF-relevanten Bereich be-
tragt die Quanteneffizienz ca. 20-40%, im CARS-relevanten Bereich
ca. 8-15%. Der C11208-02 verfiigt iiber eine integrierte Elektronik
zur Signalaufbereitung. Diese verstarkt die Strompulse, welche von
einzelnen Photonen ausgeldst werden und wandelt sie anschliefSlend
mittels Transimpedanz-Wandlung in Spannungspulse um. Sofern
die Spannungspulse einen gewissen Schwellenwert {iberschreiten,
16st ein nachgeschalteter Komparator einen TTL-Puls aus, welcher
der Einzelphotonen-Zahlung dient. Der Schwellenwert des Kompa-
rators kann softwareseitig in 9 Stufen eingestellt werden. Die Span-
nungsversorgung geschieht, ebenso wie die Kommunikation mit ei-

nem Computer iiber USB.

Im Vergleich zum H7421-50 (siehe weist der C11208-02
insbesondere im 2PF-relevanten Bereich eine deutlich hohere Quan-
teneffizienz auf. Auch die Zghl-Linearitét f4llt mit ca. 5 - 10° Ereig-
nissen pro Sekunde etwas hoher aus, im Vergleich zu einem Wert
von 1,5 - 10° fiir die H7421-50. Zudem erweist sich der C11208-02
durch seine Realisierung in Halbleiter-Bauweise als dufserst robust
gegeniiber hohen Lichtintensitdten. Wird der Sensor der C11208-02
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im aktivierten Zustand einer zu hohen Lichtintensitat ausgesetzt, un-
terbricht die interne Elektronik die Spannungsversorgung des Sen-
sors und schaltet diesen aus, bevor es zur Beschddigung des Sensors
kommt. Nachteilig ist der, fiir SiPMT’s typische, hohe Dunkelstrom
des C11208-02, welcher trotz thermoelektrischer Kiihlung des Sen-
sors auf -10°C laut Hersteller etwa 30.000 Ereignisse pro Sekunde
betrédgt, bei niedrigstem Schwellenwert des Komparators. (Verglei-
chend hierzu betrdgt der Dunkelstrom der H7421-50, wie sie in Kapi-
tel beschrieben wird, laut Hersteller typischerweise nur etwa
125 Ereignisse pro Sekunde.)

Der C11208-02 dient daher vorrangig als Detektor fiir den 2PF-
Betrieb des Mikroskops in der Epi-Geometrie (siehe dazu auch Ab-
bildung[4.13). Dabei wird das zuriickgestreute Fluoreszenzlicht mit-
hilfe des zur Anregung eingesetzten Objektivs kollimiert. Noch be-
vor das Fluoreszenzlicht den Laserscanner erreicht, wird es von ei-
nem dielektrischen Strahlteiler ausgekoppelt und auf den hinteren
Ausgang des Mikroskops gelenkt. Aus Platzgriinden erfolgt hier ei-
ne Umlenkung des Fluoreszenzlichts an einem Silberspiegel (PF10-
03-P01, Thorlabs) auf den Detektor. Die aktive Detektorfliche betragt
lediglich 1 mm?, sodass eine Fokussierung des Fluoreszenzlichts auf
den Detektor mittels einer gewdhnlichen Sphérenlinse (f = 20 mm,
Quarzglas) unumgénglich ist. In dieser ,,nicht-entscannte Detektion”
(engl. non-descanned detection) genannten Anordnung wird der Ver-
lust von Signal-Photonen minimiert, indem die Registrierung dersel-
ben so nah wie moglich am Probenort geschieht, wobei die Anzahl
der optischen Komponenten zwischen Probenort und Detektor auf

ein Minimum reduziert ist.

4.12 Mikroskopie-Software ImSpector

Die Mikroskopie-Software ImSpector (Abberior Instruments) dient
vorrangig der Ansteuerung des Galvoscanners, sowie der Datenak-
quise und Bildverarbeitung. Die Kommunikation mit den einzelnen
Komponenten verlduft tiber eine NI-Karte (NI PCI-6731, National

Instruments).
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« |. alternativer-Strah
« | zur riackseitigen B

Abbildung 4.14: Fotografie des Moduls Spektroskopie mit eingezeichneten
Strahlengdngen.

Fiir zeitaufgeloste Messungen von Bedeutung ist, dass ImSpector
neben Einzelaufnahmen auch Serienaufnahmen unterstiitzt. Letz-
tere sowohl in Endlosschleife, wobei die jeweils aktuelle Aufnah-
me die Daten der vorherigen Aufnahme iiberschreibt, als auch zeit-
lich gesteuert. Uber die Option , Timer” wird die zeitlich gesteuer-
te Aufnahme aktiviert, wobei Zeitintervall und Anzahl der Bilder
frei gewdhlt werden konnen. Zusétzlich besteht die Moglichkeit ein

Aufnahme-Schema mit veranderlichen Intervallen zu definieren.

4.13 Spektroskopie

Das Modul Spektroskopie umfasst einen Aufbau, welcher zusatz-
lich zur Multiphotonen-Mikroskopie auch die Durchfiihrung diver-
ser Spektroskopie-Varianten ermdglicht, allen voran CARS-, 2PF-
und Raman-Spektroskopie. Um diesem Anspruch gerecht zu wer-
den, wurde das Modul moglichst variabel in der Strahlfithrung ge-
staltet. Uber schwenkbar gelagerte Spiegel besteht die Moglichkeit,
anstelle des (sofern erforderlich frequenzverdoppelten) Ti:Sa-Lasers
die Emission des Nd:YVO,-Lasers mit einer Wellenldnge von 532 nm
einzukoppeln. Alternativ kann auch ein DPSS-Laser (Zouk (355nm),
Flamenco (660 nm), Cobolt) eingekoppelt werden, wie dies in Abbil-

dung dargestellt ist.
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Abbildung 4.15: Fotografie des Moduls Tsunami-Lasersystem mit Fokus
auf den Nd:YVO4-Laser und eingezeichnetem Strahlengang. Der Strahl
des Nd:YVOy-Laser wird hier durch den schwenkbar gelagerten, harmoni-
schen Strahlenteiler in Richtung des Moduls Spektroskopie ausgekoppelt.
Das Ausschwenken des harmonischen Strahlenteilers aus dem Strahlen-
gang koppelt den Nd:YVOj4-Laser in den Ti:Sa-Laser ein.

Zur Einkopplung des Nd:YVO,-Lasers in das Modul Spektrosko-
pie muss dessen Strahlengang wie in Abbildung gezeigt abge-
dndert werden: durch Einschwenken des harmonischen Strahltei-
lers (SIG-098-0280, Laser2000) wird der Strahlengang des Nd:YVO,-
Lasers aus dem Pump-Betrieb des Ti:Sa-Lasers ausgelenkt. Nach
Passage einer Kombination aus einer \/2-Wellenplatte und einem
Polarisator zur Intensitdtskontrolle, sowie einem Bandpassfilter zur
spektralen Aufreinigung, wird der Strahl des Nd:YVOjy-Lasers an
das Modul Spektroskopie weitergeleitet.

Nach Einkopplung des gewiinschten Laserstrahls erlaubt ein
weiterer schwenkbar gelagerter Spiegel die Wahl zwischen vorder-
und riickseitiger Belichtung der Probe. Fiir CARS empfiehlt sich da-
bei die vorderseitige Belichtung — eine riickseitige Belichtung (Epi-
CARS) ist nur im Fall von mikrostrukturierten Proben sinnvoll —,
wahrend in allen anderen Fillen die Wahl der Belichtungs-Geometrie
den Anforderungen des Experimentes entsprechend getroffen wer-
den kann. Im Fall der riickseitigen Belichtung erfolgt die Einkopp-
lung des Anregungsstrahles bzw. die Auskopplung des Signals iiber
einen dichroitischen Strahlenteiler.
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Abbildung 4.16: Fotografie des Durchflusskiivettensystems (links) und des
Adapters zur Aufnahme der Kiivette (rechts). Der untere Adapter wurde
geoffnet, sodass der Blick in sein Inneres frei liegt.

Die Probenfassung ist fiir Kiivetten ausgelegt, deren Aufienma-
e 45x12,5x3,5mm (HxBxT) betragen, bei einer Schichtdicke von
1mm (z.B. 100-1-40, Hellma Analytics). Ein Austausch gegen andere
Fassungen ist prinzipiell moglich. Dabei muss der Arbeitsabstand
(engl. working distance) der Mikroskop-Objektive bertiicksichtigt wer-
den, welcher je nach Modell nur 1-2 mm betrédgt. Sollte ein kontinu-
ierlicher Probenaustausch notwendig sein, so steht alternativ eine ei-
gens entworfene Fassung fiir Durchflusskiivetten (130.199-QS, Hell-
ma Analytics) zur Verfiigung, wie sie Abbildung zu sehen ist.
Die Umwiélzung der Probe wird hier von einer Mikrozahnringpum-
pe (mzr-2921, HNP Mikrosysteme) durchgefiihrt. Das Durchflusskii-
vettensystem ermoglicht einen stabilen (bldschen-freien) Umwalz-
Betrieb bis hinab zu lediglich 350 ;1 Probenvolumen, sofern die in
Abbildung dargestellte Konfiguration angewendet wird. Die
Probe wird dabei von der Mikrozahnringpumpe direkt aus dem auf-
geschraubten Vorratsbehdlter aus Teflon-Kunststoff angesaugt, um
entgegen der Schwerkraft durch die Durchflusskiivette gepumpt zu
werden. Eventuell mitgenommene Luftbldschen werden so schnell

aus dem Fokus der Anregungsstrahlung entfernt.

Die Fokussierung auf die Probe geschieht durch Mikroskopob-
jektive. Diese sind mittels Linearverschiebetischen in alle drei Raum-
richtungen frei positionierbar. Die Positionierung von Objektiv 2 er-

folgt dabei tiber einen Satz von Linearverschiebetischen relativ zu
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Objektiv 1, wahrend beide Objektive iiber einen weiteren Satz von
Linearverschiebetischen relativ zum Anregungsstrahl bewegt wer-
den konnen. Diese Anordnung erlaubt beispielsweise bei Experi-
menten mit Mehrphotonen-Anregung die Verschiebung des Fokus
innerhalb der Probe, bei gleichzeitiger Beibehaltung der Objektiv-
Anordnung relativ zueinander. Zur Justage der Objektive empfiehlt
es sich, die Objektive in der Reihenfolge ihrer Nummerierung zu
justieren. Im Fall riickwartiger Belichtungsgeometrie, beispielsweise
bei Raman-Spektroskopie, muss lediglich Objektiv 2 justiert werden.

Der Signalstrahl wird schlussendlich iiber zwei Spiegel in den
Spektrographen (SpectraPro 300i, Acton Research Corporation) ein-
gekoppelt, wodurch vollige Justagefreiheit gewéahrleistet ist. Zusatz-
lich in den Strahlengang eingebrachte Filter unterdriicken dabei die
intensive Anregungsstrahlung und bewahren die thermoelektrisch
gekiihlte CCD-Kamera (EEV 400x1340F, Roper Scientific) so vor
Strahlungsschdden. Die Fokussierung des Signalstrahls auf den Ein-
trittsspalt des Spektrographen geschieht durch eine Quarz-Linse, de-
ren Fokalldnge von f = 20 mm geniigend Divergenz erzeugt, um das
optische Gitter im Spektrographen vollstindig auszuleuchten. Die
Offnung des Eintrittsspalts kann mittels einer Mikrometerschraube
angepasst werden. Da der Spektrograph eine 1:1-Abbildung des ein-
tretenden Lichtes auf den Detektor projiziert, empfiehlt es sich, die
Offnung des Eintrittsspalts entsprechend der Pixelbreite der CCD-
Kamera von 20 ym zu wéhlen. Geringere Spaltbreiten verschlechtern
das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis und kénnen zu Problemen durch
auftretende Beugungseffekte fiihren, wahrend hohere Spaltbreiten
das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis auf Kosten der spektralen Auflo-
sung erhohen. Die Bauweise des Spektrographen entspricht einer
Czerny-Turner-Geometrie, wobei anstelle eines einzelnen, fest ver-
bauten Gitters eine Aufnahme fiir bis zu drei optische Gitter tritt. Fiir
Raman-Spektroskopie im UV-Bereich eignet sich insbesondere das
optische Gitter mit einer Liniendichte von 2400 Linien/mm. Weiter-
hin stehen Gitter mit Liniendichten von 300 und 600 Linien/mm zur
Auswahl. Die Ansteuerung des Spektrographen, sowie der CCD-
Kamera geschieht iiber die Software WinSpec (Princeton Instru-

ments).
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Kapitel 5

DFHBI-bindendes
RNA-Aptamer

5.1 Einfiihrung

Die Forschung an Ribonukleinsdure (RNA, engl. ribonucleic acid) und
insbesondere deren Funktion im Organismus stellt eine besondere
Herausforderung dar. Im Fall von Boten-RNA (mRNA, engl. messen-
ger ribonucleic acid) mag eine Sequenzanalyse noch geniigend Infor-
mationen liefern, um daraus auf das codierte Protein und eventuell
auch dessen Funktion schlieffen zu konnen. Der grofite Teil des Ge-
noms eines Organismus (ca. 98%) codiert jedoch ,nichtcodierende”
RNA (ncRNA, engl. non-coding ribonucleic acid), welche nicht in Pro-
teine tibersetzt wird und deren Sequenz kaum Riickschliisse auf ihre
Funktion zuldsst [3]. Ein wichtiger Schritt hin zum Verstdndnis der
Rolle einer bestimmten ncRNA besteht daher in der Visualisierung
ihrer Verteilung innerhalb der Zelle, um so wertvolle Hinweise auf

ihre Funktion zu erhalten.

Ublicherweise ist die Fluoreszenzmikroskopie die Methode der
Wahl, um die Verteilung von RNA in Zellen zu studieren. Dies setzt
jedoch eine spezifische Fluoreszenz der Ziel-RNA voraus, welche
zundchst realisiert werden muss. Die naheliegendste Moglichkeit da-
fiir besteht in der chemischen Markierung der Ziel-RNA mit einem
Fluorophor [43] bzw. einem , Molecular Beacon”, dessen fluorophor-

gekoppelte RNA-Sequenz komplementdr zur Ziel-RNA ist [44]. Die
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Komplexitdt der damit verbundenen Prédparationsverfahren, wel-
che teilweise auf Expression der Ziel-RNA in vitro und anschlie-
Blender Mikroinjektion in die Zelle basieren, wirkt sich jedoch li-
mitierend auf die Anwendbarkeit dieser Methoden aus [3]. Die Ex-
pression fluoreszenter Ziel-RNA direkt in der Zelle stattfinden zu
lassen, wie es das Konzept der genetisch codierten RNA-Marker
vorsieht, stellt daher eine wesentliche Vereinfachung dar. Ein pro-
minentes Beispiel hierfiir ist das GFP-MS2-System, in welchem ein
GFP-MS2-Fusionsprotein an eine MS2-bindende Stelle am 3’-Ende
der (modifizierten) Ziel-RNA bindet [45]. Problematisch ist jedoch
die Untergrund-Fluoreszenz durch ungebundenes GFP-MS2, welche
sich negativ auf das erzielbare Signal-zu-Rausch-Verhiltnis (SNR)
auswirkt. Zur Unterdriickung der Untergrund-Fluoreszenz existie-
ren diverse erweiterte Konzepte, beispielsweise ,Split GFP*, wel-
ches die Aufteilung des GFP-Fluorophors in zwei nicht-fluoreszente
Fragmente vorsieht. Erst nach erfolgter Bindung an die Ziel-RNA
bilden beide Fragmete zusammen einen GFP-Fluorophor [46]. Die
Fusion der Fragmente nimmt dabei etwa 30 min in Anspruch [47] -
zusitzlich zur vorangegangenen Expression von Ziel-RNA und den
Fluorophor-Fragmenten —, wodurch die Beobachtung erst kiirzlich
exprimierter RNA kaum moglich ist. Weil GFP auch ohne angehédng-
te RNA fluoreszent ist und es durch Degradation der markierten
Ziel-RNA zu einer Anreicherung von freiem GFP in der Zelle kom-
men kann, besteht die Gefahr einer Verfilschung der Messergeb-
nisse. Eine andere Limitierung entsteht durch das photoinduzierte
Bleichverhalten von GFP, welches verglichen mit synthetischen Fluo-

rophoren relativ schnell und tiberwiegend irreversibel verlduft.

Einen Ansatz, welcher die vorhergehenden Problematiken wei-
testgehend vermeidet, stellen RNA-Aptamere dar, welche die Fluo-
reszenz eines, in freier Form praktisch nicht fluoreszenten Molekiils
durch Bindung desselben deutlich steigern. Das Aptamer (von la-
teinisch aptus, ,passen” und altgriechisch meros, ,Gebiet”) ist dabei ein
einzelstrangiges Oligonukleotid (DNA oder RNA) bzw. Peptid, wel-
ches ein Ziel-Molekiil spezifisch iiber seine 3D-Struktur binden kann
— vergleichbar einem Antikdrper, wenn auch mit wesentlich gerin-
gerem Molekulargewicht. Die Flexibilitit von Oligonukleotiden in

Bezug auf ihre raumliche Gestalt und die schier endlose Vielfalt
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Abbildung 5.1: Der GFP-Chromophor (griin) bildet sich infolge einer au-
tokatalytischen Zyklisierungsreaktion aus den benachbarten Aminosduren
Serings (rot), Tyrosingg (blau) und Glycing; (orange).

an moglichen Sequenzen erlaubt es, Aptamere gegen praktisch alle
denkbaren Zielverbindungen zu finden. Das , Training” eines Apt-
amers gegen eine Zielverbindung geschieht dabei iiber ein ,Sys-
tematische Evolution von Liganden durch exponentielle Anreiche-
rung” (SELEX) genanntes Verfahren [48, 49]. Die Entwicklung eines
RNA-Aptamers [50], welches die Fluoreszenz von Malachitgriin, ei-
nem Triphenylmethanfarbstoff durch Bindung desselben um drei
Grofienordnungen erhoht, war ein erster Schritt in Richtung dieser
neuen Methode zur Fluoreszenzmarkierung von RNA. Eine Anwen-
dung in vivo scheiterte jedoch vorerst an den cytotoxischen Eigen-
schaften von Malachitgriin, welches nach Photoanregung zur Radi-
kalbildung neigt [51].

Der Durchbruch gelang schliefslich nach Orientierung am Vor-
bild Natur. Soweit bekannt, umfasst der Reifeprozess des griin fluo-
reszierenden Proteins (GFP) unter Anderem eine autokatalytische
ZyKklisierungsreaktion der drei Aminosduren Serings, Tyrosing und
Glycing; [52], wie sie in Abbildung dargestellt ist. Der resul-
tierende GFP-Chromophor 4-(p-Hydroxybenzyliden)imidazolidin-
5-on (HBI) ist dabei in seiner intakten Proteinumgebung fluores-
zent, nicht jedoch in denaturiertem GFP sowie in seiner isolier-

ten Form. Dies deutet auf spezifische Wechselwirkungen zwischen
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Abbildung 5.2: Strukturvergleich zwischen dem GFP-Chromophor HBI
(links) und seinem synthetischen Gegenstiick DFHBI (rechts).

HBI und der Tertidrstruktur des GFP’s hin, welche die Fluores-
zenz von HBI als Energieabgabepfad nach Photoanregung gegen-
tiber der sonst vorherrschenden strahlungslosen Deaktivierung fa-
vorisieren [53, 54]. In einer 2011 publizierten Studie wurden di-
verse HBI-Derivate synthetisiert, um anschlieffend mittels SELEX
passende RNA-Aptamere zu erhalten [2]. Gute Ergebnisse beziig-
lich der Fluoreszenz-Aktivierung wurden unter Anderem mit 4-
(3,5-Difluoro-4-hydroxybenzyliden)-1,2-dimethyl-imidazolidin-5-on
(DFHBI) erzielt (siehe auch Abbildung[5.2). Experimente mit DFHBI
in vivo zeigten keine cyto- oder phototoxischen Eigenschaften dieser
Substanz. Zudem erwies sich DFHBI als membrangangig, wodurch
es nicht gezielt in die Zelle eingebracht werden muss. Aufgrund sei-
ner griinen Fluoreszenz erhielt der DFHBI-Aptamer-Komplex den
Spitznamen eines griinen Gemiises: ,Spinach” (dt. Spinat). Spinach
ist dabei praktisch frei von unerwiinschter Hintergrundfluoreszenz
und wurde bereits erfolgreich zur Beobachtung ribosomaler RNA
in HEK-293T-Zellen [2], sowie in Escherichia coli zur intrazelluldren
Lokalisation von Metaboliten [55] und der Visualisierung von Prote-
inexpression [56] eingesetzt.

Studien zur Kiristallstruktur von Spinach [57, 58] legen nahe,
dass die Aktivierung der Fluoreszenz von DFHBI im Wesentlichen
auf dessen Fixierung in eine planare Konformation beruht. Wie in
Abbildung skizziert, bildet das Aptamer eine Doppellage aus
zwei G-Quadruplexen aus, welche dem DFHBI-Liganden {iber hy-
drophobe Wechselwirkung als planare Auflagefliche dienen. Zu-
sdtzliche Wechselwirkungen mit Nukleotiden in der unmittelbaren
Umgebung des Liganden, beispielsweise eine Gys-vermittelte Was-
serstoffbriickenbindung zum Keto-Sauerstoff des DFHBI-Liganden,
stabilisieren dessen planare Konformation und schrdanken seine Be-

weglichkeit ein. Die Aktivierung der Fluoreszenz in Spinach dhnelt
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daher prinzipiell derjenigen in GFP. In beiden Systemen ist die plana-
re Konformation des Chromophors von entscheidender Bedeutung
[59, 60]. Abweichend zu Spinach erzielt GFP die planare Konforma-
tion seines Chromophors jedoch nicht iiber 7-7-Wechselwirkungen
zwischen planaren Heterozyklen, sondern durch Van-der-Waals-
Kontakte des Chromophors mit aliphatischen Gruppen des Prote-

ingertists.

Die photophysikalischen Eigen-

schaften von Spinach sind teilwei- 152?:3
se vergleichbar mit GFP. Hierzu zéh- gk
len vor allem die Fluoreszenzspektren g:ﬁ“’
beider Spezies, sowie die Intensitét é:f{f; E
der Fluoreszenz, welche fiir Spinach :DF |
80% relativ zu GFP betragt und die Af—(:a:%
Fluoreszenz-Quantenausbeute, welche Q/?%G_W\J
im Fall von Spinach zu 72%, im Fall N .\/'\—SiA
von GFP zu 79% bestimmt wurde [2]. éﬁ;g
Deutliche Unterschiede zwischen bei- 2
den Systemen zeigen sich in deren (1- FEOE §j
Photonen-induziertem) Bleichverhal- ’i iﬁf’
ten. Im direkten Vergleich bleicht die =%
Fluoreszenz von Spinach bei kontinu- %E §:
ierlicher Belichtung bedeutend schnel- §E§

ler, als die von GFP. Wahrend das pho- 5 3

toinduzierte Bleichen der Fluoreszenz Apbildung 5.3: Sequenz des

fiir GFP jedoch einen irreversiblen Pro- Aptamers, wie es im vorlie-
genden Projekt zum Einsatz

zess darstellt, offenbart Spinach eine
kam.

gewisse Resistenz gegeniiber einem

endgiiltigen Ausbleichen [2], indem sich dessen Fluoreszenzinten-
sitit wihrend einer Dunkelphase und in Anwesenheit eines Uber-
schusses an freiem DFHBI wieder auf nahezu den Ausgangswert
erholt [6, 7]. Als zugrunde liegender Mechanismus, wie er auch
in Abbildung skizziert ist, wird eine photoinduzierte cis-trans-
Isomerisation des gebunden DFHBI-Liganden diskutiert. Die Quan-
tenausbeute der Photoisomerisation wurde zu 2,5% bestimmt [7].
Fiir den daraus resultierenden trans-DFHBI-Aptamer-Komplex wur-

de eine stark verminderte Intensitit der Fluoreszenz, sowie eine

105



Kapitel 5. DFHBI-bindendes RNA-Aptamer

N\
hv l

)‘v“'v/l

Abbildung 5.4: Darstellung des diskutierten Mechanismus der
Fluoreszenz-Regenerierung von Spinach bei Vorlage eines Uberschus-
ses an cis-DFHBI (griin). Die Riickisomerisierung von trans-DFHBI (grau)
nach cis-DFHBI erfolgt dabei thermisch.

geringere Stabilitdt berichtet [7]. Letzteres deckt sich mit den Er-
gebnissen der Kristallstrukturanalyse von Spinach, welche sterische
Konflikte, sowie eine verminderte Zahl an Wasserstoffbriickenbin-
dungen zwischen trans-DFHBI und der Chromophor-Bindetasche
des Aptamers vorhersagen [58]. Zudem konnte in Fluoreszenz-
Lebensdauer-Analysen keine Akkumulation eines nur schwach fluo-
reszenten Spinach-Komplexes beobachtet werden [6]. Der diskutier-
te Mechanismus der Fluoreszenz-Regenerierung von gebleichtem
Spinach sieht daher eine schnelle Dissoziation des trans-DFHBI-
Aptamer-Komplexes vor. Dieser Prozess wird moglicherweise zu-
sdtzlich durch eine Deformation der DFHBI-Bindetasche im RNA-
Aptamer getrieben [6]. Infolge des Uberschusses an freiem cis-
DFHBI geht das nun unbeladene DFHBI-Aptamer durch Aufnahme
eines neuen Chromophors ziigig in einen wieder fluoreszenten Zu-
stand tiber. Fiir das abgestofsene trans-DFHBI wird eine thermisch
getriebene Riickisomerisation zum cis-Isomer diskutiert, sodass eine
Akkumulation von trans-DFHBI ausbleibt [6, 7].

Fiir die Fluoreszenzmikroskopie, welche in der Regel auf eine
cw-Belichtung der Probe ausgerichtet ist, stellt das aufSergewohnli-
che Bleichverhalten von Spinach eine besondere Herausforderung
dar. Infolge der cw-Belichtung erreicht die Intensitdt der Spinach-
Fluoreszenz sehr schnell (teilweise <1s [6]) einen photostationdren
Zustand geringer Gesamthelligkeit, mit entsprechend negativen Fol-
gen fiir das erzielbare SNR. Eine deutliche Verbesserung diesbeziig-

lich konnte durch Anregung von Spinach mit nur 50 ms dauernden
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Lichtblitzen in Kombination mit mehrere Sekunden andauernden
Dunkelphasen erzielt werden. Im Vergleich zur cw-Belichtung fiel
die im gleichen Zeitraum erfasste Gesamtintensitdt dabei um ein
Vielfaches hoher aus. Dieser Fortschritt musste jedoch auf Kosten
der Bildwiederholrate erkauft werden, welche nur mehr bei 0,2 Hz
lag. Zudem erhohte sich der technische Aufwand zur Aufnahme der

Bildsequenzen am Mikroskop, sowie deren Auswertung.

Allen bisherigen Studien gemein ist die Anregung von Spinach
mittels 1PA. Das vorliegende Projekt dagegen widmet sich der Anre-
gung von Spinach iiber 2PA. Es wird insbesondere die Fragestellung
verfolgt, inwiefern sich das Bleichverhalten von Spinach bei 2PA ge-
geniiber der zuvor behandelten 1PA verdndert. Der wesentliche Un-
terschied zwischen 1PA und 2PA in Form einer Reduktion des An-
regungsvolumens auf nur wenige Femtoliter, sowie die technische
Notwendigkeit einer konsekutiven Abtastung jedes einzelnen Pixels
anstelle einer Weitfeldbelichtung werden in diesem Zusammenhang
als vorteilhaft angesehen, da sie ohne zusétzliche Mafsnahmen genii-
gend Dunkelzeit zur Erholung der Spinach-Komplexe gewéhrleis-
ten.

5.2 Probenpriparation

DFHBI-bindendes RNA-Aptamer (im Folgenden ,das Aptamer”ge-
nannt) wurde freundlicherweise von Dr. Elke Duchardt-Ferner (Ar-
beitsgruppe Prof. Dr. Jens Wohnert, Goethe-Universitdt Frankfurt)
zur Verfiigung gestellt. Die Synthese und Bereitstellung des DFHBI-
Chromophors erfolgte freundlicherweise durch Isam Elamri (Ar-
beitsgruppe Prof. Dr. Harald Schwalbe, Goethe-Universitit Frank-
furt). Sofern nicht anders angegeben erfolgte die Handhabung beider
Komponenten jeweils gelost in RNase-freiem Puffer (40 mM HEPES,
125 mM KCl, 2mM MgCl,, pH 7,4).

Die Immobilisierung des Aptamers wurde durch Streptavidin-
beschichtete Silica-Kiigelchen (ProActive (®R) Microspheres, Streptavi-
din Silica 5,06 ;im, Polysciences Europe GmbH) realisiert. Ein Biotin-
Splint vermittelte dabei die notige Wechselwirkung zwischen dem
Aptamer und der Streptavidin-Beschichtung der Silica-Kiigelchen.
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Zur Entfernung des Konservierungsmittels Natriumazid wurden die
Silica-Kiigelchen gewaschen, indem diese insgesamt drei Mal in ei-
ner Zentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5415 R) bei 12.000 min™ fiir
15min zuerst pelletiert und nach Abdekantieren des Uberstandes
in 200 4l RNase-freiem Puffer (siehe oben) resuspendiert wurden.
Noch vorhandene RNase wurde durch Zugabe von Diethyldicarbo-
nat (DEPC) im Volumenverhiltnis 1:100 und Inkubation iiber Nacht
bei 37°C deaktiviert. Zur Immobilisierung des Aptamers an den
Streptavidin-beschichteten Silica-Kiigelchen wurden die Aptamer-
Losung und die Silica-Kiigelchen-Dispersion zu gleichen Teilen ver-
mischt und fiir 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
wurde iiberschiissiges Aptamer durch dreimaliges Zentrifugieren
(10 s bei 12.000 min™'), Abdekantieren des Uberstandes und anschlie-
lender Resuspension des Pellets in 300 ;.1 RNase-freiem Puffer (siehe
oben) entfernt. Der im letzten Waschschritt zur Resuspension genut-
ze RNase-freie Puffer enthielt dabei bereits die gewiinschte DFHBI-
Konzentration.

Die Prdparation von GFP-beladenen Silica-Kiigelchen geschah
dhnlich der zuvor beschriebenen Prozedur fiir immobilisiertes Spi-
nach, wobei ein RNase-freies Arbeiten hierbei nicht erforderlich
war. Das erstmalige Waschen der Silica-Kiigelchen erfolgte wie oben
beschrieben, jedoch abweichend mit PBS-Puffer. Auf eine Zugabe
von DEPC wurde verzichtet. AnschliefSend erfolgte die Zugabe von
biotin-gekoppelten GFP-Antikdrpern (MA5-15256-BTIN, Thermo Fi-
scher Scientific) im Volumenverhéltnis 1:100, sowie Inkubation tiber
Nacht bei 4 °C. Uberschiissige Antikérper wurden durch dreimali-
ges Waschen entfernt. Nach Zugabe von GFP (13105507E5, Thermo
Fischer Scientific) im Volumenverhiltnis 1:100 und erneuter Inkuba-
tion bei 4 °C fiir 30 min wurde tiberschiissiges GFP durch dreimaliges

Waschen entfernt.
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5.3 Ergebnisse der Untersuchung zum Fluo-

reszenzbleichen

5.3.1 Frei diffundierende Spinach-Komplexe

Mitentscheidend fiir den erfolgreichen Einsatz von Spinach in der
2PF-Mikroskopie ist die Intensitdt der Hintergrundfluoreszenz von
gelostem DFHBI in Relation zur Fluoreszenz-Intensitiat von Spinach.
Wie die 2PF-Mikroskopie-Aufnahmen in Abbildung [5.5| zeigen, be-
wegt sich die Fluoreszenz-Intensitidt von geldstem DFHBI mit einem
SNR von <1,1 auf einem schwer nachweisbaren Niveau. Demge-
geniiber wird die 2PF der Spinach-Losung bei gleicher Intensitit
der Anregungsstrahlung (12mW im Fokus) mit einem SNR von 4,3
klar detektiert — als Detektor diente hier die PMT R955 (siehe auch
Kapitel [4.11.1), welche durch einen Kurzpassfilter (FF01-790/SP-25,
Semrock) vor der Anregungsstrahlung geschiitzt wurde.

Ein Blick auf die experimentellen Bedingungen verleiht dem Be-
fund einer Verstarkung der 2PF von DFHBI durch Bindung an das
Aptamer noch mehr Bedeutung, denn mit 840 nm anstatt 900 nm war
die Zentralwellenldnge der Anregung eher auf eine Anregung von
frei in Losung befindlichem DFHBI, denn von Spinach ausgerichtet.
Zudem betrug die Konzentration von DFHBI im Fall der Spinach-
Losung 5,4 1M, wahrend sie im Fall der reinen DFHBI-Losung mit
82,6 uM um mehr als das 15-fache erhoht war. Aus diesen Beobach-
tungen resultiert die grundlegende Schlussfolgerung, dass auch im
Fall der 2PA die Verstarkung der Fluoreszenz-Intensitat des DFHBI-
Chromophors durch Bindung an das entsprechende Aptamer hoch
genug ausfdllt, um sicher die 2PF der Spinach-Komplexe vor der
schwachen Hintergrund-Fluoreszenz des ungebundenen DFHBI's

detektieren zu konnen.
In einem weiteren Schritt wurde das durch 2PA induzierte Bleich-

verhalten von frei in Losung befindlichem Spinach untersucht. Dafiir

wurde der Intensitdtsverlauf der Fluoreszenz einer Spinach-Losung
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. Spinach-Losung "

DFHBI-Lésung

Abbildung 5.5: 2PF-Aufnahmen einer Spinach-Lésung (links) und einer
DFHBI-Losung (rechts). Die Phasengrenzen sind zur besseren Orientie-
rung als weifi-gestrichelte Linien eingezeichnet. Trotz 15,3-facher DFHBI-
Konzentration wird die 2PF der DFHBI-Losung gegeniiber der 2PF der
Spinach-Losung kaum erfasst.

(5 uM Aptamer, 5 uM DFHBI in RNase-freiem Puffer, pH 6,5) aufge-
nommen. Die Anregung erfolgte jeweils mit 900 nm bei einer Halb-
wertsbreite des Pulses von 17 nm. Es wurden periodische Dunkel-
phasen realisiert, indem die Anregung alle 7's fiir jeweils 7s unter-
brochen wurde. Zu Vergleichszwecken wurde auch das Bleichver-
halten einer verdiinnten Spinach-Lésung (0,5 M Aptamer, 0,5 M
DFHBI in RNase-freiem Puffer, pH 6,5) bei 1PA gemessen. Hier-
fiir wurde das in Kapitel [4.8] beschrieben Modul benutzt, um eine
Frequenzverdopplung von 900 nm auf 450nm zu erzielen. Der re-
siduale NIR-Anteil nach Frequenzverdopplung wurde durch einen
Kurzpassfilter (FF01-680SP-25, Semrock) unterdriickt.

Wie in Abbildung zu sehen, zeigt die gemessene Spinach-
Losung im Fall der 1PA (blaue Kurve) das bereits in der Litera-
tur beschriebene [6], schnelle Ausbleichen der Fluoreszenz, welche
sich wahrend einer Dunkelphase auf nahezu den Ausgangswert er-
holt. Innerhalb der Belichtungszeit wird hier kein vollstindiges Aus-
bleichen der Fluoreszenz erreicht. Stattdessen ldsst der Verlauf der
Fluoreszenz-Intensitdt darauf schlieffen, dass ein photostationdres
Gleichgewicht mit einer Fluoreszenz-Intensitdt von etwa 40% des
Ausgangswertes angestrebt wird.
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Abbildung 5.6: Vergleich zwischen dem 1PA- und 2PA-induzierten Bleich-
verhalten einer Spinach-Losung.

Beim Ubergang zur 2PA zeigt sich, dass die grundlegenden Cha-
rakteristika der Fluoreszenz-Dynamik von Spinach beibehalten wer-
den: nach einem schnellen, initialen Bleichen der Fluoreszenz kommt
es zur Ausbildung eines photostationdren Zustands. Nach Ablauf ei-
ner Dunkelphase ist die Fluoreszenz-Intensitdt der Spinach-Losung
auf nahezu den Ausgangswert zuriickgekehrt, wie dies insbesonde-
re anhand der schwarzen Messkurve in Abbildung 5.6/ mit 120 mW
Anregungsintensitit erkennbar ist. Das angestrebte photostationére
Gleichgewicht liegt im Fall der 2PA deutlich tiber dem Niveau des
photostationdren Gleichgewichts bei 1PA. Selbst bei einer Intensitit
von 360 mW im Fokus (griine Kurve in Abbildung erreicht die
Fluoreszenz-Intensitit im photostationdren Gleichgewicht etwa 85%
des Ausgangswertes, wiahrend es bei 120mW (schwarze Kurve in
Abbildung sogar 93% sind. Diese Werte sind umso bemerkens-
werter, als dass 120mW etwa der 10-fachen Anregungs-Intensitét
eines gewohnlichen 2PF-Experimentes an Zellen entspricht und die
Fluoreszenz-Intensitdt der Spinach-Losung unter diesen Bedingun-
gen nur wenig und noch dazu reversibel bleicht. Weiterhin wird im
Fall der 2PA beobachtet, dass die Fluoreszenz-Intensitdt der Spinach-
Losung bei sehr hoher Anregungsintensitdt zundchst unter das Ni-
veau des photostationdren Gleichgewichts abfillt — bei 360 mW An-
regungsintensitit beispielsweise auf etwa 80% —, um sich anschlie-

Bend letzterem ,, von unten” anzunidhern.
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Die genannten Beobachtungen konnen auf Basis zweier Umstan-
de verstanden werden. Erstens sind die Spinach-Komplexe nicht
ortsfest gebunden, sondern befinden sich in Losung und sind so-
mit frei beweglich. Zweitens findet die 1PA praktisch innerhalb des
gesamten, vom Anregungsstrahl ausgeleuchteten Probenvolumens
statt, wahrend das Auftreten der 2PA lediglich auf einen wenige
Femtoliter umfassenden Raum im Fokus der Anregungsstrahlung
begrenzt ist. In beiden Féllen — 1PA und 2PA — kommt es zum Aus-
bleichen der Fluoreszenz-Intensitdt der Spinach-Losung infolge der
Anregungsstrahlung. Diesem Prozess wirkt sowohl die Erholung
gebleichter Spinach-Komplexe durch Austausch des isomerisierten
Chromophors, wie auch das Eindiffundieren fluoreszenter Spinach-
Komplexe in das Anregungsvolumen entgegen. Verglichen mit der
1PA ist das Anregungsvolumen der 2PA sehr klein, sodass nur we-
nige Spinach-Komplexe gebleicht werden, die durch die zuvor ge-

nannten Mechanismen zudem schnell ersetzt werden konnen.

Die bis hierher diskutierten Ergebnisse sind ein erster Hinweis
auf das Potential von Spinach in Verbindung mit der 2PF-Mikro-
skopie als praktisch bleich-resistenter Marker fiir die Visualisierung
von RNA in vivo. Die Bewertung der Ergebnisse in diese Richtung
muss jedoch mit einer gewissen Vorsicht geschehen bzw. die unter-
schiedlichen Versuchsbedingungen beriicksichtigen. In den bis hier-
her diskutierten Experimenten wurde ein nur geringer Anteil des
Gesamtprobenvolumens von jeweils etwa 100 p belichtet. Aufser-
halb des Anregungsvolumens stand demgegeniiber ein vergleichs-
weise unerschopflicher Vorrat an unbelichteten und somit fluores-
zenten Spinach-Komplexen zur Verfiigung, welche durch Diffusion
in das Anregungsvolumen eingebracht werden. Typische Zellvolu-
mina sind demgegentiber mit etwa 10 fl-100 pl sehr viel kleiner und
werden im Verlaufe des Experimentes typischerweise vollstandig
ausgeleuchtet. Aus diesem Grund wurden Experimente mit immo-
bilisierten Spinach-Komplexen durchgefiihrt, wodurch der Eintrag
fluoreszenter Komplexe aus unbelichteten Bereichen der Probe un-
terbunden wird. Die Ergebnisse dieser Experimente werden im fol-
genden Kapitel behandelt.
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5.3.2 Immobilisierte Spinach-Komplexe

Die Messung der Fluoreszenz von Spinach-Losungen unter 2PA
lieferte bereits wertvolle Hinweise auf den Nutzen dieser Kom-
bination zur Studie von RNA. Die Messung von immobilisierten
Spinach-Komplexen stellt dabei die ndchste Iterationsstufe hin zu
in vivo-Messbedingungen dar. Als Trédger fiir die Spinach-Komplexe
dienten Streptavidin-beschichtete Silica-Kiigelchen. Deren Durch-
messer von 5 ym liegt dabei in der Groflenordnung bekannter Zellen.
Die Prédparation der immobilisierten Spinach-Komplexe wurde in
Kapitel 5.2| beschrieben. Zur Messung der immobilisierten Spinach-
Komplexe wurde deren Suspension in Kammern eingefiillt, welche
durch Einbringen eines diinnen Polymerfilms (Parafilm, Pechiney
Plastic Packaging) zwischen einen Glas-Objektriger, sowie einem
Deckglas realisiert wurden. Das Fassungsvermogen einer Kammer
betrug dabei im Mittel 30-40 pl. Eine Dekontaminierung der Kammer
von eventuell prasenter RNase geschah jeweils durch mehrstiindige
Behandlung mit 10%iger Formamid-Losung, sowie darauffolgender
Konditionierung der Kammer mit RNase-freier Pufferlosung. Die
Suspension aus beladenen Silica-Kiigelchen und Puffer wurde beim
Befiillen der Kammer durch Kapillarkréfte selbsttitig in diese ge-
zogen. Die mitgerissenen Silica-Kiigelchen verteilten sich dabei in
Monolagen tiiber die Oberfldche des Deckglases bzw. Objekttragers
und lagen tiberwiegend separiert voneinander, selten aggregiert vor.

Abbildung zeigt die normalisierten Intensitdtsverlaufe der
2PF von einzelnen Spinach- bzw. GFP-beladenen Silica-Kiigelchen.
Die DFHBI-Konzentration im Puffer der Spinach-beladenen Silica-
Kiigelchen betrug 8 M. Die Anregung der 2PF geschah mit einer
Zentralwellenldnge von 900 nm im Fall von Spinach bzw. 800 nm im
Fall von GFP. Die spektrale Halbwertsbreite der Anregungsstrah-
lung betrug jeweils 10nm und deren Intensitit im Fokus wurde
auf 1mW eingestellt. Die Abtrennung des 2PF-Signals bzw. Unter-
driickung der Anregungstrahlung geschah durch einen dichroiti-
schen Strahlteiler (F43-649, AHF Analysentechnik) bzw. einen Kurz-
passfilter (FF01-680SP-25, Semrock). Zur Aufnahme der 2PF wurde
jeweils die Aquatorregion eines Silica-Kiigelchens fokussiert, das
Silica-Kiigelchen zentriert und anschlieffend ein 7x7 ym messen-

des Fenster mit einer Auflosung von 8x8Pixeln abgerastert, mit
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Abbildung 5.7: Vergleich des Bleichverhaltens immobilisierter Spinach-
Komplexe (blau) und GFP (griin) bei Intervall- und cw-Belichtung (durch-
gezogene Linie bzw. Punkte).

einer Belichtungszeit von 2ms/Pixel und einer Bildaufnahmerate
von 1 fps (von engl. frames per second, Bilder pro Sekunde). Intervall-
und cw-Messungen unterscheiden sich dahingehend, dass in Inter-
vallmessungen auf 10 Bildaufnahmen jeweils eine Dunkelphase von
10s folgt, wahrend cw-Messungen keine Dunkelphasen beinhalten.
Die Bildauflosung wurde bewusst niedrig gewdhlt, um sowohl die
bendtigte Aufnahmegeschwindigkeit zu ermdoglichen, als auch si-
cherzustellen, dass kein Uberlapp zwischen den belichteten bzw.
gebleichten Regionen benachbarter Pixel zustande kommt. Zur Aus-
wertung wurde jeweils die Gesamtzahl der erfassten Ereignisse pro

Bildaufnahme ermittelt und um den Untergrund korrigiert.

Fiir Spinach wird im Fall der Intervallbelichtung ein schnelles, in-
itiales Bleichen der 2PF auf etwa 80% des Ausgangswertes beobach-
tet. Wahrend der Dunkelphasen der Messung erholt sich die Inten-
sitdt der 2PF wieder. Innerhalb der ersten sechs Zyklen erreicht die
2PF nach vorangegangener Dunkelphase nahezu durchweg >90%
des Ausgangswertes. Dabei nimmt der Grad der Erholung mit je-
dem folgenden Zyklus tendenziell ab, sodass zu Beginn des 15. Zy-
klus noch 76% der urspriinglichen Fluoreszenz erreicht werden. Ein
Vergleich zwischen der Intervall- und cw-Anregung von Spinach
zeigt eine gute Ubereinstimmung beider Messkurven. Unterschiede
ergeben sich lediglich durch die fehlenden Dunkelphase wahrend
der cw-Belichtung. Gegen Ende des 15. Zyklus (t = 300 s) betrédgt die
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Intensitat der 2PF fiir beide Anregungs-Szenarien etwa 65% des Ur-

sprungswertes.

Die Intervallbelichtung von GFP zeigt — wie erwartet — keine Er-
holung der 2PF wihrend der Dunkelphase. Nach Ablauf der Dun-
kelphase setzt sich der Verlauf der 2PF auf dem Schluss-Niveau des
vorangegangenen Zyklus fort. Gegen Ende des 15. Zyklus (t = 300s)
betrdgt die Intensitdt der 2PF nur noch 46% des Ausgangswertes. Im
Fall der cw-Belichtung von GFP erfolgt die Intensitdtsabnahme der
2PF deutlich schneller, sodass gegen Ende des 15. Zyklus bereits ein
Wert von nur noch 34% des Ausgangswertes erreicht ist.

Die beschriebenen Beobachtungen sind in mehrfacher Hinsicht
bemerkenswert. Zundchst fallt auf, dass Spinach gegeniiber GFP
deutlich resistenter beziiglich eines Ausbleichens der 2PF ist. Selbst
bei kontinuierlicher Belichtung (cw) erreicht die Intensitdt der 2PF
von Spinach gegen Ende des 15. Zyklus nahezu den doppelten Wert
verglichen mit GFP. Weiterhin fallen die unterschiedlichen Dyna-
miken beider Spezies auf. Fiir GFP wird ein irreversibles Bleichen
der 2PF beobachtet, erkennbar an der ausbleibenden Regenerie-
rung der Fluoreszenz-Intensitit in den Dunkelphasen der Intervall-
messung. Durch cw-Belichtung wird die Bleich-Dynamik von GFP
gegeniiber einer Intervall-Belichtung beschleunigt. Fiir den nicht-
exponentiellen Verlauf der Intensitdtskurve mogen photo-induzierte
Prozesse hoherer Ordnung verantwortlich sein, welche im Fall von
Mehr-Photonen-Anregung aufgrund der sehr hohen Photonenfluss-
dichte auftreten [61].

Im Fall von Spinach zeigen sowohl die Intervallbelichtung, wie
auch die cw-Belichtung einen praktisch deckungsgleichen Verlauf
der Fluoreszenz-Intensitdt. Der wesentliche Unterschied im Inten-
sitdtsverlauf der 2PF beider Messungen besteht in der stattfinden-
den Regenerierung der Fluoreszenz-Intensitat wahrend der Dunkel-
phasen der Intervallbelichtung. Eine mogliche Erklarung fiir diese
Beobachtung ist ein dynamisches Gleichgewicht zwischen den mit
DFHBI beladenen Aptameren und der unbeladenen Spezies. Eine
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Abbildung 5.8: Vergleich des Bleichverhaltens immobilisierter Spinach-
Komplexe (blau) und GFP (griin) bei unterschiedlichen Bildaufnahmera-
ten.

Anregung des DFHBI-beladenen Aptamers kann anstelle der ge-
wiinschten Fluoreszenz zur Isomerisation des gebundenen DFHBI-
Chromophors fithren — im Fall der 1PA wurde die Photoisomeri-
sations-Quantenausbeute auf einen Wert von 2,5% bestimmt [7] —
und resultiert letztlich in einem schnellen Ausbleichen der initialen
Fluoreszenzintensitdt eines Ensembles DFHBI-beladener Aptame-
re im Fokalvolumen. Weil das Aptamer eine hohere Affinitdt zum
cis-Isomer des DFHBI-Chromophors aufweist, wird der photoiso-
merisierte trans-DFHBI-Chromophor relativ ziigig aus der Binde-
tasche entlassen. Hierdurch erhoht sich die Zahl unbeladener Apt-
amere und folglich auch der , Druck” die urspriingliche Lage des
Gleichgewichts wieder zu erreichen. Die in Abbildung gezeig-
ten Intensitdtsverldufe der Spinach-2PF weisen somit auf das Errei-
chen eines photostationdren Zustandes bei cw-Belichtung hin. Im
Fall der Intervallbelichtung wird diese Dynamik von der Regenerie-
rung der Fluoreszenz-Intensitat wahrend der kurzzeitigen Dunkel-
phasen tiberlagert. Nach einsetzender Belichtung wird das Niveau
des photostationdren Zustands auch hier schnell wieder erreicht. Die
nachfolgend beschriebenen Experimente stiitzen diesen Gedanken.

In Abbildung 5.8|sind die normalisierten Intensitdtsverldufe der
2PF von einzelnen Spinach-bzw. GFP-beladenen Silica-Kiigelchen
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bei verschiedenen Bildaufnahmeraten abgebildet. Die experimen-
tellen Bedingungen sind dabei identisch mit den zuvor in Zusam-
menhang mit Abbildung[5.7/beschriebenen. Fiir jede Messreihe wur-
den insgesamt 50 Bilder aufgenommen, wobei die Bildaufnahmerate
zwischen 0,2-1,0 fps variiert wurde. Im Fall geringer Bildaufnahme-
raten stand so zwischen den Belichtungszeitpunkten eines Pixels
mehr Dunkelzeit zur Verfligung. Zur Auswertung wurde jeweils die
Gesamtzahl der erfassten Ereignisse pro Bildaufnahme ermittelt und

um den Untergrund korrigiert.

Wie sich Abbildung 5.8 entnehmen lasst, zeigt die Intensitdt der
2PF von Spinach eine Abhdngigkeit von der Bildaufnahmerate. Bei
0,2 fps steht den Spinach-Komplexen eine Dunkelzeit von 5s zwi-
schen zwei Aufnahmen zur Regeneration der Fluoreszenz-Intensitat
zur Verftigung. Dieser Zeitraum ist ausreichend, um ein photostatio-
ndres Gleichgewicht bei etwa 97% der urspriinglichen Fluoreszenz-
Intensitdt zu erreichen. Das Niveau des photostationdren Gleichge-
wichts nimmt dabei ab, sobald die Bildaufnahmerate erhoht wird.
Wihrend fiir 0,25 fps noch 94% der initialen Fluoreszenz-Intensitét
erreicht werden, sinkt dieser Wert bei 0,33 fps auf 90% und fiir 0,5 fps
auf 83%. Bei 1fps erreicht das photostationdre Gleichgewicht 70%
der initialen Fluoreszenz-Intensitdt. Fiir GFP wird eine solche Ab-
hiangigkeit der Intensitdt der 2PF von der Bildaufnahmerate nicht
beobachtet — die Intensitét der 2PF bleicht sowohl bei 1 fps, wie auch
bei 0,2 fps mit gleicher Geschwindigkeit.

Die in Abbildung gezeigten Messungen unterstreichen ein-
drucksvoll das unterschiedliche Bleichverhalten der beiden Syste-
me GFP und Spinach. Ersteres bleicht irreversibel, erkennbar am
ausbleibenden Effekt auf den Intensitatsverlauf der 2PF infolge der
Variation der Bildaufnahmerate. Spinach dagegen bleicht reversi-
bel, sodass die Intensitdt der 2PF bei regelméfiiger Belichtung ein
photostationdres Gleichgewicht erreicht, entsprechend der zuvor be-
reits diskutierten Dynamik. Sowohl die in Abbildung wie auch
die in Abbildung gezeigten Messreihen zu Spinach deuten an,
dass die bislang diskutierte Dynamik eines reversiblen Bleichens der
Spinach-2PF von einer schwachen, jedoch irreversiblen Komponen-

te tiberlagert ist. Doch selbst damit steht Spinach immer noch besser
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Abbildung 5.9: Vergleich des Bleichverhaltens von immobilisiertem Spi-
nach bzw. GFP bei 2PA. Die dargestellte Bildsequenz der exemplarisch aus
insgesamt 180 Aufnahmen herausgegriffenen Bilder vermittelt einen Ein-
druck von der Bleich-Resistenz von Spinach gegentiber der von GFP.

da, als sein natiirliches Vorbild GFP. Wie Abbildung[5.8|zeigt, nimmt
die Intensitdt der GFP-Fluoreszenz im gleichen Zeitraum auf nur

noch 52% des Ausgangswertes ab.

Um dem schnellen Ausbleichen der Fluoreszenz-Intensitidt von
Spinach bei 1PA zu begegnen, wurde eine Anregung der Spinach-
Komplexe in Intervallen [6], sowie eine ,Optical lock-in detection”
genannte Methode der Signalaufbereitung vorgeschlagen [7]. Fiir
eine effiziente Detektion der Spinach-Fluoreszenz sind bei 2PA da-
gegen keine weiteren Mafinahmen noétig — die Abtastung der Probe
geschieht aus Griinden der Effizienz pixel-weise, sodass zwischen
der Belichtung zweier Pixel bzw. Bildpunkte gentigend Zeit zur Re-
generierung der gebleichten Spinach-Komplexe zur Verfiigung steht.
Wie Abbildung 5.9 zeigt, kann Spinach in Verbindung mit der 2PA
seine Stdrke eines reversiblen Bleichverhaltens ausspielen und selbst
tiber viele Aufnahmen hinweg ein nahezu gleichbleibendes Fluores-

zenzsignal liefern.

Die in Abbildung exemplarisch gezeigten Einzelbilder ent-
stammen einer insgesamt 180 Bilder umfassenden Messreihe. Der
Zeitraum der Aufnahme erstreckt sich tiber 30 min, entsprechend
einer (technisch limitierten) Bildaufnahmerate von 0,1 fps, bei ei-
ner Belichtungszeit von 1ms/Pixel. Zur Anregung der 2PF wur-
de die Zentralwellenldnge auf 900 nm fiir Spinach bzw. 800 nm fiir
GFP eingestellt, mit einer spektralen Halbwertsbreite von 10 nm und
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5.4. Zusammenfassung

einer Intensitdit von 1mW im Fokus der Anregung. Die DFHBI-
Konzentration betrug 8 /M.

Die Konstanz der 2PF-Intensitdt ist fiir die Spinach-beladenen
Silica-Kiigelchen bemerkenswert. Ausgehend von einem initialen
SNR von 5,5 fiir die erste Aufnahme ist dessen Wert nach 180 Auf-
nahmen auf 5,0 gesunken. Dies entspricht einem Leuchtkraftverlust
von nur 9%. Demgegentiber biifst GFP im gleichen Zeitraum 70% sei-
ner initialen Leuchtkraft ein. Obwohl die absolute Leuchtkraft von
Spinach in den durchgefiihrten Experimenten nicht an die von GFP
heranreicht, mag Spinach in vielen Experimenten die bessere Wahl
sein. Hierzu zdhlen insbesondere Experimente iiber einen langen
Zeitraum hinweg und solche, in welchen eine mdoglichst konstante

Intensitdt der 2PF gefordert ist.

54 Zusammenfassung

Spinach ist ein fluoreszenter Komplex, bestehend aus einem RNA-
Aptamer, welches an DFHBI, einem synthetischen Imitat des na-
tiirlichen GFP-Chromophors HBI bindet. In Experimenten mit 1PA
konnte bereits gezeigt werden, dass die Fluoreszenz erst durch Bin-
dung von DFHBI an das RNA-Aptamer zustandekommt —weder das
Aptamer, noch DFHBI alleine zeigen eine nennenswerte Fluoreszenz
[2]. Spinach bleicht bei Belichtung zwar reversibel, jedoch insgesamt
sehr schnell aus, weshalb ein aufwéandigeres Belichtungsschema, so-

wie eine nachtragliche Datenfilterung vorgeschlagen wurde [6, 7].

In dieser Arbeit wurde das Verhalten von Spinach bei 2PA un-
tersucht. Dafiir wurden Versuche sowohl an frei in Losung befind-
lichem Spinach, wie auch an der immobilisierten Spezies durch-
gefithrt. Ahnlich der 1PA wird auch bei 2PA ein starker Anstieg
der Fluoreszenz des DFHBI-Chromophors beobachtet, sobald dieser
an das Aptamer bindet. Reine DFHBI-Losungen dagegen erzeug-
ten selbst bei hoher Konzentration keine nennenswerte 2PF, sodass
deren Hintergrundfluoreszenz gegeniiber der 2PF von Spinach ver-
nachléssigbar ist. Im Gegensatz zur 1PA zeigen frei in Losung befind-
liche Spinach-Komplexe bei 2PA erst bei aufierordentlich hohen In-
tensitdten der Anregungsstrahlung ein merkliches Ausbleichen der
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Fluoreszenz. Dies ist grofitenteils auf das Eindiffundieren fluores-
zenter Spinach-Komplexe in das sehr kleine Fokalvolumen der 2PA

zuriickzufiihren.

Fiir immobilisierte Spinach-Komplexe konnte gezeigt werden,
dass eine kontinuierliche Bildaufnahme gegeniiber einer Bildaufnah-
me in Intervallen mit jeweils zusdtzlichen Dunkelphasen zur Erho-
lung des reversiblen 2PF-Bleichens, sowie der generelle Verzicht auf
spezielle Belichtungsschemata und Methoden der Datenakquise mit
keinen besonderen Nachteilen verbunden ist, wie dies fiir die 1PA
von Spinach berichtet wurde [6]. Bei einer Bildaufnahmerate von
1 fps erreicht die 2PF-Intensitdt der Spinach-Komplexe ein photosta-
tiondres Gleichgewicht bei etwa 70% der urspriinglichen Intensitit.
Langere Aufnahmeintervalle steigern die Lage des Gleichgewichts
bis auf anndhernd den Ursprungswert ab einer Bildaufnahmerate
von 0,2 fps. Fiir Spinach wurde bei 2PA eine bemerkenswert hohe

Resistenz gegentiber irreversiblem Bleichen der 2PF gefunden.
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Kapitel 6

Chrimson

6.1 Einfiihrung

Die reine Zellmembran, beispielsweise eines Bakteriums erweist sich
im Normalfall gegeniiber einer Vielzahl von Substanzen als un-
durchldssig, insbesondere gegeniiber polaren Substanzen. Fiir ei-
ne Zelle ist dieser Sachverhalt Vor- und Nachteil zugleich, denn ei-
nerseits erfahrt der intrazelluldre Raum so einen gewissen Schutz
vor der Umgebung, andererseits ist ein lebenswichtiger Stoffaus-
tausch mit der Umgebung kaum moglich. Um einen kontrollier-
ten Stoffaustausch zwischen intra- und extrazulluldirem Raum zu
ermoglichen, beherbergt eine Zellmembran daher typischerweise ei-
ne grofie Anzahl an speziellen Proteinen. Eine unter vielen Familien
dieser ,Membranproteine” sind die mikrobiellen Rhodopsine. Der
Aufbau aller bisher gefundenen Vertreter dieser Familie folgt dem
stets gleichen Schema, wonach insgesamt sieben Transmembran-a-
Helices (TMH’s) einen lonen-leitfdhigen Kanal innerhalb der Zell-
membran bilden. In einigen mikrobiellen Rhodopsinen, beispiels-
weise in Bacterio-, Proteo- und Halorhodopsin dient dieser Kanal
dem aktiven Transport von Ionen, gegebenenfalls sogar entgegen ei-
nem Gradienten, weshalb in diesen Féllen auch von ,Ionenpumpen”
gesprochen wird. Dem gegeniiber steht die Gruppe der Kanalrho-
dopsine (von engl. Channelrhodopsin, ChR), welche vorrangig einen
eher unspezifischen Ionenfluss entlang eines Gradienten ermogli-

chen.

Eine Besonderheit der mikrobiellen Rhodopsine ist ihre Sensiti-
vitat fiir Licht, welche ihnen von einem Retinal-Chromophor verlie-
hen wird. Dieser ist tiber eine Schiff’sche Base kovalent mit einem
Lysin-Rest der siebten Transmembran-a-Helix (TMH G) verbunden
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(K299 fiir Chrimson). Die Anregung des Retinal-Chromophors fiihrt
innerhalb weniger Pikosekunden zur Isomerisierung desselben, aus-
gehend von der all-trans- in die 13-cis-Konfiguration. Dieser Vorgang
triggert den nachfolgenden Durchlauf verschiedener Zustdnde (In-
termediate) des Rhodopsin-Molekiils, welcher typischerweise auf ei-
ner Zeitskala von Millisekunden bis Sekunden in einer abschliefsen-
den Riickisomerisierung des Retinal-Chromophors in die all-trans-
Konfiguration bzw. den Ausgangszustand miindet. Der gesamte
Prozess ist somit ein licht-aktivierter Kreislauf und wird daher als
Photozyklus bezeichnet. Trotz grofser struktureller und funktioneller
Gemeinsamkeiten beider Gruppen, soll der Fokus nachfolgend vor

allem auf den ChR liegen.

Wiahrend des Durchlaufens des Photozyklus wird fiir ChR ein
impulsartiger Anstieg der Ionenleitfahigkeit des Kanals beobach-
tet [62, 63]. Dies erlaubt licht-gesteuert eine rasche und dennoch
kontrollierte Depolarisation des Membranpotentials der Zelle [9, 11,
64]. Ubertragen auf Nervenzellen, deren Funktionalitdt im Wesentli-
chen von einem Membranpotential abhidngt, ermoglichen ChR eine
gewisse Kontrolle der neuronalen Aktivitdt, weshalb ChR im All-
gemeinen, vor allem aber dem Channelrhodopsin-2 der Griinalge
Chlamydomonas reinhardtii (CrChR-2) auf dem Gebiet der Neurowis-
senschaft als so genanntes , optogenetisches Werkzeug” grofse Be-
deutung zukommt [12, 65]. Ungeachtet der Tatsache, dass sich der
Einsatz von CrChR-2 in der Optogenetik schnell etabliert hatte, blieb
die Nachfrage nach neuen ChR-Varianten mit vorzugsweise verbes-
serten Eigenschaften bestehen. Denn mit einer maximalen Sensitivi-
tat bei ca. 470 nm erfolgt die Anregung von CrChR-2 mit vergleichs-
weise kurzwelligem Licht. Wiinschenswert hingegen ist eine Anre-
gung mit langwelliger Strahlung im roten oder sogar nah-infraroten
Spektralbereich, da langwellige Strahlung erfahrungsgemafl weni-
ger Zellschdden verursacht und dabei tiefer in Gewebe vorzudringen
vermag [66]. Als bedeutende Fortschritte auf diesem Gebiet gelten
beispielsweise die Entdeckung des Channelrhodopsin-1 der Griinal-
ge Volvox carteri, dessen spektrale Eigenschaften selbst bei 590 nm
noch eine Anregung zulassen [67], sowie die Entwicklung verschie-
dener ChR-Varianten, deren Sensitivitit sich teils noch weiter in den
roten Spektralbereich erstreckt [68-70].

122



6.1. Einfiihrung

In diesem Zusammenhang féllt die Aufmerksamkeit auf eine
2014 veroffentlichte de novo Sequenzierung von 127 Algentranskrip-
tomen, welche zur Entdeckung einer Vielzahl neuer ChR fiihrte [8].
Da man sich nur auf neuartige Opsine mit auflergewohnlichen Fi-
genschaften konzentrieren wollte, riickten zwei ChR in den Vorder-
grund der Studie: ein blau-absorbierendes ChR, das aufgrund sei-
ner besonders schnellen Kinetik den Spitznamen ,,Chronos” (griech.
,Zeit") erhielt, sowie ein langsameres ChR, dem bezugnehmend auf
seine rot-verschobene Absorption und in Anlehnung an die Farbe
Karminrot (engl. Crimson) der Beiname , Chrimson” verliehen wur-
de. Mit Verweis auf die Herkunft aus der Griinalge Chlamydomonas
noctigama, findet sich fiir Chrimson gelegentlich auch die Bezeich-
nung CnChR-1. In Titrationsexperimenten[| wurde fiir, in Detergenz
solubilisiertes Chrimson bei physiologischem pH ein Maximum der
Absorption im UV /Vis-Spektralbereich bei 560 nm gefunden. Das
Maximum des Aktionsspektrums (Kanalaktivitdt vs. Anregungswel-
lenldnge, gemessen in HEK293-Zellen) ist demgegeniiber mit 590 nm
um 30nm weiter rot-verschoben. In Voltage-Clamp-Messungen an
Chrimson-exprimierenden Nervenzellen wurde selbst bei Anregung
mit 660 nm noch Photostrome gemessen. Damit beansprucht Chrim-
son aktuell den Spitzenwert der Rotverschiebung unter den be-
kannten, nattirlichen ChR [8]. Gleichzeitig ist Chrimson nur wenig
sensitiv fiir blaues Licht, sodass in Kombination mit einem blau-
absorbierenden ChR bereits eine unabhédngige und nahezu wech-
selwirkungs-freie Anregung zweier unterschiedlicher Nervenzell-

Populationen demonstriert werden konnte [8, 71].

Das Interesse an Chrimson ist dabei nicht blof8 rein technischer
Natur, um beispielsweise der Optogenetik neue Werkzeuge zugang-
lich zu machen. Chrimson spielt eine wichtige Rolle bei der Auf-
klarung eines ,Farbabstimmung” (engl. color tuning) genannten Me-
chanismus, welcher letztlich fiir das unterschiedliche Absorptions-
verhalten des ansonsten identischen Chromophors in verschiedenen
mikrobiellen Rhodopsinen verantwortlich ist. Die Zusammenhén-
ge sind hierbei keineswegs trivial. So besteht beispielsweise 46%

Sequenzhomologie zwischen Chrimson und C1C2, einer Chimére

*Christian Bamann / Max-Planck-Institut fiir Biophysik (Frankfurt)
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bekannter Kristallstruktur [72], zusammengesetzt aus den beiden
Chlamydomonas reinhardtii-Rhodopsinen ChR-1 und -2 (CrChR-1 und
CrChR-2). Trotz dieser Ahnlichkeit weisen Chrimson und C1C2 ei-
ne unterschiedliche Opsin-Verschiebung (engl. opsin shift) bzw. von-
einander abweichende Absorptionseigenschaften auf. Dass es sich
hierbei nicht bloff um einen Einzelfall handelt, offenbart ein Ver-
gleich von Bacteriorhodopsin (BR) und Sensorrhodopsin-II (SRII).
Obgleich sich die Retinal-Bindetasche beider Spezies nur in feinen
Details unterscheidet, zeigt BR mit 570 nm ein deutlich weiter rot-
verschobenes Absorptionsmaximum, als SRII mit 495nm [73-75].
Im Fall von griin- und blau-absorbierendem Proteorhodopsin ge-
niigt bereits die Mutation eines einzelnen Aminosdurerestes (L105Q
bzw. Q105L), um beide Phédnotypen ineinander zu tiberfiihren [76,
771.

Grundsitzlich zeigt bereits die rot-verschobene Absorption mi-
krobieller Rhodopsine gegeniiber frei in Losung befindlichem Re-
tinal, dass der Retinal-Chromophor empfindlich auf seine Umge-
bung reagiert. Die zuvor erwdhnten Beispiele legen nahe, dass die
Opsin-Verschiebung ein Zusammenspiel vieler Faktoren ist, was
durch diverse andere Studien belegt wird. So konnte beispielsweise
anhand von Archaerhodopsin-3 die Bedeutung der Konformation
des Retinal-Chromophors - hier insbesondere der Planaritdt dessel-
ben, sowie dessen Torsionswinkel entlang der C¢-C7-Bindung - fiir
die Absorptionseigenschften demonstriert werden [78]. Zusitzlich
ibt auch die elektrostatische Umgebung des Retinal-Chromophors
grofien Einfluss auf dessen spektrale Eigenschaften und Isomerisati-
onsdynamik aus, wenn auch keine mechanistische Verbindung zwi-
schen den beiden letztgenannten besteht [79]. Wahrend der Photo-
anregung des Retinal-Chromophors kommt zu einer Verschiebung
positiver Partialladung von der Retinal-Schiff-Base (RSB) hin zum
B-lononring [80]. Elektrostatische Einfliisse in diesen Regionen der
Bindetasche, vornehmlich resultierend aus ionische Aminosiureres-
ten, wirken sich daher (de-)stabilisierend auf die einzelnen Ener-
gieniveaus des Retinal-Chromophors aus und beeinflussen somit
dessen Absorptionseigenschaften zusatzlich. Ein weiterer wichtiger
Faktor ist das Gegenion der RSB, welches die positive Ladung RSB
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kompensiert. Typischerweise beobachtet man in mikrobiellen Rho-
dopsinen ein ganzes Netzwerk aus verschiedenen Aminosdureresten
und Wassermolekiilen, welche zusammen ein komplexes Gegenion
tir die positive Ladung der RSB bilden. Im Fall von BR, wo die Ami-
nosdure D85 sowohl Bestandteil des komplexen Gegenions, als auch
der primédre Protonenakzeptor wahrend des Photozyklus ist, fiihrt
eine Neutralisation der Ladung des komplexen Gegenions durch
Absenken des pH-Wertes oder Mutation sowohl zu einer Rotver-
schiebung der Chromophor-Absorption [81], als auch zum Verlust
der Protonenpump-Fahigkeit [82]. Zusétzlich zeigen Studien an an-
deren mikrobiellen Rhodopsinen, dass Wechselwirkungen zwischen
der jeweiligen D85-homologen Aminosdure, sowie weiteren Ami-
nosdureresten bestehen, welche den pKs-Wert der D85-homologen
Aminosdure modulieren und somit ebenfalls Einfluss auf die Ab-

sorptionseigenschaften des Retinal-Chromophors ausiiben [83-87].

Beim Ziehen von Vergleichen zwischen Chrimson bzw. ChR im
Allgemeinen und licht-getriebenen Protonenpumpen wie BR miis-
sen gewisse relativierende Umstdnde bzw. Unterschiede berticksich-
tigt werden. Beispielsweise besteht noch Unsicherheit beziiglich der
exakten Form der Retinalbindetasche in ChR, inklusive der daraus
resultierenden Wechselwirkungen und es ist aktuell Gegenstand der
Forschung, inwiefern die Ladungsstabilisierung der protonierten
RSB bei ChR iiber direkte Wasserstoffbriickenbindungen mit nahe
gelegenen Aminosdureresten geschieht oder durch Wassermolekiile
in der Bindetasche vermittelt wird [88-90]. Da fiir Chrimson bislang
keine Proteinstruktur veroffentlicht wurde, konnen samtliche struk-
turbezogene Aussagen lediglich auf Basis eines vorldufigen Modells
getroffen werden, welches anhand der Sequenzhomologie zwischen
Chrimson und C1C2 [72] erstellt wurde. Demnach ist das Homologe
von D85 aus BR in Chrimson mit E165 abweichend ein Glutamat,
wihrend die zweite anionische Gruppe mit D212 in BR bzw. D295
in Chrimson konserviert ist. Eine dhnliche Situation wird auch fiir
CrChR-2 mit E123 bzw. D292 als D85- bzw. D212-Homologe vorge-
funden. Wihrend diese Abweichung klein erscheint, zeichnet sich
doch ab, dass den D85-Homologen der ChR’s eine andere Aufga-
be zufillt. Ladungs-neutralisierende Mutationsexperimente an E123
in CrChR-2 [91], sowie Experimente an CaChR-1 [92] und CrChR-1
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[93] bei hohem pH-Wert ergaben keine Beeintrdchtigung der Ka-
nalfunktion, wiahrend die Protonenpump-Fdhigkeit bei vergleich-
baren Experimten an BR stark beeintrachtigt wurde [82]. Inwiefern
auch ChR wie Chrimson eine Protonenpump-Aktivitdt zeigen, ist
nicht abschlieffend gekldrt. Interessanterweise wurde fiir CrChR-2
eine, wenn auch recht ineffiziente, auswarts gerichtete Pumpaktivi-
tat fiir H*-Ionen berichtet [94]. Es liegt nahe, fiir Chrimson ein dhn-
liches Verhalten zu erwarten, wobei explizite Messungen zu diesem
Sachverhalt bislang noch ausstehen. Ionenspezifische Patch-Clamp-
Messungen an Chrimson-exprimierenden HEK-Zellen ergaben eine,
dem Kationenkanal CrChR-2 vergleichbare Selektivitit das Kanals
tiir Protonen, sowie Natrium- und Calcium-Ionen - lediglich die Se-
lektivitat fur Kaliumionen ist leicht erhoht [8].

Fiir Chrimson wurde ein grofser Einfluss des pH-Wertes auf die
Lage der Absorptionsbande beobachtet. Bei pH 7,4 absorbiert Chrim-
son bei 560nm, wobei die Gestalt der Absorptionsbande auf die
Anwesenheit mehrerer Spezies hindeutet. Fiir pH 9,5 wurde eine
Blau-Verschiebung des Absorptionsmaximums hin zu 537 nm beob-
achtet, wahrend eine Absenkung auf pH 6,0 eine Rot-Verschiebung
der Absorption auf 585nm zur Folge hat. In dieser Studie stand die
zeitaufgeloste, spektroskopische Charakterisierung von Chrimson
im Vordergrund. Untersucht wurde sowohl die Priméarreaktion, wie
auch der sich daran anschlieflende Photozyklus im sichtbaren Spek-
tralbereich, wie auch deren Abhingigkeit vom pH-Wert bzw. Proto-
nierungszustand des Gegenions E165. Die Ergebnisse dieser Studie
sind Bestandteil folgender Publikation:

D. Urmann, C. Lorenz, S. M. Linker, M. Braun, J. Wachtveitl und
C. Bamann, Photochemical Properties of the Red-shifted Chan-
nelrhodopsin Chrimson, Photochem. Photobiol. 2017, 93, 782-795

6.2 Probenpriparation

Chrimson-Proben wurden freundlicherweise von Dr. Christian Ba-
mann (Arbeitskreis Prof. Dr. Ernst Bamberg, Max-Planck-Institut fiir

Biophysik (Frankfurt)) zur Verfiigung gestellt. Der Ubersicht halber
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soll die Herstellung der Chrimson-Proben nachfolgend zusammen-

fassend beschrieben werden.

Fiir die Expression von Chrimson wurde das, die Aminosduren 1-
350 kodierende Chrimson-Gen in das Pichia Pastoris kodierende Plas-
mid pPICIK (Thermo Fisher Scientific) geklont, gefolgt von einem
Hiso-Tag. Die Zell-Kultivierung und Probenaufreinigung gescha-
hen analog dem Protokoll fiir CrChR-2 [13]. Geerntetes Chrimson-
Protein wurde mittels Ni-Affinitditschromatographie und anschlie-
ender Gel-Filtration (Superdex 200, GE Healthcare) aufgereinigt
und abschliefSend in Pufferlosung gelagert (100 mM NaCl, 0,05% n-
Dodecyl-3-D-maltosid (DDM), 20mM MES (pH 6,0) bzw. 20mM
Borat (pH 9,5)).

6.3 Primairreaktion

Die Untersuchung der Primérreaktion von Chrimson im sichtbaren
Spektralbereich wurde mit der Ultrakurzzeit-Messanlag durchge-
fihrt, wie sie in Abschnitt [3.1| beschrieben wurde. Die Probe wurde
wihrend der Messung in einer Quarzglaskiivette der Schichtdicke
1 mm kontinuierlich lateral zum Abtaststrahl bewegt, um einen re-

gelméfiigen Probenaustausch zu gewéhrleisten.

Eine Ubersicht der gemessenen transienten Absorptionsédnderun-
gen kann Abbildung 6.1] entnommen werden. Die gewéhlte Farbko-
dierung weist positiven Absorptionsanderungen (Zunahme der Ab-
sorbanz) jeweils rote Farbtone zu, negativen Absorptionsdanderun-
gen (Abnahme der Absorbanz) dagegen blaue Farbtone. Bereiche
ohne Anderung der Absorbanz werden in Griinténen dargestellt.
Die Skalierung der Verzogerungszeit-Achse wechselt ab der ersten
Pikosekunde nach Photoanregung von einer linearen zu einer lo-
garithmischen Skalierung. Ergédnzend hierzu sind in Abbildung
ausgewdhlte Transienten dargestellt. Sie beinhalten jeweils die Ent-
stehung des Photoprodukts (a und d), sowie Erscheinen und Riick-
bildung des Grundzustandsbleichens (b und e) und der Absorption

des angeregten Zustands (c und f). Zur besseren Vergleichbarkeit
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Abbildung 6.1: Transiente Absorptionsdnderung von Chrimson bei pH 6,0
(oben) mit Anregung bei 565nm in das Maximum der Grundzustands-
Absorption (a) und rot-verschoben dazu bei 620nm (b), sowie pH 9,5
(unten) mit Anregung bei 535nm in das Maximum der Grundzustands-
Absorption (c) und rot-verschoben dazu bei 600 nm (d).

wurden die Amplituden der, fiir das Grundzustandsbleichen repra-
sentativen Transienten des jeweiligen pH-Wertes aufeinander ska-
liert (b bzw. e). Der gleiche Skalierungsfaktor wurde auch auf die

verbleibenden Transienten derselben Messung angewandt.

Obgleich alle vier Datensatze bei verschiedenen pH-Werten bzw.
mit unterschiedlichen Anregungswellenldngen gemessen wurden,
weisen sie doch gewisse grundlegende Gemeinsamkeiten auf. So
erscheint unterhalb von 540 nm jeweils unmittelbar nach Photoan-
regung die positive Signatur einer Absorption des angeregten Zu-
stands (ESA, von engl. excited-state absorption). Wie Abbildung
bzw. f entnommen werden kann, ist das Signal der ESA bis etwa
30 ps nach Photoanregung sichtbar, klingt dabei jedoch grofitenteils
innerhalb der ersten Pikosekunden nach Photoanregung ab. Zeit-
gleich mit Erscheinen der ESA ist auch das Signal des Grundzu-
standsbleichens (GSB, von engl. ground-state bleach) zwischen 530
und 650nm sichtbar. Die Dynamiken von GSB und ESA verhal-
ten sich zundchst dhnlich, erkennbar an der iiberwiegenden Riick-
bildung des GSB-Signals innerhalb der ersten Pikosekunden nach
Photoanregung (siehe Abbildung bzw. e). Wahrend die ESA
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Abbildung 6.2: Transiente Absorptionsdnderungen von Chrimson bei aus-
gewihlten Detektionswellenldngen fiir pH 6,0 (a-c) und pH 9,5 (d-f), jeweils
mit der Anregungswellenldnge resonant zum Absorptionsmaximum des
Grundzustands (schwarze Kreise) und rot-verschoben dazu (rote Punkte).
Die durchgezogenen Linien repréasentieren jeweils das Ergebnis der Globa-
len Fitanalyse.

jedoch zu spéteren Verzogerungszeiten vollig abklingt, wird in Be-
zug auf den GSB auch bei maximaler Verzogerungszeit von 1,5ns
in den betroffenen Detektionskanilen ein schwach negatives Signal
registriert. In diesem Zusammenhang féllt ein, zentriert auf 660 nm
(pH 6,0) bzw. 630nm (pH 9,5) liegendes, positives Absorptionssi-
gnal auf. Es tritt mit einer Verzogerung zur Photoanregung von
etwa 1ps (pH 6,0) bzw. 300fs (pH 9,5) in Erscheinung und deu-
tet auf die Bildung eines Photoproduktes hin. In Abbildung 6.1| er-
scheint die Amplitude dieser Photoproduktabsorption (PA) fiir pH
6,0 deutlich schwicher ausgepragt, als fiir pH 9,5. Diese Beobach-
tung kann hauptsichlich auf einen Uberlapp mit dem negativen Sig-
nal des GSB zuriickgefiihrt werden, wobei die daraus resultieren-
de Kompensation der Signal-Amplituden bei pH 6,0 aufgrund der
rot-verschobenen Grundzustands-Absorption deutlich starker aus-
gepragt ist. Vergleicht man die Datensatze identischen pH-Wertes, je-
doch unterschiedlicher Anregungswellenldnge, so fallt sofort die ho-

here PA bei kurzwelliger Anregung ins Auge. An den roten Flanken
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Tabelle 6.1: Ubersicht der ermittelten Zeitkonstanten aus der globalen Fi-
tanalyse der transienten Absorptionsdaten. Die Anpassung der Zeitkon-
stanten geschah, wann immer moglich, frei jeglicher Grenzbedingungen.
Ausgenommen davon ist die Zeitkonstante 7, welche teilweise auf den
Wert der Zeitauflosung des Experimentes festgesetzt werden musste, um
ein Abdriften in Richtung unrealistisch niedriger Werte zu verhindern - ent-
sprechende Fille sind in der Tabelle mit (*) markiert.

bH | A / nm Zeitkonstanten / ps
B T2 T3 T4 T5
6.0 565 nm 0,1% 0,8 3,4 17,1 00
’ 625nm 0,07* 0,8 31 38,3 00
95 535nm 0,06 0,2 1,5 15,4 00
’ 600 nm 0,07* 0,2 1,1 11,3 00

des abgetasteten Spektralbereiches sind, insbesondere bei pH 9,5 je-
weils schwach negative Beitrdge erkennbar. Diese konnen stimulier-
ter Emission (SE) zugerechnet werden und stimmen in ihrer spektra-
len Position gut mit den aufgenommenen 3D-Fluoreszenzspektren
tiberein (siehe Abbildung A.1).

Es hat den Anschein, dass die spektrale Position der transien-
ten Signale unterhalb von 600 nm vom pH-Wert unbeeinflusst bleibt.
Dieser Effekt ist rein kompensatorischer Art. Wird der pH-Wert von
6,0 auf 9,5 erhoht, so verzeichnet das negative Signal des GSB eine
Verschiebung hin zu kiirzeren Wellenldnge, wahrend das positive
Signal der ESA entgegensetzt in Richtung langerer Wellenldingen
schiebt. Dies wird sichtbar, wenn die Beitrdge des GSB aus den ge-
messenen Transienten herauskorrigiert werden. In diesem Fall wird
ebenfalls deutlich, dass das transiente Spektrum bei maximaler Ver-
zogerungszeit von 1,5 ns bereits sehr dhnlich den friithen transienten
Spektren der Blitzlicht-Photolyse ist.

Die Auswertung der transienten Daten geschah mit der, in Kapi-
tel beschriebenen Methode der Globalen Fitanalyse (GFA). Alle
vier Datensdtze konnten zufriedenstellend mit insgesamt fiinf Zeit-
konstanten beschrieben werden. Eine Ubersicht der erhaltenen Zeit-
konstanten ist in Tabelle |6.1| gegegeben. Die zugehorigen zerfallsas-
soziierten Spektren (DAS von engl. decay associated spectra) sind in
Abbildung [6.3| dargestellt. Auf die Darstellung der DAS der friihe-
stens Zeitkonstante ; wurde verzichtet, da sie durch Residuen des
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Abbildung 6.3: Darstellung der zerfallsassoziierten Spektren aus der Glo-
balen Fitanalyse der transienten Datensdtze bei pH 6,0 (oben) mit Anre-
gung bei 565 nm in das Maximum der Grundzustands-Absorption (a) und
rot-verschoben dazu bei 620nm (b), sowie pH 9,5 (unten) mit Anregung
bei 535nm in das Maximum der Grundzustands-Absorption (c) und rot-
verschoben dazu bei 600 nm (d). Auf die Darstellung der DAS der friihes-
tens Zeitkonstante 7 wird verzichtet, da sie durch Residuen des kohidrenten
Artefaktes gestort wird, was ihre Interpretierbarkeit stark einschrankt.

kohdrente Artefakts beeintrdachtigt ist, was ihre Interpretierbarkeit
stark einschrédnkt - sie wird daher nicht weiter diskutiert. Im Folgen-
den wir der Fokus zunéchst auf den Ergebnissen der Messreihen mit
der Anregung resonant zum Absorptionsmaximum der Chrimson-
Probe liegen. Die Betrachtung der Ergebnisse mit rot-verschobener
Anregung folgt im Anschluss.

Fiir die zweite Zeitkonstante 7, wurden in der GFA Werte von
0,8 ps fiir pH 6,0 und 0,2 ps fiir pH 9,5 gefunden. Trotz unterschiedli-
cher Werte fiir die Zeitkonstanten dhneln sich die zugehorigen DAS.
Beide weisen Beitrdge in zwei spektralen Bereichen auf. In der Regi-
on <535 nm wird eine positive Amplitude vorgefunden, welche dem
Zerfall des Signals der ESA zugeordnet werden kann. Dagegen wird
im Bereich >535 nm eine negative Amplitude angezeigt, welche sich
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neben einer teilweisen Repopulierung des initialen Zustandes bzw.
Riickbildung des GSB auch dem Anstieg einer Photoproduktabsorp-
tion und dem Abklingen des Signals der SE zuordnen lésst.

Die dritte Zeitkonstante 73 wurde in der GFA zu 3,4 ps fiir pH
6,0 bzw. 1,5ps fiir pH 9,5 bestimmt. Mit Blick auf die zugehorigen
DAS féllt auf, dass auch fiir 73 eine prinzipiell dhnliche Situation
wie fiir 7, eintritt, indem trotz pH-abhdngiger Unterschiede im Wert
fiir 73 dhnliche DAS erhalten werden. Letztere weisen Beitrdge in
insgesamt drei spektralen Regionen auf. Im Bereich <535 nm wird
eine positive Amplitude vorgefunden, was fiir eine Beteiligung am
Abbau des Signals der ESA spricht. Zwischen 535-650 nm (pH 6,0)
bzw. 535-620nm (pH 9,5) deutet die negative Amplitude auf einen
teilweisen Riickgang des Signals des GSB hin. Im Unterschied zur
DAS von 1, weist die DAS von 73 jedoch keinen ausgeprigt negati-
ven Beitrag im Bereich 600-650 nm auf, sondern zeigt hier vielmehr
eine schwach positive Amplitude, welche indikativ fiir das Abklin-
gen eines Absorptionssignals ist. Von dieser Abweichung abgesehen
fallt auf, dass sich die DAS von 7, und 73 stark dhneln.

Fiir die vierte Zeitkonstante 7, ergab die GFA Werte von 17 ps fiir
pH 6,0 bzw. 15ps fiir pH 9,5. Die zugehorigen DAS weisen einen
sigmoidalen Amplitudenverlauf auf, mit positiven Beitrdgen im Be-
reich um 530 und 625nm, sowie negativen Beitrdgen bei 570 und
700nm. Dies entspricht einem typischen Muster fiir die spektrale
Verbreiterung eines Absorptionssignals, wie es beispielsweise durch
eine Relaxation der Retinalbindetasche oder Kiihlprozesse hervorge-

rufen werden kann.

Die flinfte Zeitkonstante 75 wird bendtigt, um die residualen Si-
gnale bei maximaler Verzogerungszeit zu beschreiben. Die zugeho-
rige DAS entspricht daher dem transienten Absorptionsspektrum
bei maximaler Verzogerungszeit, bestehend aus einem persistenten

GSB, sowie der Photoproduktabsorption.
Die Rot-Verschiebung der Anregung fiihrt zu einem leichten Zu-

wachs des Amplitudenverhdltnisses von 75 zu 7,. Dies wird fiir beide
pH-Werte beobachtet. Allerdings ist der Effekt fiir pH 9,5 deutlich
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starker ausgeprégt, als fiir pH 6,0, wie anhand der Abbildungen
bzw b erkennbar ist. Fiir pH 9,5 vermindert sich die Amplitude der
Photoproduktabsorption deutlich, sobald die Anregungswellenlan-

ge rot verschoben wird.

Wie aus Abbildung|6.T|ersichtlich, wird die Amplitude der Photo-
produktabsorption von mehreren Faktoren bestimmt. Da das Maxi-
mum der Absorptionsbande von Chrimson bei niedrigen pH-Werten
zu langeren Wellenldngen verschoben ist, kommt es bei pH 6,0 zur
nahezu vollstindigen Kompensation des GSB mit der Photopro-
duktabsorption. Die daraus resultierende schwache Amplitude der
Photoproduktabsorption tduscht jedoch {iiber die tatsdchlichen Ver-
héltnisse hinweg. Fiir pH 9,5 und eine Anregung von Chrimson in
das Maximum der Absorptionsbande ist die Entstehung des Pho-
toprodukts dagegen gut sichtbar (siehe Abbildung bzw. [6.2[d).
Auffallend ist die deutlich geringere Amplitude des Photoprodukt-
absorption in Abbildung im Vergleich zu Abbildung [6.2c. Da
es sich in beiden Fillen um spektral identische Proben handelt, sind
Unterschiede allein auf die rot-verschobene Anregung zuriickzufiih-
ren, was im Fall der verringerten Amplitude der Photoproduktab-
sorption auf eine geringere Quantenausbeute der Primérreaktion
hindeutet. Nach kurzer Betrachtung allgemeiner Merkmale, wird
der Fokus der Diskussion auf diesen, fiir Chrimson spezifischen Be-
obachtungen liegen.

In den Transienten kann zeitgleich mit dem Pump-Puls der An-
stieg eines Absorptionssignals beobachtet werden, welches auf einer
Zeitskala von nur 150 fs wieder zerféllt. Das Erscheinen eines solchen
Signales ist typisch fiir Retinal-Proteine. Ahnliche Beobachtungen
wurden auch fiir CrChR-2 [95] und PR [96, 97] berichtet. Bemerkens-
wert in diesem Zusammenhang ist eine zeitaufgeldste Studie an BR
mit <10fs Zeitaufldsung. Auch hier wurde vom Erscheinen eines
solchen Absorptionssignales mit schneller Dynamik berichtet und
diese Beobachtung der initialen Bewegung des, durch die Photo-
anregung des Retinal-Chromophors induzierten Wellenpaketes aus
der Frank-Condon-Region hinaus zugeordnet [98]. In den Transi-
enten von Chrimson ist gleichzeitig mit dem Abklingen dieses Ab-

sorptionssignales eine dynamische Entwicklung des GSB zwischen
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530 und 650nm zu beobachten. Das Signal der SE ist in den Mes-
sungen bei pH 6,0 kaum, fiir pH 9,5 schwach in den langwelligen
Transienten des aufgenommenen Spektralbereiches sichtbar. Aufge-
nommene 3D-Fluoreszenzspektren legen jedoch ein Erscheinen der
SE im Bereich um 700 nm fiir pH 6,0 bzw. 670nm fiir pH 9,5 nahe
(siehe Abbildung A.1).

Im kurzwelligen Spektralbereich zeigen die Transienten das Er-
scheinen eines dominanten, positiven Signals kurz nach Photoanre-
gung an. Dies kann auf die Besetzung eines angeregten Zustandes
mit eigener Absorptionsbande (ESA) zuriickgefiihrt werden. Durch
Uberlagerung mit spektral benachbart liegenden Signalen, beispiels-
weise dem GSB, ist die spektrale Lage der ESA von Spezies zu Spe-
zies verschieden. So wird im Fall von PR und BR von einem Auf-
tauchen der ESA bei 460 nm berichtet, was jeweils blau-verschoben
zum GSB ist [96, 99]. Demgegeniiber erscheint die ESA in Messun-
gen an CrChR-2 bei 530 nm, was einer Rot-Verschiebung gegeniiber
dem GSB entspricht [95]. Fiir Chrimson wird die ESA im Spektralbe-
reich <540 nm beobachtet, was einer Blau-Verschiebung gegeniiber
dem GSB entspricht. Ein Blick auf Abbildung |6.1| konnte den Ein-
druck erwecken, die spektrale Position der ESA sei unabhidngig vom
pH-Wert. Tatsdchlich jedoch lésst sich diese Beobachtung durch eine
Kompensation des positiven ESA-Signals mit dem negativen GSB-
Signal erkldaren. Der spektrale Verlauf des GSB entspricht dabei im
Wesentlichen dem stationdren UV /Vis-Spektrum, sodass die tran-
sienten Messungen durch geeignetes Aufaddieren des stationdren
UV /Vis-Spektrums um den Beitrag des GSB korrigiert werden kon-
nen. In diesem Fall wird fiir Chrimson eine pH-abhéngige, spektrale
Rot-Verschiebung der ESA-Bande von ~18 nm (~650 cm™) bei Erho-
hung des pH-Wertes von 6,0 auf 9,5 deutlich sichtbar. Demgegen-
tiber schiebt das Absorptionsmaximum des Retinal-Chromophors
im stationdren UV/Vis-Spektrum um ~48 nm (~1530 cm™) hin zu
kiirzeren Wellenldngen. Dieses unterschiedliche Verhalten beider Si-
gnaltypen weist auf einen stiarkeren Einfluss des pH-Wertes auf den

So- und S,-Zustand hin, im Vergleich zum S;-Zustand.

Beim Blick auf die DAS fillt auf, dass sich insbesondere die Am-

plitudenverldufe von 7, und 73 stark dhneln. Ausgenommen hiervon
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ist der spektrale Bereich >600 nm, wo fiir 7, ein negativer Beitrag, fiir
73 hingegen ein leicht positiver Beitrag gefunden wird. Ein dhnlicher
Fall wurde auch fiir PR berichtet und als bi-phasische Depopulation
des angeregten Zustandes interpretiert. Beide Zeitkonstanten wur-
den der Entstehung mindestens eines Photoproduktes zugeordnet,
wobei die Moglichkeit einer Beobachtung mehrerer konsekutiver
Photoprodukte nicht ausgeschlossen wurde. Die unterschiedlichen
Beitrage von 7 und 73 in der DAS im Bereich 600-700 nm wurden
der Entstehung von Grundzustands-Intermediaten auf der Zeitska-
la von 73 zugewiesen [96]. Ubertragen auf die transienten Messun-
gen an Chrimson fiihrt dies zum Schluss, dass auch fiir dieses ChR
ein bi-phasisches Abklingen der ESA beobachtet wird, was insofern
bemerkenswert ist, als dass fiir CaChR-1 und CrChR-2 jeweils ein
mono-exponentieller Zerfall berichtet wurde [95, 100, 101].

Das Abklingen der ESA fiihrt zur Entstehung eines vergleichs-
weise langlebigen Absorptionssignals, welches rot-verschoben zum
GSB erscheint und einem Photoprodukt zugeordnet werden kann.
Was im Fall von Chrimson wie eine einzelne Absorptionsbande
erscheint, konnte sich als Summe der Beitrdge mehrerer Absorpti-
onsbanden jeweils verschiedener Spezies erweisen, beispielsweise
J- und K-dhnliche Zustdnde. Die aufgenommenen Transienten sug-
gerieren tatsdchlich eine schwache Blauverschiebung des betreffen-
den Absorptionssignals innerhalb der ersten 3-5ps nach Photoan-
regung, jedoch verhindert der starke spektrale Uberlapp mit dem
GSB eine fundierte Aussage zu diesem Sachverhalt. Definitiv zu
beobachten ist dagegen eine spektrale Verbreiterung der betreffen-
den Photoprodukt-Absorption etwa 15-17 ps nach Photoanregung.
Dieser Vorgang spiegelt sich auch im Amplitudenverlauf der Zeit-
konstante 7, wieder und wird als Kiihl- bzw. Relaxationsprozess
der Retinal-Umgebung interpretiert. Vergleichbare Beobachtungen
wurden auch fiir BR, CrChR-2 und SRII gemacht [102-104], wobei
Messungen an CrChR-2 im IR-Spektralbereich einen andauernden
Kiihlprozess in diesem Zeitfenster ergaben. Im Fall von Chrimson
bleibt die betreffende Photoproduktabsorption im Anschluss bis zur
maximalen Verzogerungszeit des Experimentes von 5ns praktisch
unverdndert bestehen, was sich letztlich im Amplitudenverlauf der

Zeitkonstante 75 niederschlagt.
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Chrimson wartet mit einer sehr rapiden Dynamik der Primérre-
aktion auf. So ergab die GFA an den Transienten bei pH 9,5 Zeit-
konstanten von 0,2ps und 1,5ps. Fiir mikrobielle Rhodopsine ist
ein solcher Befund durchaus passend. So wurde beispielsweise fiir
CrChR-2 eine Zeitkonstante von nur 0,4 ps fiir die Primérreaktion
gefunden [95], was mit Blick auf Chrimson in etwa vergleichbar ist.
Auch fiir BR und SRII wurden dhnlich schnelle Vorgange berich-
tet [79, 98]. Im direkten Geschwindigkeitsvergleich mit dem griin-
absorbierenden CaChR-1, welches einen, zu Chrimson dhnlichen
Farbabstimmungs-Mechanismus aufweist, hat Chrimson sogar das
Nachsehen — femtosekunden-zeitaufgeloste Studien an CaChR-1 im
Vis- und MIR-Spektralbereich ergaben fiir die Isomerisierung eine
Zeitkonstante von nur 110fs, gefolgt von Kiihlprozessen auf einer
Zeitskala von 550-580 fs [101, 105]. Derartige Vergleiche sind jedoch
mit einer gewissen Vorsicht zu betrachten, da beispielsweise fiir
CaChR-1 und CrChR-2 ein mono-exponentieller Zerfall gefunden
wurde, wahrend Chrimson einen bi-phasischen Zerfall zeigt.

Im Kontext der Reaktionsgeschwindigkeiten ist die, fiir Chrim-
son vorgefundene pH- und Wellenldngen-Abhéngigkeit der Primér-
reaktion zu erwdhnen. Allgemein fiihrt ein Absenken des pH-Wertes
zum Anwachsen einer Retinalprotein-Fraktion, deren Schiff-Basen-
Gegenion protoniert ist. Fiir Chrimson, dessen pKs-Wert im solu-
bilisierten Zustand zu 7,3 bestimmt wurde [106], liegen somit bei
pH 6,0 bzw. 9,5 unterschiedliche Startzustdnde des Photozyklus vor,
sodass fiir beide pH-Werte unterschiedliche Dynamiken der Primaér-
reaktion beobachtet werden. Ahnliche Beobachtungen wurden auch
fiir PR und BR berichtet, wo die Lebensdauer des angeregten Zu-
standes bzw. der ESA im Fall eines protonierten Gegenions gegen-
tiber der deprotonierten Spezies deutlich hoher ausfiel [96, 107]. Der
Einfluss des pH-Wertes auf die Dynamik der Primérreaktion kann
dabei tiber Wechselwirkungen zwischen dem Retinal-Chromophor
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und benachbarter Aminosdurereste verstanden werden. Die Photo-
anregung des Retinal-Chromophors fiihrt zu einer verdnderten La-
dungsverteilung innerhalb desselben, indem positive Partialladun-
gen tendenziell aus Richtung der RSB hin zum /S-lononring umver-
teilt werden. Grundzustand und angeregter Zustand des Retinal-
Chromophors weisen daher voneinander abweichende elektrostati-
sche Eigenschaften auf, was sich tiber verdnderte Wechselwirkungen
mit den unmittelbar benachbarten, geladenen Aminosédureresten be-
merkbar macht [96]. Ubertragen auf Chrimson, fallt die Aufmerk-
samkeit auf die beiden Aminosduren E165 und D295, welche bei
pH 9,5 negativ geladen sind und das Aquivalent zu den Amino-
sdauren E123 und D253 in CrChR-2 darstellen. Nach Photoanregung
iibt die negative Ladung beider Aminoséduren einen stabilisierenden
Einfluss auf die Ladungsverteilung des Retinal-Chromophors im an-
geregten Zustand aus. In Folge wird der Doppelbindungscharakter
der C13-C14-Doppelbindung gelockert und die Energiebarriere zur
Isomerisierung entlang dieser Bindung abgesenkt, was sich letztlich
in hoheren Reaktionsraten dufiert. Liegen die besagten Aminosduren
jedoch in ihrem protonierten Zustand vor, beispielsweise als Folge
eines niedrigen pH-Wertes, so entfallt ihr stabilisierender Einfluss,
was zu einer Verlangsamung der Reaktionsrate fiithrt. Im Fall von
Chrimson kommt hinzu, dass ein Absenken des pH-Wertes von 9,5
auf 6,0 eine Rot-Verschiebung der Retinal-Chromophor-Absorption
um 48 nm (~1530 cm™) bewirkt. Die jeweiligen Lebensdauern erho-
hen sich infolge auf 0,8 ps und 3,4 ps. Dennoch verbleibt die Dyna-
mik der Primérreaktion von Chrimson selbst unter diesen weniger
glinstigen Bedingungen (protoniertes Gegenion, dadurch fehlender,
stabilisierender FEinfluss und geringere Anregungsenergie) auf ei-
nem schnellen Niveau, verglichen mit anderen Retinal-Proteinen,

wie beispielsweise PR [96].

Neben der Reaktionsgeschwindigkeit zeigt auch die Bildung des
primédren Photoproduktes P1 eine Abhdngigkeit vom pH-Wert und
der Anregungswellenldnge, auf die im Folgenden eingegangen wird.
Die spektrale Signatur der Absorption von P1 tritt deutlicher hervor,
wenn die aufgenommenen Transienten um den Beitrag des spek-
tral stark mit der Absorption von P1 iiberlappenden GSB korrigiert
werden. Dabei féllt eine Wellenldngen-Abhédngigkeit der Absorption
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von P1 auf, sodass fortan eine Unterscheidung zwischen den bei pH
6,0 gebildeten Intermediaten P,. und den pH 9,5 gebildeten Interme-
diaten P, gemacht wird. Zwischen der Absorption von P1,. bei ca.
630nm und der von P1, bei ca. 650 nm liegt eine Differenz von ca.
20nm (~540 cm™). Eine vergleichbare Beobachtung wurde auch fiir
PR gemacht [96]. Werden die Amplituden der besagten Transienten
fiir Chrimson nun noch mit der Intensitat der Anregung skaliert, so
zeichnet sich ab, dass die Amplitude fiir P1, diejenige von P1,. in
etwa um das 4-Fache tibertrifft. Es ist verlockend, bereits hier eine
pH-Abhéngigkeit der Isomerisierungs-Quantenausbeute zu vermu-
ten. Jedoch muss an dieser Stelle unbedingt berticksichtigt werden,
dass die Extinktionskoeffizienten fiir P1,. und P1, nicht bekannt
sind und die zuvor beschriebenen Amplitudenverhéltnisse mogli-
cherweise auch auf unterschiedliche Absorptionseigenschaften der

Intermediate zuriickgefiihrt werden konnen.

Bezugnehmend auf die zuvor erwdhnten Quantenausbeuten ist
eine weitere Beobachtung von groflem Wert. Sowohl fiir P1,., als
auch fiir P1,; wird eine Reduktion der Amplitude in den betref-
fenden Kanidlen beobachtet, sobald die Anregungswellenldnge ge-
geniiber dem Maximum der statischen Absorption von Chrimson
rot-verschoben wird. Dieser Effekt ist fiir pH 9,5 am besten zu be-
obachten. Ferner ist in den zugehorigen DAS eine Verdnderung der
Amplitudenverhiltnisse von 7, und 73 zugunsten von 73 erkenn-
bar. Ein solches Verhalten kann auf eine inhomogene Probe hin-
weisen, beispielsweise eine Mischung verschiedener Isomere des
Retinal-Chromophors, wobei die einzelnen Isomere jeweils eigene,
voneinander leicht abweichende spektrale Eigenschaften aufwei-
sen. Fiir Chrimson ist die Isomeren-Zusammensetzung des Retinal-
Chromophors im Ausgangszustand bislang nicht bekannt. Bemer-
kenswerterweise fiihrt die Rot-Verschiebung der Anregungswellen-
linge zwar zu einer Anderung der Amplitudenverhéltnisse im DAS,
nicht jedoch zu einer signifikanten Verdnderung der gefundenen Le-
bensdauern. Gerade letzteres wire jedoch zu erwarten, falls sich
die Isomeren-Zusammensetzung innerhalb der Gruppe angeregter
Chrimson-Molekiile verdndert hétte.

Die beobachtete Abhidngigkeit der Photoproduktbildung vom
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Energie

_ konische
Uberschneidung
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>
Isomerisierungs-Koordinate

Abbildung 6.4: Skizze des vorgeschlagenen Mechanismus der Primérre-
aktion von Chrimson. Bereits kurz nach Photoanregung teilt sich der Re-
aktionspfad in einen schnelleren (blau) und einen langsameren (rot) Pfad,
wobei letzterer eine geringere Isomerisierungs-Quantenausbeute aufweist.
Eine Rot-Verschiebung der Anregungswellenlidnge begiinstigt dabei den
langsameren Pfad.

pH-Wert, vor allem aber von Anregungswellenldnge deutet somit
auf unterschiedliche Isomerisierungs-Quantenausbeuten hin. In Ab-
bildung wird dieser Gedanke illustriert. Demnach kommt es
bereits kurz nach Photoanregung zu einer Teilung des Reaktions-
pfades. Fiir den langsameren Reaktionspfad (in Abbildung rot
dargestellt) ist es denkbar, dass er die konische Uberschneidung der
Energiehyperflichen von Grundzustand und angeregtem Zustand
aus einer anderen Richtung erreicht, als der schnellere Reaktions-
pfad (in Abbildung |6.4| blau dargestellt). Diese Situation ist gleich-
bedeutend mit einem angeregten Retinal-Chromophor in seiner all-
trans-Form, dessen Isomerisierung in seine 13-cis-Form aufgrund ab-
weichender Torsions- und Streckungskoordinaten weniger effizient
verlduft, wodurch die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Isome-
risierung sinkt. Diese Vorstellung ldsst sich auch auf die beobachtete
pH-Abhiéngigkeit der Primérreaktion von Chrimson erweitern. Hier-
bei ist es die Neigung der Energiehyperflache, welche pH-abhédngig
variiert und somit weniger effiziente Reaktionspfade unter Umstan-
den gegentiber effizienteren begiinstigt, worunter letzten Endes die

Isomerisierungs-Quantenausbeute leidet.

Zusammengefasst ergibt sich fiir Chrimson das Bild einer sehr
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schnellen Primérreaktion, selbst unter tendenziell ungiinstigen Be-
dingungen. Die Primérreaktion folgt dabei einem verzweigten Re-
aktionsmodell und weist Abhédngigkeiten von verschiedenen Pa-
rametern auf. So fiihrt ein Absenken des pH-Wertes zu einer Ver-
langsamung der Primérreaktion bzw. zu erhohten Zeitkonstanten.
Die Rot-Verschiebung der Anregungswellenlinge begiinstigt den
langsameren Zerfallsprozess des angeregten Zustandes, erkennbar
am verdnderten Amplitudenverhiltnis der betreffenden Zeitkon-
stanten 7, und 73 zugunsten von 73. Diese Beobachtungen deuten
auf die Existenz eines lokalen Minimums auf der Energiehyper-
flache des angeregten Zustandes hin, was sich gut mit einem be-
reits vorgeschlagenem Reaktionsmodell [97] in Einklang bringen
lasst. Dementsprechend besteht der erste Schritt nach Anregung des
Retinal-Chromophors in Chrimson im rapiden Verlassen des Franck-
Condon-Bereichs entlang der C=C-Streckkoordinate. Auf diesen in-
itialen Schritt folgt die Entwicklung der Isomerisierung entlang C13-
C14-Torsionskoordinate, bis der Reaktionspfad schlussendlich {iiber
eine konische Uberschneidung die Energiehyperflache des angereg-
ten Zustandes verldsst und die des Grundzustandes erreicht. Es
wird angenommen, dass die meisten Molekiile die konische Uber-
schneidung mehr oder weniger direkt erreichen, wahrend einige
eine Art ,Umweg” durch ein lokales Minimum auf der Energie-
hyperflache des angeregten Zustandes machen. Letztere erreichen
die konische Uberschneidung folglich mit einer gewissen , Verspa-
tung”, und moglicherweise auch aus einer abweichenden Richtung
bzw. abweichenden Torsions- und Streck-Koordinaten der einzel-
nen Bindungen im Retinal-Chromophor, was sich auf die Effizienz
der Isomerisierung auswirkt. Der beobachtete bi-phasische Zerfall
des angeregten Zustandes stiitzt dieses Modell bzw. die Vorstellung
eines verzweigten Reaktionsmodell, wobei die pH-abhdngige Nei-
gung der Energiehyperfliche des angeregten Zustandes bestimmte
Pfade mehr oder minder begiinstigt. Hinzu kommt die Uberlegung,
dass eine rot-verschobene Anregung dem Retinal-Chromophor we-
niger {iberschiissige Energie zur Verfligung stellt, wodurch dem be-
treffenden System das Verlassen eines lokalen Minimums erschwert

wird. Diese Auswirkung anhand der vorliegenden Messungen in
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absoluten Zahlen fiir die Isomerisierungs-Quantenausbeute auszu-
driicken ist wiinschenswert, wird jedoch durch den starken spek-
tralen Uberlapp mit anderen Signalen verhindert. Zukiinftige Studi-
en der Primérreaktion von Chrimson im IR-Spektralbereich werden

sich hierbei als niitzlich erweisen.

6.4 Photozyklus

Im vorigen Abschnitt wurde die Primérreaktion von Chrimson, das
heifst die unmittelbar auf eine Photoanregung folgenden Prozesse
behandelt, welche letztlich zur Entstehung eines Photoproduktes P1
fithren. Der vorliegende Abschnitt befasst sich mit der Folgereaktion,
in deren Zuge Chrimson wieder in seinen Ausgangszustand zuriick-
kehrt, weshalb auch von einem ,, Photozyklus” gesprochen wird. Die
im vorigen Abschnitt eingefiihrte Unterscheidung der Photoproduk-
te, beispielsweise die von P1 in das bei pH 6,0 gebildete Photopro-
dukt P1,. und das bei pH 9,5 gebildete P1,y, wird beibehalten. Die
Messungen der Chrimson-Proben wurden mit der in Kapitel |3.2| be-
schriebenen Blitzlichtphotolyse-Messanlage durchgefiihrt.

Blitzlichtphotolyse-Messung an Chrimson bei pH 6,0

In Abbildung sind die transienten Absorptionsdnderungen aus
der Blitzlichtphotolyse-Messung von Chrimson bei pH 6,0 darge-
stellt. Die Farbkodierung weist positiven bzw. negativen Absorpti-
onsanderungen einen roten bzw. blauen Farbton zu und ist damit
identisch mit der in Abbildung gewdhlten. Die Skalierung der
Verzogerungszeit-Achse ist durchgehend logarithmisch. Die aufge-
nommenen Transienten zeigen die Prasenz diverser Photointerme-
diate im Mikrosekunden- bis Sekunden-Bereich an. Zur friihesten
Verzogerungszeit von 330ns ist, neben dem negativen Signal des
GSB um 590 nm herum, noch ein Uberrest des Absorptionssignals
von P1,. erkennbar, welches bereits kurz nach Photoanregung der
Probe beobachtet wird (siehe auch Abbildung [6.1). Zusitzlich wird
bei 500nm die Absorption eines weiteren Photointermediates P2,
beobachtet, welches in der Ultrakurzzeitmessung nicht beobachtet
wurde. Der Ubergang von P1,. nach P2,. muss folglich zwischen
dem nicht abgedeckten Zeitbereich beider Messungen, das heifst
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Abbildung 6.5: Flashphotolyse-Messungen von Chrimson bei pH 6,0 (a)
und die zugehorige DAS (b). Die Dekade 1-9,9 s wurde nicht gemessen, da
der Photozyklus innerhalb von 990 ms beendet war.

zwischen 1,5-330 ns erfolgt sein. Bei 330 ns wird bereits das Abklin-
gen des Absorptionssignals von P2,. beobachtet. Durch den spektra-
len Uberlapp der schwindenden Absorption von P1,. und P2, mit
dem GSB scheint scheint dieser ab einer Verzogerungszeit von etwa
10 s an negativer Amplitude zu gewinnen. Zeitgleich baut sich bei
490nm das Absorptionssignal des nachfolgenden Photoproduktes
von P3,. auf und erreicht bei etwa 400 s Verzogerungszeit sein Ma-
ximum. Der daran anschliefSende Zerfall des Signales vollzieht sich
grofitenteils innerhalb der folgenden Dekade, sodass die Amplitude
des Absorptionssignals von P3,. bereits bei einer Verzogerungszeit
von 100 ms nahezu vollstindig abgebaut ist. Die Riickbildung des
GSB erfolgt dabei simultan zum Abbau des Absorptionssignals von
P3,.. Im Anschluss werden keine weiteren Absorptionssignale nach-
folgender Intermediate beobachtet, sodass der spektroskopisch im
sichtbaren Spektralbereich verfolgbare Photozyklus von Chrimson
bei pH 6,0 offenbar nach etwa 200-300 ms endet.

Die GFA der aufgenommen Transienten konnte mit insgesamt
vier Zeitkonstanten zufriedenstellend ausgefiihrt werden. Die zuge-
horigen DAS sind in Abbildung dargestellt. Es zeigt sich, dass
die erhaltenen Zeitkonstanten in zwei Gruppen eingeteilt werden
konnen. Fur die beiden frithen Zeitkonstanten 7; und 7 wurden Wer-
te von 0,01 ms und 0,07 ms gefunden. Die zugehorigen DAS weisen
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einen praktisch identischen Verlauf auf, wobei das Amplitudenver-
héltnis durchweg etwa 1:2 zugunsten der DAS von 7, betrédgt. Beide
DAS weisen eine positive Amplitude >520 nm auf, welcher dem Ab-
bau der Photoprodukt-Absorptionen von P1,. und P2,. zugeordnet
werden kann. Weiterhin zeigen beide DAS eine negative Amplitu-
de <520 nm, welche den Aufbau der Photoprodukt-Absorption von
P3,. beschreibt.

Fiir die beiden spdten Zeitkonstanten 73 und 7, ergab die GFA
Werte von 23 ms und 115ms. Wie zuvor schon im Fall der beiden
frithen Zeitkonstanten, weisen auch die DAS der beiden spiten Zeit-
konstanten einen praktisch identischen Amplitudenverlauf auf. Das
Amplitudenverhiltnis betrdgt dabei durchweg etwa 2:1 zugunsten
von 73. Beide DAS weisen eine negative Amplitude >520nm auf,
was der Riickbildung des GSB zugeordnet werden kann. Die posi-
tive Amplitude <520 nm beschreibt das Abklingen der Absorption

von P3,..
Diskussion des Photozyklus von Chrimson bei pH 6,0

Fiir Chrimson wurde bei pH 6,0 ein sehr schneller Ubergang vom
frithen, nach Isomerisierung des Retinal-Chromophor gebildeten
Photoprodukt P1,. zum nachfolgenden P2,. gefunden. Dieser Uber-
gang ist in den Transienten der Ultrakurzzeitmessung noch nicht er-
kennbar, wahrend die Amplitude der Absorption von P2,. zu Beginn
der Blitzlichtphotolyse-Messung bereits am Abklingen ist. Der Uber-
gang von P1,. nach P2,. vollzieht sich somit grofitenteils innerhalb
des, messtechnisch derzeit nicht zugénglichen Zeitintervalls von 1,5-
330ns. Ein derart rapider Ubergang zwischen einem K-dhnlichem
Photoprodukt und einem nachfolgenden, in seiner Absorption blau-
verschobenen Intermediat wurde bislang fiir kein anderes ChR mit
protoniertem Gegenion beobachtet [108, 109].

Auf P2, folgt mit P3,. ein weiteres Intermediat, dessen Absorpti-
on im Vergleich zu P1,. noch weiter blau-verschoben ist, als die von
P2,.. Die Eigenschaften dieser Intermediate rein auf den transienten

Spektren basierend zu erschliefien ist kaum moglich. Hilfreich ist

143



Kapitel 6. Chrimson

eine parallel durchgefiihrte elektrophysiologische Studie an Chrim-
so Diese ergab fiir Chrimson bei pH 6,0 eine Offnungszeit des
Ionen-Kanals 7,,., von 0,6 ms. Zu diesem Zeitpunkt hat das transi-
ente Absorptionssignal von P3,. sein Maximum bereits {iberschrit-
ten. Die Bildung von P3,. erfolgt somit tiberwiegend noch vor der
Offnung des Ionen-Kanals. Fiir die Schliefung des Kanals wurde
ein biphasisches Verhalten gefunden. Die Zeitkonstanten der Schlie-

2
und Telose

Bung des Ionen-Kanals 7} wurden zu 20 ms bzw. 160 ms

close
bestimmt, was gut mit den, aus der GFA der Blitzlichtphotolyse er-
mittelten Zeitkonstanten 75 und 74 tibereinstimmt. Ausgehend von
Chrimson mit protoniertem Gegenion, weisen diese Beobachtungen
P3,. als reprasentatives Intermediat wahrend der Offnung des Ionen-
kanals aus. Eine direkte Korrelation zwischen dem Auftreten von
spektroskopisch im UV /vis beobachtbaren Intermediaten und der
Offnung des Ionen-Kanals wird fiir Chrimson bei pH 6,0 jedoch nicht
gefunden. Eine vergleichbare Beobachtung wurde auch fiir CrChR-2
berichtet. Basierend auf Messungen an CrChR-2 im infraroten Spek-
tralbereich wurde geschlussfolgert, dass strukturelle Anderungen
des Retinal-Proteins, sowie die Deprotonierung der RSB einer sich
einstellenden Ionen-Leitfiahigkeit des Kanals vorausgehen, was un-
ter kinetischen Gesichtspunkten mit einem Eintritt von Wasser in

den Ionen-Kanal korreliert wurde [10].

Bemerkenswert sind in diesem Zusammenhang auch einige Be-
obachtungen aus Studien an anderen Retinal-Proteinen. So wurde
fiir CaChR-1 mit deprotoniertem Gegenion beobachtet, dass im Zu-
sammenhang mit der Bildung des K-dhnlichen Zustands eine Proto-
nierung der D295-Homologen ausgehend von der E165-Homologen
erfolgt [110]. Die Deprotonierung der RSB erfolgt dabei erst in einem
nachfolgenden Schritt, wobei vermutlich die E165-Homologe proto-
niert wird. Zusammen mit der sich einstellenden Ionen-Leitfdhigkeit

*Christian Bamann / Max-Planck-Institut fiir Biophysik (Frankfurt)
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des Kanals [111] kommt es so zu einer eher ungewdohnlichen Situa-
tion bzw. Ladungsverteilung in der Bindetasche des Retinal-Chro-
mophors, indem gleich zwei saure Aminosdure-Reste im komple-
xen Gegenion protoniert vorliegen [110]. Fiir die VChR-1/VChR-2-
Chimédre wurde im Fall eines protonierten Gegenions als Startzu-
stand die Akkumulierung eines spektral rot-verschobenen Absorp-
tionssignals eines Intermediates wihrend der Offnung des Ionen-
Kanals beobachtet [108]. Auch wenn die geschilderten Beobachtun-
gen fiir CaChR-1 und VChR-1/VChR-2 nicht unbedingt identisch
mit denen fiir Chrimson sind — beispielsweise ladsst sich P2,. nicht
ohne Weiteres einem M-dhnlichen Zustand mit deprotonierter RSB
zuordnen —, so weisen sie doch auf eine gewisse Variabilitdt der
Abldaufe bzw. des Auftretens diverser Intermediate wahrend des
Photozykluses eines Retinal-Proteins hin. Zusammen mit Chrimson
werden nun insgesamt drei spektral verschiedene Absorptionssi-
gnale von Intermediaten wahrend der leitfihigen Phase des Ionen-
Kanals beobachtet. Wie zuvor bereits erwéhnt, {ibt die Umgebung
des Retinal-Chromophors grofien Einfluss auf dessen spektrale Ei-
genschaften aus. Es ist denkbar, dass bereits geringfiigige Anderun-
gen der Retinal-Bindetasche sowohl die Absorptionseigenschaften
des gebunden Retinal-Chromophors verdndern, als auch zur Ak-
kumulierung von Zustdnden mit unterschiedlichem Protonierungs-
muster der verfiigbaren Aminosdure-Reste fiihren. Die eigentliche
Funktion des Ionen-Kanals mag davon nur wenig bis gar nicht be-

troffen sein.
Blitzlichtphotolyse-Messung an Chrimson bei pH 9,5

In Abbildung sind die transienten Absorptionsdnderungen aus
der Blitzlichtphotolyse-Messung von Chrimson bei pH 9,5 darge-
stellt. Die Farbkodierung weist positiven bzw. negativen Absorpti-
onsdnderungen einen roten bzw. blauen Farbton zu und ist damit
identisch mit der in Abbildung gewdhlten. Die Skalierung der
Verzogerungszeit-Achse ist durchgehend logarithmisch. Die frithen
transienten Spektren in Abbildung weisen mit einem negativen
Beitrag bei 460-600 nm, sowie einem positiven Beitrag bei 560-680 nm

eine spektrale Signatur auf, welche den spaten transienten Spektren
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Abbildung 6.6: Flashphotolyse-Messungen von Chrimson bei pH 9,5 (a)
und die zugehorige DAS (b).

der Ultrakurzzeitmessung gleicht (siehe auch Abbildung [6.1). Folg-
lich hat der Ubergang zwischen dem frithen Photoprodukt P1,; zu
einem nachfolgenden Intermediat zu Beginn der Blitzlichtphotolyse-
Messung noch nicht stattgefunden. Im Vergleich dazu wurde fiir
Chrimson bei pH 6,0 beobachtet, dass der Ubergang von P1,. nach
P2,. zu Beginn der Blitzlichtphotolyse-Messung bereits nahezu abge-
schlossen ist. Diese Beobachtung liefert einen ersten Hinweis darauf,
dass sich die Photozyklen von Chrimson bei pH 6,0 und 9,5 unter-
scheiden. Im weiteren Verlauf des Photozyklus wird im Zeitraum
von etwa 1 us bis 1ms der Ubergang von Pl, zu P2, beobach-
tet. Die Absorption von P2, erscheint im Bereich um 400 nm und
ist somit blau-verschoben zum GSB, was auf eine Deprotonierung
der RSB dieses Intermediats bzw. einen M-dhnlichen Charakter hin-
deutet. Ab einer Verzogerungszeit von etwa 20ms ist der Zerfall
des Absorptionssignals von P2, beobachtbar. Gleichzeitig wird ein
Anstieg der Absorption bei 600 nm beobachtet, was die Entstehung
eines dritten Intermediats P3,; anzeigt. Die Absorption von P3,j
durchlduft bei einer Verzogerungszeit von etwa 5s ihr Maximum
und klingt danach wieder ab. Gleichzeitig wird auch ein Zerfall des
GSB beobachtet. Dennoch sind bei einer Verzogerungszeit von 9,9 s
die Absorptionssignale von P3,; und GSB noch immer im transien-
ten Spektrum zu beobachten.

Die aufgenommenen Transienten konnten im Zuge der GFA mit
insgesamt fiinf Zeitkonstanten zufriedenstellend beschrieben wer-
den. Die zugehorigen DAS sind in Abbildung dargestellt. Die
frithesten Zeitkonstanten 7; und 7, wurden zu 0,008 ms und 0,4 ms
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bestimmt, wobei die zugehorigen DAS nahezu identisch sind. Die
positiven Beitrdge >510 nm beschreiben dabei den Abbau der Pho-
toprodukt-Absorptionen von P1,;, wiahrend die negativen Beitrdge
<510nm den Aufbau der Photoprodukt-Absorption von P2, reflek-

tieren.

Fiir die beiden spdten Zeitkonstanten 73 und 7, ergab die GFA
Werte von 71 ms und 716 ms. Die Amplitudenverldufe der beiden
zugehorigen DAS dhneln sich zwar qualitativ, weisen jedoch ein Am-
plitudenverhiltnis von etwa 1:2 zugunsten von 7, auf. Sie beschrei-
ben den Ubergang zwischen P2, und P3,j. Die positive Amplitu-
de <460 nm kann somit dem Abklingen des Absorptionssignals von
P2, zugeordnet werden, wihrend die negative Amplitude >460 nm
den Aufbau der Absorption von P3,j beschreibt.

Die Zeitkonstante 75 erfiillt die Aufgabe, zu maximaler Verzo-
gerungszeit des Experimentes noch vorhandene Absorptionssignale
zu beschreiben. Die zugehorige DAS entspricht somit dem transien-
ten Spektrum bei 9,9 s Verzogerungszeit. Die negative Amplitude im
Bereich <5660 nm zeigt dabei den noch nicht vollig zuriickgebildeten
GSB an, wihrend die positive Amplitude im Bereich >560 nm auf
noch vorhandene Absorption durch Prasenz von P3,; hinweist. Bei-
de Signale sind nicht von permanenter Natur — ein Zerfall wird auf
Zeitskalen von einigen 10s erwartet—, weshalb die Zeitangabe von
75 als ,,unendlich” in diesem Zusammenhang irritieren mag. Sie be-
ruht letztlich auf der Tatsache, dass der reale Wert von 75 aufSerhalb
des gemessenen Zeitbereiches liegt und somit anhand der Datenlage

nicht sicher bestimmt werden kann.
Diskussion des Photozyklus von Chrimson bei pH 9,5

Fiir Chrimson bei pH 9,5 zeigen die Transienten aus der Blitz-
lichtphotolyse-Messung ein, fiir Retinalproteine wie beispielswei-
se CrChR-2 typisches, transientes Absorptionsmuster. Dies ldsst auf
einen, mit anderen Retinalproteinen grundsitzlich vergleichbaren
Ablauf des Photozyklus schliefien. Vorhandene Abweichungen wer-

den nachfolgend ndher beleuchtet und diskutiert.
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Ein Vergleich der transienten Spektren aus der Ultrakurzzeitmes-
sung bei maximaler Verzdgerungszeit, sowie der Blitzlichtphotolyse-
Messung bei minimaler Verzogerungszeit ergibt, dass beide Spek-
tren gut tibereinstimmen. Dieser Umstand gibt Grund zur Annah-
me, dass im betreffenden Verzogerungszeitraum von 1,5-330 ns kei-
ne nennenswerte Dynamik zu beobachten ist. Bereits hierin unter-
scheiden sich die Photozyklen von Chrimson mit protoniertem (pH
6,0) und deprotoniertem Gegenion (pH 9,5) als Startzustand. Fiir
den nachfolgenden Ubergang von P, auf P2, wird ein biphasi-
sches Verhalten mit Zeitkonstanten von 8 us bzw. 0,4 ms gefunden.
Diese Werte stimmen gut mit den, fiir CrChR-2 gefundenen Zeitkon-
stanten von 7 ;1 und 0,12 ms {iiberein [95, 112]. Die Absorption des
nachfolgenden Intermediats P2, erscheint im Spektralbereich von
etwa 420 nm und ist somit blau-verschoben zum GSB, was eine wei-
tere Gemeinsamkeit zwischen Chrimson und CrChR-2 darstellt. Die
spektrale Lage der Absorption von P2,y spricht dabei fiir eine depro-
tonierte RSB bzw. einen M-dhnlichen Charakter dieses Intermediats.

Auffdllig an P2, bzw. dem M-dhnlichen Intemediat ist vor al-
lem die lange Lebensdauer dieses Intermediats. Dies weist auf einen
fehlenden Protonendonor fiir die Reprotonierung der RSB hin. Ein
Sequenzvergleich mit anderen ChR stiitzt diese Annahme, indem fiir
Chrimson mit C198 ein Cystein anstelle des sonst konservierten und
als Protonendonor diskutierten Aspartats (z.B. D156 in CrChR-2)
gefunden wird [106]. Die Reprotonierung der RSB durch spontane
Protonenaufnahme aus der Umgebung und der damit einhergehen-
de Zerfall des M-dhnlichen Intermediates scheinen fiir Chrimson
jedoch nicht der geschwindigkeitslimitierende Schritt zu sein, wie es
beispielsweise fiir die Protonendonor-Mutante BR-D96N beobachtet
wurde [113]. Stattdessen folgt auf den Zerfall von P2,;, welcher auf
einer Zeitskala von mehreren Hundert Millisekunden stattfindet, ein
noch langsamerer Prozess in der Groflenordnung von Sekunden, in
welchem Chrimson letztlich in den Startzustand zurtickkehrt bzw.
P3. zerféllt und der GSB zurtickgebildet wird. Auch fiir CrChR-2
[112, 114] und CaChR-1 [115] wurden derart lange Riickbildungszei-
ten gefunden.
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6.5. Zusammenfassung

In parallel durchgefiihrten elektrophysiologischen Messungen’|
wurde fiir Chrimson bei pH 9,5 eine komplizierte Kinetik des Ionen-
kanals beobachtet. Wahrend fiir hyperpolarisierende Haltepotentia-

le eine schnelle Offnungskinetik mit einer Zeitkonstante von

1
Topen
0,6 ms gefunden wird, erweist sich die Offnungskinetik bei depola-
risierenden Haltepotentialen als biphasisch mit einer zusétzlichen

Zeitkonstante 72

open

von 15ms. Die Zeitkonstanten der Schlieffung

und 72 . wurden zu 100 ms und 700 ms be-

close

des Ionenkanals 7}_.,
stimmt, was sehr gut mit den, aus der GFA der Blitzlichtphotolyse
bestimmten Zeitkonstanten 73 und 74 tibereinstimmt. Zusammenge-
nommen deuten diese Beobachtungen auf eine Korrelation zwischen
dem Auftreten des M-dhnlichen Intermediats in Chrimson bei pH 9,5

und dem gedffneten Zustand des Ionenkanals hin.

Zusammen mit dem Riickgang der Absorption des M-dhnlichen
Intermediats P2, wird auch eine Abnahme der Leitfahigkeit des Io-
nenkanals beobachtet. Das Absorptionssignal des nachfolgenden In-
termediats P3,; kann daher als reprédsentativ fiir die Wiederherstel-
lung des geschlossenen Zustands des Ionenkanals betrachtet wer-
den. Die beobachtete Rot-Verschiebung des Absorptionssignals von
P3.x zu 600 nm deutet zudem auf eine erfolgte Reprotonierung der
RSB hin. Wie zuvor bereits angedeutet, zeigt Chrimson — mit C198
eine nattirliche Protonendonor-Mutante — hier ein unerwartetes Ver-
halten, indem mit P3,; die Akkumulierung eines weiteren Interme-
diates auf den vermeintlich geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
der spontanen Reprotonierung der RSB aus der Umgebung erfolgt.
Die Ahnlichkeit zwischen der Absorptionssignatur von P3,; und der
von Chrimson im Startzustand bei pH 6,0 legt dabei nahe, dass mit
P3,i« die Reorganisation des Gegenions der RSB vor Riickkehr in den
Startzustand beobachtet wird — ein Vorgang, wie er beispielsweise
mit dem Zerfall des O-Intermediates in BR beobachtet wird [116].

6.5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Dynamik des, in seiner Absorption rot-

verschobenen ChR Chrimson mittels zeitaufgeldster Spektroskopie

*Christian Bamann / Max-Planck-Institut fiir Biophysik (Frankfurt)
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Kapitel 6. Chrimson

im sichtbaren Spektralbereich untersucht. Hierbei wurde berticksich-
tigt, dass Chrimson aufgrund eines pKs-Wertes des Gegenions der
RSB von 7,4 [106] in zwei verschiedenen Startzustdnden vorliegen
kann. Es wurden daher Messungen bei pH 6,0 und 9,5 durchgefiihrt,
wodurch jeweils die Dynamik von Chrimson mit protoniertem bzw.
deprotoniertem Gegenion erfasst werden konnte. Dabei wurden
deutliche, photochemische Unterschiede zwischen den Photozyklen
beider Startzustdnde registriert. Die Beobachtung einer Kanalaktivi-
tat fiir beide Photozyklen ['|ist dadurch umso bemerkenswerter.

Fiir die Primarreaktion, welche innerhalb der ersten Nanosekun-
de nach Anregung des Retinal-Chromophors ablduft, wurde eine
Abhiéngigkeit sowohl vom pH-Wert bzw. dem Protonierungszu-
stand des Gegenions, wie auch von der Anregungswellenldnge ge-
funden. Die Abhéangigkeit vom pH-Wert bzw. vom Protonierungs-
zustand des Gegenions duflert sich dabei vor allem in einer Verlang-
samung der Primdrreaktion infolge eines Absenkens des pH-Wertes.
Ebenso verlangsamt auch die Rot-Verschiebung der Anregunsgwel-
lenldnge die Primédrreaktion und fiihrt dariiber hinaus zu einer gerin-
geren Effizienz der Isomerisation des Retinal-Chromophors. Die Pri-
marreaktion von Chrimson ldsst sich anhand eines Reaktionsmodells
veranschaulichen, welches eine Verzweigung des Reaktionspfades
auf der Energiehyperfliche des angeregten Zustandes aufweist. Ei-
ner der Reaktionspfade fiihrt dabei noch auf der Energiehyperflache
des angeregten Zustandes durch ein lokales Minimum, welches in
seiner Auspragung stark von der elektrostatischen Umgebung des
Retinal-Chromophors abhangt.

Die in der Primérreaktion gebildeten Photoprodukte durchlaufen
im Anschluss einen Photozyklus, welche sich abhédngig vom jeweili-
gen Startzustand merklich voneinander unterscheiden. So weist der
Photozyklus von Chrimson bei pH 6,0 insgesamt deutlich schnelle-
re Kinetiken auf, als es fiir den Photozyklus bei pH 9,5 beobachtet
wurde und zeigt zudem einen schnellen Ubergang zwischen dem
primédren Photoprodukt P1,. und dem nachfolgenden Intermediat
P2,., welcher in dieser Geschwindigkeit bislang bei keinem anderen

*Christian Bamann / Max-Planck-Institut fiir Biophysik (Frankfurt)
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6.5. Zusammenfassung

ChR registriert wurde. Der Photozyklus von Chrimson bei pH 9,5 be-
sticht dagegen vor allem durch die sehr lange Lebensdauer eines M-
dhnlichen Intermediates, dessen Abbau iiberraschenderweise nicht
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist, obgleich Chrimson ei-
ne natiirliche Protonendonor-Mutante darstellt. Trotz dieser Unter-
schiede konnen in beiden Photozyklen jeweils einzelne Intermediate
mit dem gedffneten Zustand des Ionenkanals korreliert werden. Die
Kanalfunktion von Chrimson ist somit grundsétzlich nicht vom Pro-
tonierungszustand des Gegenions abhédngig, wenngleich die Kinetik
des Ionenkanals durchaus davon beeinflusst wird. Dies deutet auf
Unterschiede in den Wechselwirkungen zwischen dem Ionenkanal

und dem Gegenion der RSB hin.
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Zusammenfassung

Bereits in den einleitenden Worten dieser Dissertationsschrift wurde
die mehrfache Bedeutung des Begriffes , Licht” aufgegriffen. Dabei
stand die buchstdbliche Bedeutung von Licht zundchst im Vorder-
grund, denn tatsdchlich basieren die vorgestellten experimentellen
Methoden und die damit gewonnenen Ergebnisse allesamt auf der
Interaktion von Strahlung bzw. Licht mit Materie. In der nun ab-
schlielenden Zusammenfassung wird die metaphorische Bedeutung

des Begriffes , Licht” im Sinne von , Erkenntnisgewinn” {iberwiegen.

Verschiedene physikalische Effekte erlauben es Licht so zu fiih-
ren und zu verdndern, dass es Einblicke in fiir Menschen sonst un-
zugingliche Bereiche gewdhrt. Eines von insgesamt drei Elemen-
ten dieser Dissertationsschrift ist der Aufbau eines Multiphotonen-
Mikroskops. Dieses fortschrittliche Werkzeug erweitert das zur Ver-
fiigung stehende Instrumentarium um verschiedene Analysemetho-
den, allen voran die 2-Photonen-Fluoreszenz-Mikroskopie. Durch
geringfiigige Modifikationen konnen auch weitere Methoden, wie
beispielsweise stimulierte Raman-Streuung realisiert werden. Insbe-
sondere die 2-Photonen-Fluoreszenz-Mikroskopie war fiir das zwei-
te Element dieser Dissertationsschrift von grofier Bedeutung. In die-
ser Studie wurde das Bleichverhalten von Spinach bei 2-Photonen-
Absorption untersucht, sowohl an frei in Losung befindlichen als
auch auf einem Trager immobilisierten Spinach-Komplexen. Die Er-
gebnisse zu den frei in Losung befindlichen Spinach-Komplexen zei-
gen, dass die Verstarkung der Fluoreszenz von DFHBI grundsétz-
lich auch im Fall der 2-Photonen-Absorption eintritt. Dabei wur-
de ein Ausbleichen der 2-Photonen-induzierten Fluoreszenz fiir frei
in Losung befindliche Spinach-Komplexe erst bei auflerordentlich
hohen Intensititen der Anregungsstrahlung beobachtet. Dieser Be-
fund kann zumindest teilweise auf das Eindiffundieren fluoreszenter

Spinach-Komplexe in das sehr kleine Fokalvolumen innerhalb der
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Zusammenfassung

2-Photonen-Anregung stattfindet zuriickgefiihrt werden. Fiir immo-
bilisierte Spinach-Komplexe konnte gezeigt werden, dass eine kon-
tinuierliche Bildaufnahme gegentiber einer Bildaufnahme in Inter-
vallen mit jeweils zusétzlichen Dunkelphasen zur Erholung des re-
versiblen Bleichens der 2-Photonen-induzierten Fluoreszenz, sowie
der generelle Verzicht auf spezielle Belichtungsschemata und Metho-
den der Datenakquise mit keinen besonderen Nachteilen verbunden
ist. Abschliefsend betrachtet erweist sich Spinach bei 2-Photonen-
Anregung als ausgesprochen resistent gegeniiber einem irreversi-

blem Ausbleichen des Fluoreszenzsignals.

Als drittes Element dieser Dissertationsschrift wurde die Dyna-
mik von Chrimson, einem Kanalrhodopsin mit rot-verschobener Ab-
sorption mittels zeitaufgeloster Spektroskopie im sichtbaren Spek-
tralbereich untersucht. Sowohl die Anregungswellenldnge als auch
der pH-Wert bzw. der Protonierungszustand des Gegenions haben
einen messbaren Einfluss auf die Primédrreaktion. Diese verlangsamt
sich, sobald der pH-Wert abgesenkt oder die Anregungswellenldnge
rot-verschoben wird. Dariiber hinaus fiihrt eine Rot-Verschiebung
der Anregungswellenldnge zu einer geringeren Effizienz der Isome-
risation des Retinal-Chromophors. Die Primadrreaktion von Chrim-
son entspricht dabei einem Reaktionsmodell mit einer Verzweigung
des Reaktionspfades auf der Energiehyperflache des angeregten Zu-
standes. Ein Reaktionspfad fiihrt dabei durch ein lokales Minimum,
welches in seiner Ausprdagung stark von der elektrostatischen Um-
gebung des Retinal-Chromophors abhéngt. Je nach urspriinglichem
Protonierungszustand des Gegenions der Retinal-Schiff-Base wur-
den grofle Unterschiede hinsichtlich der beobachteten transienten
Absorptionsmuster fiir den im Anschluss von Chrimson durchlau-
fenen Photozyklus gefunden. Bei pH 6,0 weist der Photozyklus von
Chrimson eine insgesamt deutlich schnellere Kinetik auf, als es fiir
den Photozyklus bei pH 9,5 beobachtet wurde. Es ist bemerkenswert,
dass in elektrophysiologischen Messungen fiir beide Photozyklen ei-
ne Offnung des Ionenkanals gefunden wurde. Die Kanalfunktion
von Chrimson ist somit grundsétzlich nicht vom Protonierungszu-
stand des Gegenions abhéngig, wenngleich die Kinetik des Ionenka-
nals durchaus davon beeinflusst wird. Dies deutet auf Unterschiede
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in den Wechselwirkungen zwischen dem Ionenkanal und dem Ge-

genion der Retinal-Schiff-Base hin.
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Anhang A

Chrimson:

3D-Fluoreszenzspektren

Wellenldnge der Anregung / nm
Wellenlénge der Anregung / nm

= T T T - T T
450 500 550 600 650 700
Wellenlange der Fluoreszenz / nm Wellenlange der Fluoreszenz / nm

Abbildung A.1: 3D-Fluoreszenzspektren von Chrimson.

In Abbildung sind die korrigierten 3D-Fluoreszenzspektren
von Chrimson bei pH 6,0 und 9,5 dargestellt. Um Artefakte durch
Reabsorption der Probe zu vermeiden, erfolgte die Messung an ver-
diinnten Chrimson-Proben deren optische Dichte am Absorptions-
maximum ca. 0,1 mm™ betrug. Die Aufnahme der Spektren erfolgte
an einem JASCO FP-8500. Wahrend der Messung wurde die An-
regungswellenldnge jeweils in Intervallen von 10nm variiert und
das Fluoreszenzsignal in Schrittweiten von 1 nm aufgenommen. Zur
Zeitersparnis wurde die Detektion auf Bereiche oberhalb der Anre-

gungswellenldnge beschrankt.

In beiden Messungen wurde fiir Chrimson, trotz maximaler Sen-
sitivitdt des Detektors eine sehr schwache Fluoreszenz vorgefunden,
welche in ihrer Intensitdt nur wenig tiber dem Eigenrauschen des
Detektors liegt. Dieser Befund ist fiir Chrimson nicht tiberraschend,

177



Anhang A. Chrimson: 3D-Fluoreszenzspektren

da mikrobielle Rhodopsine allgemein fiir ihre geringe Fluoreszenz-
quantenausbeute bekannt sind — beispielsweise BR, fiir das ein Wert

von nur 10 bestimmt wurde [117].

In beiden 3D-Fluoreszenzspektren sind neben dem eigentlichen
Fluoreszenzsignal zwei Artefakte erkennbar. Zum einen handelt es
sich dabei um Streulicht der Anregungsstrahlung, welche als weifser
Balken diagonal das Spektrum durchquert. Zum anderen ist das Re-
siduum eines Raman-Signals des Puffers erkennbar, welcher leicht
windschief und in der Fluoreszenzwellenldnge rot verschoben ver-
lauft.
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