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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Untersuchung der konformationellen und
elektronischen Eigenschaften sowie der Dynamik verschiedener RNA-Systeme. Die Be-
obachtung der genannten Eigenschaften erfolgt dabei durch statische und zeitaufgeltste
optische Spektroskopie an verschiedene an RNA-gebundenen fluoreszierenden Chromo-
phoren, iiber deren Verhalten Riickschliisse auf die Eigenschaften der RNA gezogen
werden konnen.

Zur Durchfithrung dieser Experimente wird auf eine Reihe kommerzieller und selbst-
gebauter Spektrometer zuriickgegriffen. Zusétzlich zu der bereits vorhandenen, verwen-
deten Apparatur zur Beobachtung der transienten Absorption im Femtosekundenbereich
sowie verschiedener statischer Spektrometer wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Appa-
ratur zur Messung von Fluoreszenzlebensdauern entwickelt, die iiber einen weiten Zeit-
bereich von 9 Groflenordnungen (100 fs - 100 us) operiert, was eine variable Verwendung
auf eine Vielzahl an Systemen ermoglicht. Die Abdeckung dieses weiten Zeitbereichs
wird durch die integrative Verwendung zweier verschiedener, etablierter Technologien
moglich gemacht. Der Aufbau fufit auf einer Elektronik, die fiir das zeitaufgeloste Ein-
zelphotonenzihlen (time correlated single photon counting, TCSPC') entwickelt wurde,
jedoch ebenso in der Lage ist, durch Hinzufiigen eines ultrakurzen Torpulses sowie ande-
re Datenbehandlung als Fluoreszenzaufkonvertierungs-Apparatur zu funktionieren und
somit die schnelleren Zeitbereiche abzudecken.

Mit diesem Aufbau konnten neben den RNA-Studien wichtige Beitrige zu wei-
teren Projekten gewonnen werden. So wird bei dem Transport von Ethidiumbromid
durch das Membrantransportprotein TbhSMR, mit Hilfe von TCSPC-Messungen ein ein-
ziger stabiler Zustand als Intermediatszustand des transportierten Chromophors iden-
tifiziert, in dem sich die Lebensdauer des Chromophors von 2,1ns in Puffer auf 9,6 ns
erhoht. Die Messung der Fluoreszenzlebensdauer des Retinalproteins Channelrhodopsin
IT kann nachweisen, dass die Isomerisierung des Retinals als erster Schritt des Retinal-
Photozyklus bereits mit einer Lebensdauer von 400 fs abgeschlossen ist. Des Weiteren er-
weist sich die Fluoreszenzaufkonvertierung insbesondere bei der Beobachtung von Fluo-
reszenz im nahinfraroten Spektralbereich als niitzlich, da durch den bei dieser Technik
involvierten Prozess der Summenfrequenzmischung in diesem Spektralbereich liegende
Fluoreszenz in den sichtbaren Bereich konvertiert und so leichter der Detektion zugéing-
lich gemacht wird. Dies findet Anwendung bei der zuvor noch nicht nachgewiesenen,
um 1400 nm liegenden Fluoreszenz des Radikalkations des Karotinoids Astaxanthin,
dessen Fluoreszenzlebensdauer als biexponentiell mit Lebensdauern von 5 ps und 40 ps
bestimmt wurde.

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt jedoch auf der Untersuchung verschie-
dener RNA-Systeme. So werden die optischen Eigenschaften einer durch den Farbstoff



2 Inhaltsverzeichnis

1-Ethinylpyren modifizierten Adeninbase allein und im Verbund mit Oligonukleotiden.
Die Anbindung des Farbstoffs erfolgt mit Hilfe der Ethinylbriicke an die 2-Positon einer
RNA-Adeninbase, die im Folgenden zur Studie der optischen Eigenschaften des Markers
und seiner Wechselwirkung mit der RNA in einer Reihe von Modellstrangen eingebun-
den wird.

Das so synthetisierte Pyrenadenin wird einer griindlichen spektroskopischen Unter-
suchung in einer Reihe von Losungsmitteln unterzogen. Statische Fluoreszenzmessungen
zeigen einen ausgeprigten Ladungstransfercharakter des Chromophors insbesondere in
der Gegenwart von Wasserstoffbriicken und eine generell grofle Wechselwirkung zwi-
schen Ethinylpyren und Adenin, die in einer substanziellen Anderung der optischen Ei-
genschaften des Pyrens resultiert. Insbesondere tritt eine ausgepréigte Rotverschiebung
von Absorptions- und Fluoreszenzspektren von etwa 50 nm im Vergleich zu reinem Py-
ren auf, die mit einem ausgepriagten Strukturverlust der Banden einhergeht. Der Grund
hierfiir ist in der Wechselwirkung von Pyren und Adenin iiber die Ethinylbriicke zu
suchen, da weder in reinem Ethinylpyren noch bei einer Verbindung von Pyren und
Adenin iiber eine C-C-Briicke &hnliches beobachtet werden kann.

Die Untersuchung der schnellen Photodynamik von Pyrenadenin mit Hilfe zeitauf-
geloster Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie im Femto- bis Pikosekundenbereich
weist zudem eine Verringerung der Lebensdauer von Pyren um etwa 2 Groflenordnun-
gen nach. Pyrenadenin zeigt zwei Fluoreszenzkanéile, die einer Fluoreszenz des neutra-
len, sowie des Ladungstransferzustands zugeordnet werden kénnen. Ersterer zeigt eine
l6sungsmittelabhéngige Lebensdauer zwischen 100 und 200 ps, wiahrend die Lebensdauer
des Ladungstransferzustandes etwa 10x hoher ist. Die Formationszeit des Ladungstrans-
ferzustandes ist sehr stark losungsmittelabhéngig und féllt mit steigender Polaritiat des
Losemittels. Im Rahmen dieser Arbeit kann mit der entwickelten Apparatur anhand
von Fluoreszenzaufkonvertierungs-Messungen in Abhingigkeit von der Anregungswel-
lenléinge nachgewiesen werden, dass ein Teil der Molekiile direkt in den energetisch
tiefer liegenden Ladungstransferzustand tiberfithrt wird und die Zahl der aus dem an-
geregten neutralen in den Ladungstransferzustand iiberfithrten Molekiile abhéngig von
der Energie der anregenden Photonen ist.

Eingebunden in Modell-RNA-Strange mit einem oder zwei Pyrenen erweist sich die
Fluoreszenz des Labels als empfindlicher Sensor fiir die Konformation des entsprechen-
den RNA-Strangs. Mit Hilfe verschiedener Sequenzen von einfachmodifizierten Duplexen
ist es moglich nachzuweisen, dass die Fluoreszenzquantenausbeute des Chromophors ein
deutlicher Indikator fiir die Interkalation des Pyrens innerhalb des Duplex ist. Systema-
tische Variation der Sequenz ldsst die Schlussfolgerung zu, dass die Wahrscheinlichkeit
der Interkalation von Pyren in den RNA-Duplex sequenzspezifisch ist. Nur in der stabile-
ren Umgebung von GC-Basenpaaren ist das Pyren in der Lage, sich dauerhaft innerhalb
des Duplex aufzuhalten, wihrend in einer flexibleren AU-Umgebung eine Position au-
Berhalb des RNA-Duplex priferiert wird.

Mit Hilfe transienter Absorptionsmessungen kann gezeigt werden, dass die Photo-
physik des in RNA eingebundenen Pyrenadenins nur kleine Variationen im Vergleich
zur Photophysik des Labels allein aufweist. Der Ladungstransfer wird innerhalb eines
RNA-Strangs beschleunigt, wobei die Beschleunigung in Einzelstringen grofler als in
Doppelstrangen ist. Die deutliche Abnahme der Quantenausbeute des interkalierten
Pyrens geht hauptséchlich auf Kosten der langlebigeren Ladungstransferfluoreszenz, so
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dass interkaliertes Pyrenadenin insgesamt schneller in den Grundzustand zuriickkehrt
als nichtinterkaliertes. Ein signifikanter Einfluss der Interkalation auf die Bildung des
Ladungstransferzustandes kann hingegen — moglicherweise aufgrund der relativen kon-
formationellen Stabilitéit der Umgebung — nicht beobachtet werden.

Mit Hilfe eines doppelt pyrenmodifizierten Duplex, bei dem sich jeweils ein Farbstoff
an einem der beiden Strange befindet, kann nachgewiesen werden, dass aufgrund von Ex-
zimerwechselwirkungen zwischen gefaltetem und ungefaltetem Duplex ein Verschiebung
des Fluoreszenzmaximums von 35nm auftritt, der mit bloBem Auge sichtbar ist und
zur Beobachtung der Hybridisierung verwendet werden kann. Kurzzeitspektroskopische
Messungen zeigen Signale, die als Superposition von Monomeren, deren Photophysik
mit der zuvor bestimmten iibereinstimmt, und Exzimeren interpretiert werden kénnen.
Deren Formation lauft aufgrund der grofien rdumlichen N#he der beiden Pyrene un-
terhalb der Zeitauflosung der Messung von 200fs ab und die Fluoreszenzlebensdauer
iibertrifft mit 18,5 ns die der Monomerkomponente um ein Vielfaches.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit einer Studie zur Bindung des
fluoreszenten Liganden Tetrazyklin an das Tetrazyklin bindende Aptamer. Hier wird
auf Basis verschiedener Mutanten an fiir die Bindung wichtigen Stellen eine Analy-
se der Stabilitdt der Bindetasche sowie des Bindungsprozesses durchgefiihrt. Erstere
wird mit Hilfe von Tetrazyklinlebensdauermessungen durchgefiihrt, fiir zweitere wird in
Bindungsstudien mit Hilfe der Stopped-Flow-Methode die Fluoreszenz des Tetrazyklins
zeitaufgelost vermessen.

Insgesamt folgt die Bindung des Tetrazyklins an das Aptamer einer zweistufigen Ki-
netik, deren zweiter Schritt irreversibel ist. Die Bindung lduft, verglichen mit anderen
Aptameren, sehr schnell ab. Fiir den ersten Schritt ergibt sich eine Gleichgewichtskon-
stante von k., = 1,9 uM, wihrend bei dem zweiten Schritt eine Umordnungsrate von
168571 beobachtet wird. Die Mutation der Base A50, die einen Kontakt zum Gegenion
des Tetrazyklins herstellt, beeinflusst vor allen Dingen den ersten Schritt der Bindung,
wihrend ein signifikanter Einfluss auf den zweiten Reaktionsschritt nicht zweifelsfrei
nachgewiesen werden kann. Die Mutation der Base A13, die iiber einen direkten Kon-
takt mit der OH-Gruppe des Tetrazyklins an Reg verbunden ist, hingegen stort bei-
de Schritte der Tetrazyklinbindung signifikant. Die Base A9, die insbesondere fiir die
Praformation des Aptamers von groflier Bedeutung ist, weist den grofiten Einfluss auf
die Bindung auf. Wahrend die Mutationen von A13 und A50 in den verwendeten Kon-
zentrationsbereichen nur einen leichten Einfluss auf die Geschwindigkeit der Bindung
ausiiben, fiihrt eine Mutation von A9 zu einer Verlangsamung des Bindungsprozesses
um mehr als einen Faktor 20. Dies ist vor allem in der immens gesteigerten Riickreak-
tionsrate des ersten Bindungsschritts begriindet. Hieraus lédsst sich schliefien, dass bei
fehlender Praformation des Aptamers nur wenige Tetrazyklinmolekiile ein fiir vollstdndi-
ge Bindung geeignetes Aptamer vorfinden. Dieses Resultat unterstreicht die Bedeutung
der Praformation fiir die Bindungseigenschaften des Tetrazyklin bindenden Aptamers.

Ferner konnte anhand von Lebensdauermessungen gezeigt werden, dass nach dem
Wildtyp die Mutante A9G die stabilste Bindetasche aufwies. Das Fehlen von A50 fiihrt
zu der instabilsten Bindetasche. Somit kann gefolgert werden, dass auch in Abwesenheit
von A9 aufgrund der zwei vorhandenen Kontakte des Tetrazyklins an das Aptamer eine
sehr stabile Konfiguration erreicht werden kann. Das Fehlen einer der beiden Bindun-
gen zwischen Tetrazyklin und Aptamer wirkt sich deutlich stérker auf die Stabilitit aus,
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wobei insbesondere eine Fixierung des Gegenions von grofier Bedeutung ist.

Wie in dieser Arbeit gezeigt wird, ist die zeitaufgeloste optische Spektroskopie insbe-
sondere in Verbindung mit der Verwendung von fluoreszierenden Molekiilen ein ausge-
zeichnetes Mittel zur Beobachtung von Struktur und Dynamik von RNA. Die Empfind-
lichkeit von Fluoreszenz auf die Verinderung der Umgebung des Chromophors erlaubt
es, zwischen verschiedenen Konformeren zu unterscheiden, Konformationsdynamik in
Echtzeit zu beobachten und mit Hilfe zeitaufgeloster Spektroskopie auch Riickschliisse
auf die elektronische Konfiguration der Basenwechselwirkung zu ziehen.
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1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der zeitaufgelosten, spektroskopischen Un-
tersuchung verschiedener RNA-Systeme. Die zeitaufgeloste, optische Spektroskopie, ins-
besondere die Ultrakurzzeitspektroskopie, deren Beobachtungsfenster bis in den Femto-
sekundenbereich hinunter reicht, erlaubt es, tiefe Einblicke in die elektronische Struktur,
die Konformationsdynamik und die Zerfallspfade innerhalb biologischer Molekiile zu er-
langen. Insbesondere bei Systemen, deren Funktion durch die Absorption von Licht
bestimmt wird (beispielsweise Retinalproteine [1] oder Lichtsammelkomplexe [2]) kann
mit Hilfe dieser Techniken eine weitgehende Aufklérung der Funktion des Systems er-
langt werden.

Jenseits dieser Biosysteme ist es jedoch auch méglich, zeitaufgeloste, optische Spek-
troskopie auf andere biologische Systeme anzuwenden. Insbesondere weisen die meisten
Makromolekiile Absorptionsbanden in einem Bereich auf, der der optischen Spektrosko-
pie zugénglich ist, so dass iiber Dissipationspfade und Energiezustdnde Studien iiber
intramolekulare Wechselwirkungen durchgefiihrt werden kénnen. Zudem erdffnet die
Wechselwirkung von biologischen Makromolekiilen mit fluoreszierenden Chromophoren,
die teilweise auch natiirlich vorkommen, weitere Moglichkeiten fiir die zeitaufgeloste op-
tische Spektroskopie.

Insgesamt zeigt RNA eine grofle Variabilitdt und Vielzahl von Funktionen, die ins-
besondere auf der Struktur und den internen Wechselwirkungen der Nukleobasen unter-
einander und mit anderen Molekiilen beruhen. Ein tieferes Verstédndnis der chemischen
und biophysikalischen Gegebenheiten ist also wiinschenswert. Die Zeitskalen der auf-
tretenden dynamischen Prozesse reichen fiir RNA von Femtosekunden bis hin in den
Sekundenbereich und decken ein breites Spektrum an Interaktionen ab [3]. Reaktionen
im Femtosekundenbereich kénnen nur in Systemen ohne nennenswerte Energiebarriere
ablaufen, die Deaktivierung angeregter Nukleobasen bewegt sich normalerweise in die-
sem Zeitbereich [4], da eine schnelle Dissipation von Anregungsenergie mafigeblich am
Schutz der RNA und DNA vor Photoschaden beteiligt ist. Energietransfer zwischen Ba-
sen findet innerhalb von Picosekunden statt [5, 6], langlebige Exzitonenzustinde kénnen
sich bis zu einer Lebensdauer von Nanosekunden erstrecken [7]. Erste funktionelle Reor-
ganisationen konnen sich ebenfalls in diesem Zeitbereich bewegen [8]. Die Bildung von
Sekundérstrukturen kann normalerweise in Mikrosekunden bis Millisekunden beobach-
tet werden [9], wéhrend Bildung und Umbildung von Tertifirstrukturen in Millisekunden
und dariiber hinaus ablaufen [10-12]. Ein guter Uberblick iiber zeitaufgeloste Prozesse
innerhalb von RNA und ihre Beobachtung findet sich in den Referenzen [5] und [10]
wobei letztere sich vor allem mit der Konformationsdynamik auf langsameren Zeiten
befasst, und erstere auch auf die kiirzeren Zeitbereiche eingeht.
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Ziel dieser Arbeit ist es, anhand zweier unterschiedlicher Systeme, die exemplarisch
fiir unterschiedliche RNA-Formen stehen, mit Hilfe zeitaufgeloster optischer Spektro-
skopie Informationen iiber elektronische und konformationelle Struktur der RNA sowie
ihrer Dynamik zu erhalten. Hierbei wird unter anderem auch das in der Arbeitsgruppe
bereits vorhandene Instrumentarium durch Messtechniken erweitert, die es erlauben,
Fluoreszenzlebensdauern iiber einen weiten Zeitbereich von Femtosekunden bis Mikro-
sekunden zu bestimmen.

1.1 RNA

Nukleinsduren sind einer der prominentesten Vertreter biologischer Bausteine, da sie auf
allen Ebenen des Lebens involviert sind. Polynukleotide speichern die genetische Infor-
mation, sind an der Expression von Proteinen beteiligt und werden bei einer Vielzahl
regulatorischer Mechanismen innerhalb eines Organismus verwendet. Nukleinsduren sind
Makromolekiile, die sich aus einzelnen Bausteinen, den Nukleotiden zusammensetzen.
Jedes Nukleotid besteht aus drei verschiedenen Bausteinen [13, 14]:

— Einer heterozyklischen Base, der sogenannten Nukleobase. Die am haufigsten in den
bekanntesten Nukleinsdurevertretern DNA und RNA auftauchenden Nukleobasen
sind Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G), Thymin (T) und Uracil (U). Sie werden
in Pyrimidine, die einen sechsgliedrigen Ring mit 2 Stickstoffatomen aufweisen (C,
T, U) und Purine, die aus einem Pyrimidin mit zusétzlichem Imidazolring bestehen
(A, G), unterteilt

— Einer Zuckergruppe, die als Pentose vorliegt

— Einem Monophosphatrest, iiber den Polymerisierung zwischen der 5’-Position des
Nukleotids und der 3’-Position des néchsten Nukleotids erfolgen kann.

Nukleinsduren liegen als Oligonukleotide vor allem in zwei verschiedenen Formen vor.
DNA (Desoxyribonucleic acid, auf deutsch DNS), die vor allem als Speicher der geneti-
schen Information auftritt, wihrend RNA(Ribonucleic acid, auf deutsch RNS) in einer
Vielzahl biologischer Prozesse wie Expression oder Regulation involviert ist. Der Unter-
schied zwischen beiden Oligonukleotidarten liegt in einer OH-Gruppe an der 2’-Position
des Zuckers, die bei RNA vorhanden ist, in DNA jedoch fehlt. Dies fiihrt zu einer
geringeren Stabilitit von RNA, da durch Hydrolyse des Phosphorsiurediesters unter
Bteiligung der 2’-OH-Gruppe der Strang gebrochen werden kann. Zudem besteht DNA
aus den Nukleotiden A, C, G und T, wihrend in RNA T durch U ersetzt wird. In RNA
treten in seltenen Fillen auch zusétzliche Basen auf [15].

Sowohl DNA als auch RNA sind in der Lage, doppelstriangige Helices mit paarweise
verbundenen Basen zu bilden [16]. Hierbei formen fiir gewéhnlich ein Pyrimidin und ein
Purin ein iiber Wasserstoffbriickenbindungen verbundenes Paar, das die beiden Nukleo-
basen miteinander verbindet. In DNA entstehen Basenpaarungen mit zwei Wasserstofl-
briicken zwischen A und T, in RNA wird U an der Stelle von T verwendet. Zwischen
G und C werden drei Wasserstoffbriicken ausgebildet, es entsteht somit ein stabileres
Basenpaar als zwischen A und U/T. Wihrend DNA hauptsiichlich in der erwiihnten
Doppelhelix auftritt, ist RNA nur teilweise doppelstringig und weist eine Vielzahl wei-
terer moglicher Strukturen auf. Diese Eigenschaft erlaubt es ihr, eine deutlich grofiere
Zahl an Sekundérstrukturen einzunehmen. Insbesondere bilden sich jenseits von heli-
kalen Abschnitten Endschleifen, die entstehen, wenn ein Einzelstrang mit sich selbst
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eine Helix bildet, interne Schleifen, die Unterbrechungen in einer Doppelhelix darstellen
und entweder symmetrisch (mit derselben Basenzahl in beiden Stringen) oder asymme-
trisch sein kénnen. Ein Spezialfall einer asymmetrischen Schleife ist ein Bulge, bei dem
nur in einem der beiden Stdnge ungepaarte Basen auftreten. Ein Zusammentreffen von
mehr als 2 Strangen wird Kreuzung genannt. Die einzelstrangigen Sequenzen schliellich
formen h#ufig zusétzliche Sekundérstrukturmotive [17, 18]. Zur Bildung dieser Vielzahl
moglicher Strukturen entstehen auch Basenpaarungen, die von denen der Watson-Crick-
Basenpaarung abweichen und eine Vielzahl zusétzlicher Verbindungspunkte innerhalb
der RNA ermdglichen [19, 20].

Auf Basis dieser Sekundérstruktur schliefllich bilden sich, &hnlich wie bei Protei-
nen, auch in RNA h#ufig Tertidirstrukturen aus, deren genaue Form mit ihrer Funktion
korreliert ist [18, 21, 22]. Oft spielen in die Struktur eingebundene Metallionen eine
entscheidende Rolle bei der Ausbildung und Stabilisierung einer bestimmten Konforma-
tion [23]. RNA kann aufgrund ihrer Variabilitéit eine Vielzahl von Funktionen innerhalb
eines Organismus annehmen und tritt in verschiedenen Erscheinungsformen auf [24]:

— mRNA (messenger RNA) ist Kernbestandteil der Proteinsynthese. Die in der
DNA enthaltene Information wird mit Hilfe der RNA-Polymerase auf einen kom-
plementiren RNA-Strang iibertragen (transkribiert). Hierbei bilden jeweils drei Nu-
kleobasen ein Codon, das einer bestimmten Aminosiure entspricht [25]. Die mRNA
assozilert schliellich tempordr mit dem Ribosom (siehe unten), das anhand der in
der mRNA enthaltenen Information die Proteinsynthese vornimmt. Vor und hinter
der die Proteininformation enthaltenden Region befinden sich zwei nicht kodierende
Abschnitte (5'-NTR, 3-NTR). In Prokaryoten ist die Erstellung von mRNA nach
Transkription iiberwiegend abgeschlossen. In Eukaryoten liefert Transkription jedoch
zunéichst pré-mRNA, die vor der Weiterleitung an das Ribosom noch eine Verarbei-
tung erfihrt. So erhélt das 5’-Ende der mRNA eine Kappenstruktur in Form eines
modifizierten Guanosins, am 3’-Ende wird eine Polyadenylierung vorgenommen, bei
der eine grofie Zahl Adenine an die mRNA angehéngt wird. Des Weiteren wird die
pra-mRNA gespleifit, was bedeutet, dass die nicht kodierenden Introns von den die
genetische Information enthaltenden Exons getrennt und letztere miteinander ver-
bunden werden. Dieser Prozess erlaubt es in Eukaryoten, verschiedene Proteine auf
demselben Gen zu kodieren. [24]

— tRNA (transfer RNA) ist ebenfalls an der Proteinsynthese beteiligt. Sie wird je nach
ihrer Sequenz spezifisch mit einer Aminoséure beladen. Sie tragen ein Anticodon,
das zu der spezifisch gebundenen Aminosiure gehort. Dies wird vom Ribosom in
der Proteinsynthese verwendet. Passt das Codon der mRNA zu dem Anticodon der
tRNA, so kann sich die tRNA anlagern und die gebundene Aminosédure an die im
Ribosom erstellte Peptidkette angehéngt werden. tRNA enthilt einen bemerkenswert
hohen Anteil an modifizierten Basen und besteht aus 60 bis 95 Nukleotiden [24].

— rRNA (ribosomal RNA) kommt im Ribosom von Organismen vor. Das Ribosom
ist in der Zelle fiir die Synthese von Peptiden und Proteinen verantwortlich und
ist ein Komplex, der zu etwa zwei Dritteln aus rRNA und zu einem Drittel aus
ribosomalen Proteinen besteht. Hierbei sind die Proteine vor allen Dingen fiir den
Zusammenhalt des Komplexes verantwortlich, wihrend die TRNA die eigentliche
Reaktion katalysiert. [24]

— tmRNA (transfer-messenger RNA) vereinigt Eigenschaften von tRNA und mRNA
in sich. Sie besitzt sowohl eine Anticodon-Doméne, eine Anbindungsstelle fiir Ami-
noséuren und eine kleine Region von Codons. Die Aufgabe von tmRNA, die nur
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in Prokaryoten vorkommt, besteht darin, aufgrund beispielsweise eines fehlenden
Stop-Codons unvollsténdig gelesene mRNAs aus dem Ribosom zu entfernen und das
unvollstdndige Protein mit einer spezifischen Peptidkette fiir den Abbau zu markie-
ren. [26, 27]

— miRNA (micro RNA) sind kleine Nukleotidstringe, die mit Hilfe von Dicer aus ei-
nem zu einer Hairpinstruktur geformten pre-miRNA-Strang geschnitten werden. Sie
bestehen aus 21-23 Nukleotiden und sind ein wichtiger Faktor der Genregulation. Die
zunéchst doppelstriangigen Stiicke werden wieder entfaltet, und es entstehen kurze
miRNA-Stringe, die sich an Ribonukleoproteine anlagern. Die einzelnen miRNAs er-
lauben dann die Erkennung spezifischer Sequenzen innerhalb der mRNA und kénnen
50, je nach Ubereinstimmungsgrad mit der entsprechenden Sequenz, die Translation
der mRNA inhibieren oder sogar in Einzelfillen den Abbau der mRNA einleiten. [28]

— siRNA (small interfering RNA) dhneln in ihrer Funktionsweise den miRNAs. Sie
werden mit Hilfe von Dicer aus doppelstringiger RNA geschnitten und in den RISC
(RNA-induced-silencing complex) eingebaut. Dort induzieren sie komplementire
Bindung an mRNA, die durch den RISC-Komplex entwunden und gespalten wird.
Dies wird sowohl fiir den Abbau von Fremd-RNA, als auch fiir den Abbau nicht
mehr benotigter, eigener mRNA verwendet. siRNAs und miRNAs weisen ebenfalls
grofies Potential bei der kiinstlichen Kontrolle von Genen auf. [29]

— Ribozyme sind katalytisch aktive RNA-Molekiile [30]. Ahnlich wie Enzyme un-
terstiitzen sie biologische Reaktionen. Hauptséichlich katalysieren sie Reaktionen an
anderen RNAs, sie konnen jedoch auch andere Funktionen iibernehmen. Im Lau-
fe der Jahre entwickelten sich Ribozyme auch zu einer wichtigen Moglichkeit zur
Kontrolle und Erstellung synthetischer biologischer Systeme. [24]

Zusétzlich hierzu gibt es noch eine Reihe weiterer, in die Transkription oder die Kontrolle
von Genexpression involvierte RNAs, fiir deren genaue Eigenschaften auf die entspre-
chende Literatur verwiesen wird [31]. Erwiihnenswert ist ebenfalls, dass RNA in Viren
auch als Triger genetischer Information auftreten kann [24].

1.2 Aufbau der Arbeit

Im folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber den Aufbau dieser Arbeit gegeben werden.
Generell werden die einzelnen, im Verlauf der Dissertation bearbeiteten Aspekte in ein-
zelne Kapitel aufgeteilt.

Kapitel 2 stellt die theoretischen Grundlagen zum Betrieb von Kurzzeitfluoreszenz-
apparaturen kurz dar. Dies schliefit allgemeine Betrachtungen zur Nichtlinearen Optik
ebenso wie eine kurze Darlegung des Prinzips der im weiteren verwendeten Kurzpuls-
laser ein. Des Weiteren wird, zum besseren Verstindnis der in Kapitel 5 dargelegten
Vorgiinge, auch ein Uberblick iiber die Klassifizierung und Bestimmung chemischer Ki-
netiken gegeben.

In Kapitel 3 schliefit sich die Beschreibung des in dieser Arbeit aufgebauten kombi-
nierten TCSPC- und Fluoreszenzkonvertierungsaufbaus an, wobei die breiten Anwen-
dungsmoglichkeiten des Systems an einer Reihe in dieser Arbeit durchgefithrten Studien
biologischer und chemischer Systeme dargelegt werden. Des Weiteren wird auch kurz
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ein Uberblick iiber die weiteren, im Rahmen der Arbeit verwendeten Messtechniken ge-
geben.

Kapitel 4 beschiiftigt sich mit Modell-RNA-Strangen, die mit Hilfe des Farbstoffs
Pyren untersucht werden, der hierbei sowohl als Elektroneninjektor als auch als Mar-
ker fiir die Hybridisierung von Doppelstringen gilt. Die optischen Eigenschaften des
Chromophors erlauben eine Untersuchung seiner Photophysik, die mageblich durch die
umgebende RNA bestimmt und beeinflusst wird und somit auch iiber sie Auskunft ge-
ben kann.

Kapitel 5 befasst sich mit der Untersuchung eines kiinstlich erstellten, regulatorisch
aktiven RNA-Aptamers, dessen Ligand Tetrazyklin Fluoreszenz aufweist, die spektro-
skopische Studien genutzt werden kann. Somit ist es moglich, iiber die Eigenfluoreszenz
des Liganden Informationen iiber den Bindungsprozess ebenso wie iiber die Form der
Bindetasche zu erhalten.

Somit wendet diese Arbeit die Moglichkeiten zeitaufgeldster optischer Spektroskopie
iiber einen weiten Zeitbereich von Millisekunden bis hin zu Femtosekunden an, um mit
Hilfe physikalischer Techniken eine genauere Untersuchung von Konformation, Dynamik
und Photophysik von RNA-Molekiilen zu erhalten.






2 Grundlagen der zeitaufgelosten optischen
Spektroskopie

2.1 Einfiihrung

Wie bereits in Kapitel 1 angedeutet konzentriert sich diese Arbeit auf die Beobach-
tung von RNA-Dynamik iiber fluoreszierende Molekiile mit Hilfe zeitaufgeloster opti-
scher Spektroskopie. Im Folgenden soll zuniichst ein Uberblick iiber die beobachtbaren
Prozesse und zugehorigen Methoden gegeben werden, von denen die in dieser Arbeit
verwendeten in Kapitel 3 ndher beschrieben werden.

Durch die in der zeitaufgelosten optischen Spektroskopie angewendete direkte Beobach-
tung der optischen Figenschaften des zu untersuchenden Materials werden dynamische
Prozesse wie Lebensdauern, Konversionen, sowie Elektronen- und Energietransfer der
direkten Beobachtung zuginglich gemacht und erlauben ein differenziertes Bild der elek-
tronischen Struktur eines Molekiils sowie der involvierten Ubergiinge.

Die Zeitskalen, auf denen sich optisch aktive Prozesse abspielen koénnen, reichen
hier von einstelligen Femtosekunden (10~ s) bis hin zu Sekunden. Abbildung 2.1 zeigt
eine Zusammenstellung moglicher Prozesse mit den Zeitskalen, auf denen sie auftreten
(basierend auf [32]).

Wie deutlich ersichtlich ist, ist es zur vollstdndigen dynamischen Charakterisierung
eines Systems notig, einen weiten Zeitbereich beobachten zu kénnen. Um den Daten-
aufwand in Grenzen zu halten und durch Mittelung das Signal-Rausch-Verhéltnis zu
verbessern, ist es zweckméfig, je nach beobachtetem Zeitbereich auch unterschiedliche
Zeitauflosungen zu verwenden. Dies ist nicht mit einer einzigen spektroskopischen Tech-
nik erreichbar, sondern verlangt das Zusammenspiel verschiedener Messanordnungen,
die unterschiedliche Zeitbereiche abdecken.

Abbildung 2.2 zeigt eine Zusammenstellung der verschiedenen Messmethoden und
der moglichen Observablen. Grundlegend lassen sich die Techniken in zwei verschiedene
Gruppen einteilen. Bis zu einer Zeitauflosung von etwa einer Nanosekunde ist es moglich,
elektronische Spektroskopie zu verwenden, deren Zeitauflosung im wesentlichen durch
die Anstiegszeit der verwendeten Detektoren gegeben ist.

Um Absorptionen in diesem Bereich zu messen wird meist ein Flash-Photolyse-
Aufbau [33, 34] verwendet, wihrend sich zur Bestimmung von Fluoreszenzlebensdauern
die Technik des zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlen (TCSPC, siehe Kapitel 3.4) eig-
net.

Um hohere Zeitauflosungen zu erreichen, wird auf die Technik der Pump-Probe-
Spektroskopie zuriickgegriffen, auf die in Abschnitt 2.2 niher eingegangen wird.
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Abbildung 2.1. Ubersicht iiber die verschiedenen physikalisch und biologisch relevanten Pro-
zesse in Molekiilen und die zugehorigen Zeitskalen: Der fiir spektroskopische Beobachtungen
interessante Bereich erstreckt sich iiber mehr als 14 Gréflenordungen, von Sekunden bis hinun-
ter zu einigen 10 Femtosekunden. Der gesamte fiir biologische Systeme interessante Zeitbereich
1Bt sich nicht mit Hilfe einer einzigen Technik abdecken, sondern es muss fiir verschiedene
Prozessdauern auf verschiedene Beobachtungsapparaturen zuriickgegriffen werden.

2.1.1 Theorie der Absorption

Unter Absorption wird in der optischen Spektroskopie der Vorgang verstanden, bei dem
eine Aufnahme von Energie aus einem elektromagnetischen Strahlungsfeld durch Mate-
rie erfolgt. Sie kann bei Molekiilen zur Anregung verschiedener Prozesse fiithren. Die im
allgemeinen niederenergetischste Gruppe von Prozessen ist die Rotation (im fernen In-
frarotbereich), gefolgt von den Schwingungen (meist im mittleren Infrarotbereich) des
angeregten Molekiils bis hin zur Anregung von Elektronen (im nahen Ultraviolettbe-
reich, im sichtbaren und im nahen Infrarotbereich).

Phénomenologisch ist die Schwichung eines Lichtstrahls durch ein Medium der Dicke
des entsprechenden Mediums [ sowie der Konzentration ¢ des absorbierenden Mediums
proportional. Hieraus folgt das Lambert-Beersche Gesetz [35]

I
A =log;, o e(A)el, (2.1)

wobei € der molare dekadische Absorptionskoeffizient ist, der als Materialkonstante
die Eigenschaften des absorbiernden Mediums bei der eingestrahlten Wellenldnge be-
schreibt.

Zwingend fiir die Absorption von Licht ist das Erfiillen der sogenannten Resonanzbe-
dingung, die besagt, dass

hv = E,, — E,,, (2.2)

wobei F,, und FE,, die Energien von Anfangs- und Endzustand darstellen und sich als Ei-
genzustinde aus der Schrodingergleichung des Systems ergeben. Unter Erfiilllung dieser
Bedingung ergibt sich fiir die Wahrscheinlichkeit, ein Molekiil im Zustand n zu finden:

1
p= gz EoRumt (2:3)
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Abbildung 2.2. Ubersicht iiber die Techniken linearer zeitaufgeldster, optischer Spektro-
skopie und die zugehorigen Observablen: Generell erfolgt eine Unterteilung in elektronische
Techniken, die eine mehr oder minder direkte Beobachtung des Prozesses ermoglichen. Limi-
tierend sind in diesem Bereich die Eigenschaften des Detektors (siehe auch Kapitel 3.4). Bei
gepulsten Techniken ist es moglich, bis in den Subnanosekundenbereich vorzustoflen, die An-
stiegszeit von in diesem Bereich verwendeten Photomultipliern verhindert jedoch Messungen
unterhalb einiger zehn Pikosekunden. Unterhalb dieses Zeitbereichs wird fiir gewhnlich auf
Pump-Probe-Spektroskopie zuriick gegriffen, deren Zeitauflésung durch optische Weglingen
erstellt und durch die Breite der verwendeten Laserpulse limitiert wird. Die in dieser Arbeit
verwendeten Techniken sind in roter Schrift angegeben.

Hierbei ist Ey die Energie des eingestrahlten Feldes, ¢ die Einstrahlzeit, und R, das
Ubergangsmoment, das sich aus

~—

R = / U ()t () (2.4

mit @, ,(z) den Wellenfunktionen des Anfangs- und Endzustandes, sowie dem Uber-
gangsoperator p,, ergibt, und das nur von Null verschieden ist, wenn bestimmte Sym-
metriebedingungen erfiillt sind. Fiir elektronische Ubergénge, mit denen sich die vorlie-
gende Arbeit beschiiftigt, sind im Allgemeinen nur Ubergéinge erlaubt, bei denen fiir die
Drehimpulsquantenzahl S gilt, dass AS = 0, £1, wobei jene mit AS = +1 nur aufgrund
der Existenz der Spin-Bahnkopplung auftreten und somit deutlich weniger ausgepréigt
sind. Hieraus folgt, dass Ubergiinge vor allem zwischen Zustinden gleicher Gesamtdreh-
impulszahl auftreten. Zusétzlich miissen die Wellenfunktionen von Anfangs- und End-
zustand einen nichtverschwindenden Uberlapp aufweisen, so dass vor allem Zustinde
dhnlicher Symmetrien starke erlaubte Ubergiéinge bilden [35].

Das so entstehende Spektrum ist durch die Existenz mehrerer Schwingungs- so-
wie Rotationszustinde bei gleichem elektronischen Zustand entartet, fiir die wiederum
seperate Auswahlregeln gelten und durch Wechselwirkungen mit dem Losemittel deut-
lich verbreitet. Das Zusammenspiel aus Entartung und Losemitteleffekten kann je nach
Grofle und Form des vorliegenden Molekiils sehr ausgeprégt sein, so dass statt diskre-
ter Spektrallinien breite, oft ineinander iibergehende Banden von mehreren 10-100 nm
Breite entstehen.
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2.1.2 Theorie der Fluoreszenz

Ein Molekiil ist in der Lage, die durch Absorption aufgenommene Energie auf verschie-
denste Arten zu dissipieren. Einer der am haufigsten auftretenden Deexzitationspfade
ist die Fluoreszenz, bei der ein Grofiteil der aufgenommenen Energie in Form von Strah-
lung spontan wieder abgegeben wird. Generell ist Fluoreszenz von Molekiilen gegeniiber
ihrer Absorption rotverschoben, zeigt jedoch in vielen Fillen eine dhnliche Feinstruk-
tur, die gespiegelt auftritt. Der Grund fiir die Rotverschiebung liegt darin, dass fiir
gewohnlich ein Teil der aufgenommenen Energie in Form von Vibrationsenergie dissi-
piert wird, bevor Strahlung auftritt. Dem liegt folgende Uberlegung zugrunde, die als
Franck-Condon-Prinzip bezeichnet wird [36]:

Da eine Anderung des Elektronenzustandes deutlich schneller erfolgt, als die Ande-
rung des Kernabstandes, befindet sich das Elektron nach senkrechter Anregung (also
ohne Anderung des Kernabstandes) am wahrscheinlichsten in dem Zustand, der bei
dem vorliegenden Kernabstand den gréften Wert fiir %2 aufweist. Aus der quantenme-
chanischen Behandlung des anharmonischen Oszillators folgt, dass die Wahrscheinlich-
keitsdichte fiir unterschiedliche Schwingungszustéinde entlang einer Reaktionskoordinate
sehr unterschiedliche Formen annehmen kann und dass fiir unterschiedliche elektroni-
sche Zusténde im allgemeinen unterschiedliche Gleichgewichtsabstéinde vorherrschen.
Hieraus ldsst sich schlussfolgern, dass eine senkrechte Anregung des Molekiils nur sel-
ten im niedrigsten vibronischen Zustand des elektronisch angeregten Zustandes endet.
Diese Schwingungsenergie kann nun in Losung durch St68e mit umgebenden Molekiilen
wieder abgegeben werden. Die Lebensdauer angeregter Schwingungszustinde ist im all-
gemeinen kleiner als die elektronisch angeregter Zusténde, so dass in einer Mehrzahl
der Fille das Molekiil in den niedrigsten Vibrationszustand der angeregten Zustands-
flache zerfillt. Von hier kann das Atom nun unter Abstrahlung von Energie wieder in
den Grundzustand iibergehen. Bei diesem Prozess gilt wiederum das Franck-Condon-
Prinzip, so dass die Feinstruktur der Fluoreszenz im wesentlichen durch die Lage der
Schwingungsniveaus des elektronischen Grundzustands bestimmt wird. Hierin liegt der
Grund fiir die oft dem Absorptionsspektrum spiegelbildliche Feinstruktur der Fluores-
zenz. Die Lebensdauer eines fluoreszenten Zustandes liegt fiir die meisten Chromophore
im Nanosekundenbereich. Fluoreszenz ist im allgemeinen sehr empfindlich gegeniiber
der Umgebung des Molekiils, so dass sie sich in einer Vielzahl von Anwendungen als
Beobachtungsgrofe bewéhrt hat [36, 37].

Eine weitere Form der Emission ist die Phosphoreszenz, bei der die Photonenab-
gabe nicht aus einem angeregten Singulett, sondern stattdessen aus einem angeregten
Triplettzustand erfolgt. Dem vorausgegangen sein muss ein als intersystem crossing be-
zeichneter Vorgang, bei dem eine Spinumkehr stattfindet und sich somit die Multipli-
zitdt des elektronischen Zustandes dndert. Dieser Vorgang ist nur aufgrund von starker
Spin-Bahn-Kopplung erlaubt und tritt nicht in allen Molekiilen auf. Da zum Ubergang
in den Grundzustand wiederum eine Spinumkehr erfolgen muss, sind phosphoreszente
Zusténde im allgemeinen deutlich ldngerlebig als fluoreszente, die Lebensdauer kann bis
zu Stunden betragen.

Zuséatzlich zu Absorption und Fluoreszenz kénnen eine Mannigfaltigkeit weiterer
Prozesse wie Ladungstransfer, Energietransfer, oder interne Konversion (oft begleitet
von konformationeller Anderung des Molekiils) zur Dissipation von Anregungsenergie
beitragen und somit konkurrierende Prozesse zur Fluoreszenz darstellen. Die Fluores-
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zenzlebensdauer, die also nicht nur Aufschluss iiber den Prozess der Fluoreszenz an sich,
sondern auch {iber die konkurrierenden Prozesse gibt, ist hieraus folgend ein sehr sensi-
tives Mittel zur Aufklirung der elektronischen und - in limitiertem Rahmen - Schwin-
gungsstruktur eines Molekiils. Im Rahmen dieser Arbeit wird sie iiber weite Strecken zur
Aufklarung der Wechselwirkungen zwischen Chromophoren und RNA| sowie als Marker
fiir Vorgéinge innerhalb der RNA herangezogen.

2.2 Anregungs-Abtast-Spektroskopie

Zur Beobachtung ultraschneller optischer Effekte mit einer Zeitauflésung, die weit unter-
halb einer Nanosekunde liegt, reicht die Auflosung kommerziell erhiltlicher Detektoren
nicht aus. Die Beobachtung solcher schneller Prozesse muss also mit Hilfe einer anderen
Technik erreicht werden, die nicht durch die Be- und Entladung von Kondensatoren
limitiert ist. Eine weit verbreitete Moglichkeit hierzu liegt in der optischen Anregungs-
Abtastungs-Spektroskopie (Pump-Probe-Spektroskopie), die auf der Benutzung unter-
schiedlicher Lichtwege beruht und durch die Entwicklung von Pulslasern mit Pulsbreiten
von deutlich unter einer Pikosekunde moglich gemacht wurde [38].

Ein intensiver, ultrakurzer Laserpuls startet die Reaktion (Anregung), ein zweiter
tastet die zu beobachtende optische Eigenschaft (Absorption, Fluoreszenz) nach einer
definierten Verzogerung gegeniiber der Anregung ab. Diese zeitliche Verzégerung wird
mit Hilfe unterschiedlicher Lichtwege fiir Anregung und Abtastung erreicht (siehe sche-
matische Veranschaulichung in Abbildung 2.3). Wird diese Messung nun fiir verschiedene
Verzogerungszeiten wiederholt, so ergibt sich bei ausreichender Reproduzierbarkeit des
zu beobachtenden Vorganges die Dynamik der Probe als Funktion der Zeit. Auf diese
Weise ist es moglich, die Evolution eines Systems im Femtosekunden- und Pikosekun-
denbereich zu beobachten. Die Zeitauflosung eines solchen Messaufbaus ist durch eine
Reihe von Faktoren gegeben. Limitierend wirken die zeitliche Pulsbreite der verwende-
ten Laserpulse, die Genauigkeit der Bestimmung der optischen Verzogerung zwischen
Anregung und Abtastung sowie der Grad an Dispersion innerhalb der Laserpulse. Die
maximale Beobachtungsdauer ist zum einen durch die Lange der verwendeten Verzoge-
rungsstrecke, zum anderen auch durch den Grad rdumlicher Kohérenz des verwendeten
Laserpulses bestimmt.

Durch die Verwendung der Techniken ultraschneller Spektroskopie werden bisher nur
indirekt messbare Effekte wie Stokes’ Shifts, schnelle Ladungstransferreaktionen oder
Energietransfers unmittelbar beobachtbar. Die Verwendung der Pump-Probe-Methode
erstreckt sich sowohl auf Absorptions- [39] als auch auf Fluoreszenzexperimente. Bei
letzteren wird zwischen dem spektral breit arbeitenden Kerr-Shutter [40], sowie der auf
einzelnen Wellenléngen arbeitenden Fluoreszenzaufkonvertierung [41, 42] unterschieden.
Beide Techniken beobachten unterschiedliche Aspekte molekularer Prozesse auf ange-
regten Zustandsflichen.

2.3 Grundlagen der Nichtlinearen Optik

Um die hohe verlangte Zeitauflosung zu erreichen, wird in der Anregungs- und Ab-
tastspektroskopie sowohl im Detektionsprinzip als auch zur Erzeugung der gewiinschten
Anregungswellenlédnge auf die Prinzipien der Nichtlinearen Optik zuriickgegriffen. Um
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2 IVerzégerung

Pump

Probe

Abbildung 2.3. Schematischer Aufbau eines Pump-Probe-Experimentes: Die Zeitachse wird
durch den Unterschied in den optischen Wegstrecken zwischen dem Pump- und Probe-Strahl
bestimmt. Die Zeitauflosung eines solchen Aufbaus ist durch die Genauigkeit der Verschiebung
der optischen Wegstrecke sowie durch die Breite der verwendeten Pulse limitiert. Molekiilab-
bildung zur Verfiigung gestellt von Christian Griinewald.

das Verstédndnis der in dieser Arbeit aufgebauten und verwendeten Apparaturen zu er-
leichtern, folgt im néchsten Abschnitt eine kurze Zusammenstellung der hierzu gehérigen
Effekte und ihrer Wirkweise.

2.3.1 Polarisation des Mediums

Die Ausbreitung von Licht in Materie wird durch die Wechselwirkung des elektromagne-
tischen Schwingungsfeldes mit den Elektronenhiillen der im Material vorhandenen Ato-
me oder Molekiile bestimmt. Makroskopischer Ausdruck dieser mikroskopischen Grofien
ist der wellenlédngenabhéingige Brechungsindex, der sich in den Realteil n und den Ima-
ginérteil « aufteilt, der als Absorption bezeichnet wird. Die lineare Optik basiert, aus-
gehend von einer harmonischen Schwingungsantwort des Materials auf das eingestrahlte
Feld, auf drei grundlegenden Prizipien.

—  Weder n noch « sind intensitétsabhingig.

— Es werden keine neuen Lichtfrequenzen beim Durchgang durch das Material erzeugt.

— Es gilt das Superpositionsprinzip, das besagt, dass Lichtwellen sich gegenseitig nicht
beeinflussen.

Mathematisch findet diese Betrachtungsweise Ausdruck in einem linearen Zusammen-
hang zwischen Polarisation und elektrischem Feld.

P(w) = eoxE(w) (2.5)

Die Materialkonstante y wird als Suszeptibilitéit bezeichnet und hat aufgrund der kom-
plexen Vektorform von F und P die Form eines ebenfalls komplexen Tensors, aus dem
sich im Falle linearer Optik fiir die Hauptachsenrichtung 4

Ni = /14 xii (2:6)

ergibt. Im Falle hoherer Intensitidten des eingestrahlten Lichtes miissen obige Relationen
um Effekte hoherer Ordnung erweitert werden. Die nichtlineare Antwort des Materials
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Tabelle 2.1. Ubersicht iiber quadratische nichtlineare optische Effekte (entnommen aus Refe-

renz [43] und erweitert)

Quadratische Effekte x®

Effekt

Frequenzverdopplung reell
Pockels-Effekt reell

Linearer Stark-Effekt imaginér

Frequenzmischung reell

Faraday-Effekt komplex

Optische Gleichrichtung reell

Erzeugung der zweiten Harmonischen

Anlegen eines statischen elektrischen Feldes
an das Material erzeugt eine Brechungsin-
dexénderung.

Verschiebung der atomaren FEnergieniveaus
durch ein &usseres statisches Feld. Daraus
folgt eine Anderung der Absorptionseigen-
schaften des Materials.

Uberlagerung zweier Felder mit unterschied-
lichen Frequenzen fithrt zur Erzeugung von
Summen- und Differenzfrequenzen.

FEin statisches magnetisches Feld verschiebt
die atomaren Energieniveaus und fiithrt so zu
Doppelbrechung und Dichroismus im Materi-
al.

Als Nebenprodukt der Frequenzverdopplung
entsteht im Material ein statisches elektrisches

Feld.

auf die starke Auslenkung lisst sich iiber eine Taylorentwicklung der Polarisation be-
schreiben.

Pw) = e (xVE@) + (xPE) B+ (xVE) E) E+..) (2.7)

Da x(? mit steigendem i deutlich kleinere Werte annimmt, sind selbst bei sehr ho-
hen Feldern meist nur x® und x® von Bedeutung. Aus Gleichung 2.7 folgt je nach
Struktur der Suszeptibilitéit eine Vielzahl an moglichen Prozessen, wobei prinzipiell die
Aussage getroffen werden kann, dass der Imaginérteil von y Verluste oder Verstiarkun-
gen kennzeichnet, wihrend der Realteil Phasenverschiebungen oder Frequenzidnderun-
gen verursacht. Tabellen 2.1 und 2.2 zeigt eine Zusammenstellung moglicher Prozesse
mit kurzen Erkldarungen. Auf die im weiteren Verlauf der Arbeit relevanten Prozesse
wird im Weiteren néher eingegangen. Im weiteren sollte erwdhnt werden, dass fiir das
effiziente Ablaufen eines nichtlinearen optischen Prozesses auch Phasenanpassung und
der Ausgleich der Gruppengeschwindigkeitsdispersion erforderlich sind. Hierauf wird in
Abschnitt 2.3.3 néher eingegangen.

Frequenzverdopplung

Frequenzverdopplung ist ein nichtlinearer optischer Effekt zweiter Ordnung und tritt
als solcher nur in Kristallen ohne Inversionssymmetrie auf [43]. Sie entsteht bei der
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Tabelle 2.2. Ubersicht iiber kubische, nichtlineare optische Effekte (entnommen aus Refe-

renz [43] und erweitert)

Kubische Effekte x® Effekt

Frequenzverdreifachung reell Erzeugung der dritten Harmonischen

Selbstfokussierung reell Der Brechungsindex des Materials in Richtung
der elektrischen Feldstéirke &ndert sich mit
steigender Intensitdt. Das hierdurch im Mate-
rial entstehende Brechungsindexmuster wirkt
wie eine Linse.

Selbstphasenmodulation reell Eine zeitliche Struktur des Strahlungsfelds
fihrt zu zeitlicher Verédnderung des Bre-
chungsindex und somit zu zeitlicher Kompres-
sion des Strahlungsfelds.

Séattighbarer Absorber imagindr  Die Absorption sinkt mit steigender Inten-
sitét, da die Besetzungszahl des unteren Ener-
gieniveaus sinkt.

Sattigbarer Verstéirker negativ, Mit steigender Intensitéat des Strahlungsfeldes

imagindr  steigt auch die Verstdrkung des Materials.

Zweiphotonenabsorption imagindr  Absorption zweier Photonen, deren Summe

positiv genau der Absorptionsbande entspricht.

Quadratischer Stark-Effekt imagindr  Quadratisch zum Feld proportionale Verschie-
bung der atomaren Energieniveaus.

Elektrischer Kerr-Effekt reell Quadratisch zum Feld proportionale Ande-
rung des Brechungsindex.

Frequenzverdopplung reell Ein angelegtes elektrisches Feld erzeugt die fiir

im dufleren Feld Frequenzverdopplung nétige Doppelbrechung.

Cotton-Mouton-Effekt reell Quadratische Anderung des Brechungsindex
durch ein angelegtes magnetisches Feld.

Raman, Brillouin, Rayleigh negativ (Inelastische) induzierte Streuung an Atomen

oder Molekiilen.

Uberlagerung eines Strahlungsfeldes mit sich selbst, wobei die Feldstirke der Welle
groB genug sein muss, da die nichtlineare Suszeptibilitit zweiter Ordnung x® von
Bedeutung wird. Dann gilt fiir den nichtlinearen Anteil der Polarisation

Pw) =¢p (X(Q)E) E.

(2.8)

Hierbei wird von nichtabsorptiven Materialien und somit einem realen y(?) ausgegangen.
Mit E = Eye!@ttke) 1 Bye=i(@t+k2) (cc.: komplex konjugiert) ergibt sich

P(w) = 2e0x® (Eg + BReiCut2ke) | Egefi(th+2km)) (2.9)
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und somit ein elektrisches Feld mit f = 2w sowie ein statischer Term, der unter dem
Begriff optische Gleichrichtung bekannt ist. Auf diese Weise ist es also moglich, die
zweite Harmonische eines Strahlungsfeldes zu erzeugen.

Frequenzmischung

Frequenzmischung ist, ebenso wie Frequenzverdopplung, ein nichtlinearer optischer Ef-
fekt zweiter Ordnung und unterliegt denselben Beschréinkungen. Hierbei werden zwei
Strahlungsfelder F; und F5, von denen mindestens eines hohe Intensitéit aufweisen
muss, in einem Material iiberlagert. Analog zum vorherigen Abschnitt ergibt sich fiir
den nichtlinearen Anteil der Polarisation, da sich Feldstirken und nicht Intensitdten
addieren:

P(w) = 2e0x? (Ey + E,)? (2.10)
2€0X(2) (2(E% + E%) + E%ei(2w1t+2k1z) + Egei(2w2t+2k2$)

+E1E26i((W1+UJ2)t+(k1+k2)$) +ElEQei((W1—w2)t+(k1—kz)ﬂl‘) +C.C.).

(2.11)

Neben der Frequenzverdoppelten beider Strahlungsfelder ergeben sich also auch
Additions- und Differenzterme beider Frequenzen. Wird Licht der Frequenz w; + wo
erzeugt, so spricht man von Summenfrequenzmischung, wéhrend der Prozess zur Er-
zeugung von wy — weo als Differenzfrequenzmischung bezeichnet wird. Welcher Prozess
im Medium préferiert wird, hingt vor allen Dingen von der Phasenanpassung ab. Auf
diesen Aspekt wird im Abschnitt 2.3.3 genauer eingegangen.

Selbstfokussierung und Selbstphasenmodulation

Selbstfokussierung und Selbstphasenmodulation zéhlen zu den nichtlinearen Effekten
dritter Ordnung und basieren auf einer Brechungsindexédnderung des Materials auf-
grund von hohen Intensitéiten. Anders als bei den oben beschriebenen Effekten zweiter
Ordnung wiirde eine exakte mathematische Betrachtung der Verhéltnisse aufgrund der
Nichtlinearitéit der Wellengleichungen den Rahmen dieser Arbeit sprengen. Ausfiihrli-
che Betrachtungen lassen sich z.B. in Referenz [44] finden. Um einen groben Uberblick
iiber die Wirkungsweise beider Effekte zu geben folgt eine Abschéitzung der Selbstfo-
kussierung und Selbstphasenmodulation eines Gaufl’schen Strahles in einem isotropen
Medium.

Fiir verlustfreie, kubische isotrope Kristalle ist nur der erste Term e;; des Tensors
x®) von Null verschieden [43] und somit verkiirzt sich der kubische Teil von 2.7 zu

P = eyen E(EE). (2.12)

Gemeinsam mit P(?) = 0 fiir isotrope Medien ergibt sich fiir die Polarisation einschlieB-
lich der dritten Ordnung bei Einstrahlung von linear polarisiertem Licht

3
P= €0E (X(l) + 4611|E2|) = GOXNLE- (213)

Mit Hilfe von n = /1 + xn folgt schliefflich

3
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Es ergibt sich also im Material abhéingig von der Feldstérke ein anderer Brechungsindex.
Sind diese Anderungen klein, so vereinfacht sich Gleichung 2.13 zu

3611 2
E~|.

Nges = N0 + (215)

Dies hat auf das propagierende Strahlungsfeld sowohl in der rdumlichen als auch in
der zeitlichen Form Konsequenzen. Zunichst soll die rdumliche Modifikation eines
gauliformigen Strahlungsfeldes, auch als Selbstfokussierung bezeichnet, untersucht wer-
den. Bei einer rdumlichen Gaufimode hat die Brechzahl des Mediums am Rande des
Strahls somit annéhernd den Wert von ng, wihrend sie im Intensitdtsmaximum Fy den
Wert n = ng + 12101 |E2| annimmt. Hierdurch wird im Medium eine Art Wellenleiter
erzeugt, bei dem die intensiveren rdumlichen Teile des Strahlungsfeldes durch Total-
reflexion am optisch diinneren Medium gefiihrt werden, so lange der Offnungswinkel
kleiner als der Winkel der Totalreflexion ist, der sich durch

Mg no
cos <cosbyyy = — = —————— 2.16
Ty g + | B2 (2.16)

ergibt. Der Brechzahlsprung ist stetig und folgt ebenfalls einer Gauf-Verteilung und
dhnelt den in der Wellenleiteroptik benutzten multimode graded index fibers [45]. Dies
dndert die Art der Reflexion, die nun in einem Bogen erfolgt, die prinzipiellen Prozes-
se bleiben jedoch gleich. Mit Hilfe der Reihenentwicklung des Cosinus lésst sich Glei-
chung 2.15 in
02 _3en

E? 2.1
2 " dng | (2.17)

umformen. Aus dieser Abschéitzung wird ersichtlich, dass alle Strahlen, deren Energie
die fiir die Totalreflexion notige iibersteigt, zum Schwerpunkt des Strahles hin gebeugt
werden, niederenergetische Strahlen hingegen werden vom Schwerpunkt weg gebeugt.
Das Medium funktioniert wie eine Sammellinse. Die Selbstphasenmodulation beschreibt
die in dhnlicher Weise wie die Selbstfokussierung vonstatten gehende Modulation der
transversalen ortlichen Struktur eines Strahlenfeldes. Wiederum wird als Modell ein
gaussformiger Puls angenommen. Je nach Intensitéit des momentanen elektrischen Feldes
lautet die Phase des elektrischen Feldes nach durchquertem Medium

¢ =wo <t— ML) (2.18)
Co

mit der Vakuumfrequenz wp und der Mediumslédnge /. Die momentane Frequenz w,, (E)
des Lichtes, die durch die momentane Intensitidt des Strahlungsfelds beeinflusst wird,
ergibt sich aus der zeitlichen Ableitung von ¢. Unter Annahme gaussformiger Pulse
folgt mit Iy als maximaler Intensitit des Pulses, At der zeitlichen Pulsbreite und der
Materialkonstanten §(e11,n)

lo [t — ZZTL t— ZZTL 2

Hieraus folgt die Phanomenologie der Selbstphasenmodulation, die bisweilen auch als
transversaler Kerr-Effekt bezeichnet wird. Beim Durchgang durch ein Medium erhoht
sich die spektrale Bandbreite eines Pulses der Frequenz wg um
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Die Bandbreitenvergrofferung héngt also quadratisch von der anliegenden Feldstérke ab.
2

Aufgrund der fiir gewohnlich niedrigen Werte von & (im Bereich von 10~2° %) sind hohe

Feldstiarken notig, um eine signifikante spektrale Verbreiterung des Pulses zu erlangen.

Aw = (2.20)

Zuséatzlich zu diesem Effekt der Bandbreitenvergréflerung wird dem Puls nach Glei-
chung 2.19 ein Zeitprofil aufgezwungen, bei dem kiirzere Wellenlédngen zu fritheren Zeiten
und l&ngere zu spiiteren auftreten, dies wird als negativer Chirp bezeichnet.

2.3.2 Doppelbrechung

Der in der linearen Optik als Materialkonstante eingefiihrte Brechungsindex n [46] ist
nur in optisch isotropen Medien unabhéngig von der Polarisationsrichtung des einfal-
lenden Lichtes. Dies ist in vielen Kristallen, deren Elementarzellen in sich rdumlich wie-
derholenden Anordungen vorliegen, nicht der Fall. Ein einfaches mechanisches Modell
zur Erklarung dieses Phénomens liegt in der Beschreibung eines Gitters als Ansamm-
lung von miteinander durch Federn verbundener Kugeln, deren angeregte Schwingungen
die Polarisationsantwort des Mediums (sieche Abschnitt 2.3.1) auf das einfallende Licht
darstellen. Sind diese Federkonstanten nun in unterschiedlichen Gitterrichtungen unter-
schiedlich stark, so zeigt das Material auf verschiedenen Symmetrieachsen des Kristalles
unterschiedliche Brechungsindices n;, die sich mitunter deutlich voneinander unterschei-
den konnen.

Ein Spezialfall dieser allgemeinen optischen Anisotropie ist die Doppelbrechung, bei
der eine Symmetrieachse des Kristalles einen anderen Brechungsindex aufweist als die
anderen. Man unterscheidet zwischen dem auferordentlichen Brechungsindex n., der
in einer Richtung des Kristalles auftritt und dem ordentlichen Brechungsindex n,. Die
sogenannte optische Achse eines Kristalls ist als die Ausbreitungsrichtung des Lichtes
definiert, bei der der Brechungsindex unabhéngig von der Polarisation der Strahlung
ist [46].

Die Doppelbrechung findet in der Optik in vielen Gebieten Verwendung, sei es zur
Manipulation von Lichtpolarisationen (wie im A\/2-Pléttchen, dem A/4-Pléttchen oder
dem Glan-Thompson-Prisma [46]), zur Filterung von Licht oder der Erzeugung optischer
Effekte wie z.B. Doppelbildern. Auch die effiziente Nutzung nichtlinearer Effekte zweiter
Ordnung (siehe Abschnitt 2.3.1) wird, wie im folgenden Kapitel dargestellt, durch die
Doppelbrechung erst moglich gemacht.

2.3.3 Phasenanpassung

Fiir zwei nichtlinear miteinander interagierende Lichtwellen miissen sowohl Energie- als
auch Impulserhaltung erfiillt sein. Aus ersterem ergibt sich die Frequenzbedingung fiir
die resultierende Welle, die Erfiillung der Impulserhaltung verlangt jedoch eine weitere,
genauere Betrachtung. Es gilt

ks = kq + ka. (2.21)

wobei ki und ko die Wellenvektoren der einfallenden Wellen und k3 den Wellenvektor
der resultierenden Welle beschreibt. Kann diese Bedingung nicht vollkommen erfiillt
werden, tritt ein Fehlerterm
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Ak = ks — (k1 + k2) (2.22)

auf, der als Phasenfehlanpassung bezeichnet wird, und den es fiir maximale Konversi-
onseflizienz zu minimieren gilt. Zwar ist auch bei geringer Verletzung von Gleichung 2.21
noch ein Auftreten des nichtlinearen Prozesses moglich, da die Phasenfehlanpassung in
Kristallen vom Gitter als Schwingung aufgenommen werden kann, hierdurch sinkt die
Konversionseffizienz jedoch signifikant und somit ist Ak — 0 wiinschenswert. Anschau-
lich lasst sich die Phasenanpassung dadurch erklidren, dass iiber eine moglichst lange
Strecke im Kristall konstruktive Interferenz zwischen den an verschiedenen Punkten
erzeugten Wellen herrschen sollte. Da der Brechungsindex n(w;) abhingig von der Wel-
lenléinge des eingestrahlten Lichtes ); ist, ist dies nur in optisch anisotropen Materialien
moglich. Bei kollinearer Einstrahlung folgt aus Gleichung 2.21 als Bedingung

n(ws) _ n(wz) | n(wr)

= 2.2
A3 A2 + A1 (2.23)
Uber weite Bereiche folgt n()\) der Sellmeier-Gleichung [46]
B
n?=A+ ——" % (2.24)

A2 — By (Cy—\2'

wobei die Konstanten fiir die wichtigsten nichtlinearen optischen Kristalle bekannt sind
und sich zum Beispiel in Referenz [47] finden lassen. Der Abgleich der Brechungsindices
kann dadurch erreicht werden, dass E4 und E» unter einem definierten Winkel 6 zur op-
tischen Achse eingestrahlt werden. Fiir den aulerordentlichen Strahl, dessen elektrisches
Feld eine Komponente in Richtung des auflerordentlichen Brechungsindex aufweist ist
ne direkt abhéngig von 6, wihrend n, unverdndert bleibt. Hierdurch l&sst sich in vielen
Fillen die Phasenanpassung erreichen. Man unterscheidet

— Phasenanpassung erster Ordnung, bei der zwei ordentliche Strahlen miteinander zu
einem auflerordentlichen Strahl vermischt werden:
ko1 + ko2 = ke

— Phasenanpassung zweiter Ordnung, bei der ein ordentlicher und ein auflerordentli-
cher Strahl miteinander zu einem auflerordentlichen Strahl vermischt werden:
ko + kel = ke2

Die Phasenanpassung zweiter Ordnung zeigt eine hohere Winkelakzeptanz als die Pha-
senanpassung 1. Ordnung [43], ist also weniger winkelsensitiv als die Phasenanpassung
erster Ordnung. Die Konversionseffizienz ist definiert als der Quotient aus der Leis-
tung beider eingestrahlter Felder zu dem resultierenden Feld und ergibt sich unter der
Annahme ebener Wellen nach Referenz [48] zu

Py 8mdesrL?  sin® (JAKL|/2)
P1P2 o 60077,1712713)\%14 |AkL/2‘

(2.25)

Hierbei ist deyy die effektive Nichtlinearitéit des Kristalls, A der effektive Querschnitt
des Lasers und L die Kristalllinge. Eine hohere Kristalllinge fiihrt also zu besserer
Konversion, gleichzeitig jedoch wird die Phasenanpassung wellenléingenselektiver und
die verstidrkte Bandbreite kleiner. Zudem ist gerade bei Femtosekundenpulsen zu be-
denken, dass das Durchlaufen eines Mediums stets zu Dispersion fiihrt, deren Grofle
von der Weglidnge innerhalb des Materials abhéngig ist. Hierdurch wird ein kurzer Puls
verliangert und somit die Zeitauflosung des Systems verschlechtert.
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Die Gleichungen 2.23 und 2.25 gelten stets fiir kollinearen Einfall der beiden Aus-
gangsstahlen. Durch nichtkollineare Einstrahlung wird das System um einen Freiheits-
grad erweitert, die Rechnung der Konversionseffizienz wird jedoch ungleich schwieriger,
so dass keine allgemeine Aussage getroffen werden kann, sondern die Effizienz von Fall
zu Fall neu bestimmt werden muss. Experimentell kann diese Option jedoch durchaus
sinnvoll und leichter als eine kollineare Anordnung zu realisieren sein.

2.3.4 Gruppengeschwindigkeitsdispersion

Bei Propagation eines nicht monochromatischen, zeitlich variablen Lichtfeldes durch
ein Medium kommt es zu einer frequenzabhéngigen Phasenverschiebung der spektralen
Einzelteile des Lichtfeldes zueinander. Diese lésst sich am besten durch eine Taylorent-
wickung der Phase ®&(w) nach w beschreiben.

1d%d

B(w) = Do) + T —w0) + 355

o (w—wo)? + ..... (2.26)

Dies fiihrt bei Beriicksichtigung der Phase in E(t) = Eye!@!k2+2w) dazu, dass ein
Puls nach Transmission durch ein Medium einen positiven Chirp aufweist, bei dem die
spektralen Anteile auch zeitlich getrennt werden. Der erste Term von Gleichung 2.26 ist
fiir die lineare Dispersion verantwortlich, der quadratische Term der erst bei Pulsdau-
ern unterhalb von 100 fs von Bedeutung wird, wird Gruppengeschwindigkeitsdispersion
genannt. Hohere Ordnungen werden erst bei Pulsbreiten unter 10 fs relevant und sind
somit fiir diese Arbeit ohne Belang. Medien normaler Dispersion verursachen einen po-
sitiven Chirp, bei dem die niederenergetische Spektralanteile den hoherenergetischen
vorausgehen. Medien mit negativer, anomaler Dispersion rufen den umgekehrten Effekt
hervor.

Je nach Anwendung wird die Dispersion mit Hilfe von Gitter- oder Prismenkompres-
soren korrigiert, wie es beispielsweise in Referenz [49] dargelegt wird.

Kurz gefasst wird das Licht zunéchst spektral rdumlich aufgespalten, um dann ver-
schiedene Lichtwege je nach Wellenlénge zu durchlaufen. Hierdurch wird der Chirp teil-
weise aufgehoben. Anschliefend wird der Puls in einer symmetrischen Anordnung ein
weiteres Mal komprimiert. Es entsteht ein zeitlich deutlich kiirzerer Puls als zuvor, des-
sen Pulsdauer bis auf einige 10 fs sinken kann.

2.4 Femtosekundenlaser

Grundvoraussetzung fiir den Aufbau eines ultraschnellen Spektrographen ist die Erzeu-
gung von Pulsen im Femtosekundenbereich. Die Heisenbergsche Unschérferelation [50]
ist fiir das Bandbreitelimit entscheidend. In diesem Kontext hat sich die Verwendung
eines Titan-Saphir-Kristalls (Ti:Sa) bewiihrt, dessen Fluoreszenz breitbandig zwischen
700 nm und 850 nm auftritt. Ein weiterer Vorteil des Ti:Sa Lasers liegt in der Absorption,
die zwischen 450 nm und 600 nm liegt und somit gut fiir Argonlaser, frequenzverdoppel-
te Nd:YAG, Nd:YVO, und Nd:YLF Laser als Pumpquellen zugénglich ist. Ein dritter
Vorteil des Ti:Sa liegt darin, dass hier bereits das Lasermedium ein geeignetes Material
zur passiven Modenkopplung ist (siehe Kapitel 2.4.1).
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Ti:Sa ist ein kristallines Material. Es wird durch die Zugabe von Ti3O3 in geschmol-
zenes Al;O3 hergestellt. Ein kleiner Teil der A3t - Tonen wird durch Ti** - Tonen
ersetzt, die fiir die Lasertitigkeit im Kristall verantwortlich sind. Das das Titan um-
gebende Gitter ist fiir die vibronische Aufspaltung verantwortlich, die zu den breiten
Absorptions- und Fluoreszenzspektren fiihrt [51].

2.4.1 Modenkopplung

Modenkopplung ist die Grundvoraussetzung fiir die Erzeugung ultrakurzer Laserpul-
se. Man versteht darunter die kohiirente Uberlagerung der einzelnen Resonatormoden
innerhalb eines Lasers durch optische Kopplung. Generell wird zwischen aktiver und
passiver Modenkopplung unterschieden.

Aktive Modenkopplung

Aktive Modenkopplung beruht auf der Modulation der Transmission des im Resonator
vorhandelnen Dauerstrich (continuous wave: cw)-Laserlichts mit einer Frequenz, die der
Umlaufzeit in der Kavitéit entspricht. Es ergibt sich

T=To[1—6(1—cosf2t)], (2.27)

wobei § < 0.5 der Modulationsgrad und f = % = 57 (mit L als Resonatorlénge) die
Modulationsfrequenz ist. Die modulierte Amplitude des im Resonator propagierenden

elektromagnetischen Lichts ergibt sich damit zu
A(t) = Ag coswotT = Ag coswotTp[l — (1 — cos £2t)]. (2.28)

Aus den Additionstheoremen fiir trigonometrische Funktionen folgt schliellich
)
A(t) = AgTo ((1 —§) cos 2t + 5 [cos (wo + £2)t + cos (wg — Q)t]) . (2.29)

Es entstehen also Seitenbinder als Summen- und Differenzfrequenz zwischen der Modu-
lationsfrequenz und der Lasermode. Die Présenz dieser Seitenbander erzeugt wiederum
weitere Seitenbéinder, bis das gesamte Modenspektrum zueinander in Phase schwingt.
Dieser Prozess setzt sich fort, solange die erzeugte Frequenz in der Verstarkungsband-
breite des Lasermediums liegt. Fiir die zeitabhéingige Gesamtamplitude ergibt sich dann

A(t) = Ao Z cos (wo + nd2)t, (2.30)

wobei n iiber alle N erlaubten Moden des Oszillators lduft. Fiir die Intensitit I = A2
ergibt sich schliellich

sin? —sz
in2 2t
sin® =5

I(t) (2.31)
Hieraus ist ersichtlich, dass bei zunehmender Zahl gekoppelter Moden die Maximalin-
tensitit des Pulses ansteigt, die Breite der Funktion jedoch abnimmt. Es entstehen also
im Abstand von

c

T=— 2.32
5T (2.32)

Pulse innerhalb des Resonators, deren Pulsbreite bis zu 1 ps reichen kann.
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Passive Modenkopplung

Um Pulsléngen zu erreichen, die noch kiirzer als die durch aktive Modenkopplung er-
zeugten sind, wird statt aktiver passive Modenkopplung verwendet, die ohne eine externe
Steuerung des Systems auskommt. Sie beruht auf dem Zusammenspiel nichtlinearer op-
tischer Effekte, die eine groflere Kompression der Pulse erlauben. Aus diesem Grund
wird passive meist mit aktiver Modenkopplung kombiniert, da zum Starten der nichtli-
nearen Prozesse hohe Energien und somit kurze Pulse von néten sind.

In heutigen Ti:Sa-Lasern am weitesten verbreitet ist eine Kombination aus Selbst-
fokussierung und Selbstphasenmodulation (siehe Abschnitt 2.3). Durch Selbstfokussie-
rung wird der intensivere, zentrale Teil des Laserpulses kollimiert, wiahrend die energe-
tisch schwécheren Flanken der rdumlichen GauBBmode das Medium divergent verlassen.
Durch Platzierung einer Modenblende hinter das selbstfokussierende Material 1dsst sich
so der stirkere vom schwécheren Teil des Pulses trennen.

Gleichzeitig findet aufgrund des zeitlichen Intensitétsprofils des Pulses eine spektrale
Verbreiterung des Lichtfeldes in Verbindung mit dem Entstehen eines negativen Chirps
statt. Dies erlaubt, der Heisenbergschen Umschérferelation folgend, eine weitere zeitli-
che Kompression in einem Prismenkompressor (siehe Kapitel 2.3.4). Hierdurch werden
Pulsdauern bis knapp unter 100 fs erreicht.

2.4.2 Chirped Pulse Amplification

Bei der Erzeugung hochenergetischer ultrakurzer Pulse stellt sich das Problem, dass
die Spitzenintensitdten der meist im Femtosekundenbereich liegenden Pulse weit iiber
der Zerstorschwelle vieler Verstarkermedien liegen. Um dennoch Verstdrkung erreichen
zu konnen wird die Methode der Chirped Pulse Amplification (CPA) eingesetzt. Hier-
bei wird dem kurzen Puls kiinstlich mit Hilfe eines sogenannten Streckers ein Chirp
aufgezwungen. Dieses Verfahren verldngert die Gesamtdauer des Pulses und senkt so-
mit signifikant die Spitzenintensitit, so dass sie nun unterhalb der Zerstorschwelle des
Verstirkermediums liegt. Mit Hilfe eines auf gleiche Weise aufgebauten Kompressors,
wie er beispielsweise in Abschnitt 2.3.4 beschrieben ist, kann dann nach der Verstéirkung
der Puls wieder auf seine urspriingliche Dauer verkiirzt werden.

Das Verfahren findet in den meisten Kurzpulslasern Anwendung, wo ein durch aktive
und passive Modenkopplung entstandener kurzer Puls auf hohere Energien verstirkt
werden muss.

2.4.3 Das Spectra-Physics Tsunami-Spitfire-System

Als Pulsquelle fiir den in dieser Arbeit aufgebauten kombinierten Fluoreszenz-Lebensdauer-
Aufbau wurde das Spectra-Physics Tsunami-Spitfire-System ! verwendet. Es ist ein klas-
sisches Verstirkersystem, bei dem die kurzen Pulse aus dem Oszillator mit Hilfe eines
Ti:Sa-Kristalls unter Zuhilfenahme der CPA weiter verstirkt werden. Eine schematische
Darstellung des Lasersystems findet sich in Abbildung 2.4.

! http://www.newport.com
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760 nm - 840 nm
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Abbildung 2.4. Schematischer Aufbau des verwendeten Lasers: Ein Pumplaser (Millenia)
stellt die Energie fiir ein Titan-Saphir-Oszillatorsystem (Tsunami) bereit, das mit Hilfe akti-
ven (AOM) und passiven Modelockings Kurzzeitpulse im Femtosekundenbereich erzeugt. Diese
werden mit Hilfe eines weiteren Pumplasers (Empower) im Verstéirker (Spitfire) bis auf eine
Pulsenergie von 1,2mJ pro Puls gebracht, wobei Pulse von 100 fs Dauer bei 1 kHz erzeugt wer-
den. Die im Bild genannten Ausgangsleistungen fiir gepulste Laser beziehen sich immer auf die
mittlere Ausgangsleistung.

Der Ti:Sa Laseroszillator wird mit Hilfe eines frequenzverdoppelten Nd:YVO, La-
sers (Millenia: cw, 532 nm) gepumpt. Durch eine Kombination aus aktiver und passiver
Modenkopplung bei gleichzeitiger Kompensation der Gruppengeschwindigkeitsdispersi-
on entstehen Pulse im Femtosekundenbereich mit einer Repetitionsfrequenz von 80 MHz
und einer Pulsenergie von etwa 7nJ. Die Besonderheit des hier verwendeten Lasersys-
tems besteht darin, dass in den internen Prismenkompressor ein Spalt eingebaut ist,
so dass der Laser innerhalb eines Wellenldngenbereichs zwischen 760 nm und 840 nm
durchstimmbar ist.

Die den Oszillator verlassenden Pulse werden im Spitfire Verstérker zunéchst nach
dem Prinzip der CPA verlédngert und spektral aufgespalten, bevor sie mit Hilfe einer Po-
ckelszelle im Verstérker gefangen werden. Hier wird die Energie des umlaufenden Pulses
durch einen von einem weiteren Pumplaser (Empower: Q-switch gepulster Nd:YLF,
527nm, Repetitionsrate 1kHz, 10 W) mit Energie versorgten Ti:Sa-Kristall auf etwa
1,2mJ pro Puls erhoht. Eine weitere Pockelszelle regelt die Auskopplung nach maxima-
ler Verstdrkung und die Pulse werden in einem Pulskompressor wieder zeitlich kompri-
miert. Hierdurch lassen sich Pulse im Bereich von 100 fs mit einer Energie von 1,2mJ
bei einer Repetitionsrate von 1kHz erzeugen. Abbildung 2.5 zeigt ein typisches Laser-
spektrum bei einer Zentralwellenléinge von 830 nm. Beim spektralen Verstellen innerhalb
der Spezifikationen des Laser- und Verstérkersystems édndern sich Form und Breite des
Pulses nur unwesentlich.

2.5 Reaktionskinetiken

Jenseits der Bestimmung von Fluoreszenzlebensdauern auf kurzen Zeiten war es eben-
so Ziel dieser Arbeit, die langsameren Umformungsdynamiken innerhalb von RNA-
Stréangen durch die Beobachtung der kontinuierlichen Fluoreszenz von Markermolekiilen
zu beobachten. In Kapitel 5 werden Bindungskinetiken eines Liganden an einen speziel-
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Abbildung 2.5. Exemplarisches Spektrum des Spitfire Verstérkers bei einer Wellenlédnge von
830 nm: Die Halbwertsbreite des Pulses betrug in diesem Fall 7,7nm, kann jedoch nach Laser-
justage und Zentralwellenldnge zwischen 7nm und 8 nm variieren.

len RNA-Strang untersucht. Die dort benétigten Grundlagen werden im Folgenden kurz
zusammengestellt.

2.5.1 Reaktionsordnungen

Bei festgehaltener Temperatur ist die Reaktionsgeschwindigkeit &k eine Funktion der
Konzentrationen einiger oder aller an der Reaktion beteiligten Komponenten des Sys-
tems. Viele Reaktionsgeschwindigkeiten sind nur von der Konzentration der Edukte
abhingig. Autokatalytischen Reaktionen jedoch zeigen eine Abhingigkeit von einem
der Produkte, wéihrend bei katalytischen Reaktionen ein weder zu Produkten noch zu
Edukten gehorender Stoff Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt. Zur Be-
stimmung der Reaktionsordnung, die eine mathematische Behandlung des vorliegenden
Prozesses erlaubt, wird die allgemeine Geschwindigkeitsgleichung herangezogen [52]:

k= % = k[A]™[B]"2[C]"°.... (2.33)
Hierbei sind [A], [B], [C]... die Konzentrationen der Reaktionsteilnehmer, die die Ge-
schwindigkeit der Reaktion bestimmen, und die ganzen positiven Zahlen n; die Ordnung
der Reaktion mit Hinblick auf die Komponente i € [A], [B][C].... Ahnliche Gleichungen
lassen sich fiir alle an der Reaktion beteiligten Komponenten aufstellen, so dass sich in
der Realitédt ein Gleichungssystem aus Ratengleichungen ergibt. Die Gesamtordnung n
einer Reaktion ist durch die Summe aller n; gegeben:

n=>Y n. (2.34)

Die Ordnung der Reaktion kann in vielen Féllen mit der Zahl der an der Reaktion betei-
ligten Partner in Verbindung gebracht werden. Dieses Gesetz gilt jedoch nicht allgemein
und kann nur als generelle Richtlinie angesehen werden [52].
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Zeitverhalten von Reaktionen erster Ordnung

Reaktionen erster Ordnung sind nur von der Konzentration eines einzigen Reaktions-
partners abhéngig. Dieser Fall tritt ausgesprochen selten auf. Haufiger jedoch sind die
Reaktionen sogenannter pseudo-erster Ordnung, bei der die zusétzlichen Reaktionspar-
ter in grofem Uberschuss vorliegen und somit die Konzentration eines einzelnen Stoffes
bestimmend fiir die Geschwindigkeit der vorliegenden Reaktionspartner wird, und die
mathematisch wie Reaktionen erster Ordnung beziiglich einer der beiden Komponenten
behandelt werden kénnen.

Das allgemeine Zeitgesetz einer Reaktion erster Ordnung 148t sich, folgend Gleichung 2.33,
mit

dlA] _
—= = k(4] (2.35)

beschreiben. Die Losung dieser homogenen linearen Differentialgleichung erster Ordnung
ist

[A] = [Agle™"* (2.36)
und fiir die Geschwindigkeitskonstante k ergibt sich

L. [4lo
k=—-In——. 2.37
T (2.37)
Reaktionen erster Ordnung treten eher selten in chemischen Zusammenhéngen auf. Bei-
spiele sind der Zerfall radioaktiver Isotope oder die Zersetzung von Molekiilen von mehr
als drei Atomen [52].

Zeitverhalten von Reaktionen zweiter Ordnung

Reaktionen zweiter Ordnung entstehen im allgemeinsten Fall, wenn aus Molekiilen vom
Typ A und Molekiilen vom Typ B ein neues Molekiil vom Typ P gebildet wird. In
diesem Fall 148t sich fiir die Entstehung des Produktes folgende Differentialgleichung
formulieren:

dP
= = k[4)[B). (2.38)

Es ist zweckméBig, statt der Konzentration die umgesetzte Stoffmenge x als Variable zu
verwenden. Mit P = z, [A] = [A]p — = und [B] = [B]p — = ergibt sich

dx
ar k([Alo — 2)([Blo — 2). (2.39)
mit den Anfangskonzentrationen der Edukte [A]o und [B]g. Diese Gleichung kann in-
tegriert werden, und fiir das Zeitverhalten der Umsatzkonstante folgt der Zusammen-
hang [53]

(2.40)

mit a = %g%z

Fiir die Reaktionsgeschwindigkeit ergibt sich aus der Integration
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po L [Blo([A) )

t([Alo = [Bol) ~ [Alo([Blo — x)°

Fiir den Fall, dass einer der beiden Reaktionspartner in deutlichem Uberschuss vorliegt,
kann dessen Konzentration [B] iiber den gesamten Verlauf der Reaktion hin als nahezu
konstant angenommen werden. In diesem Falle geht Gleichung 2.41 in Gleichung 2.37
iiber und man spricht von einer Reaktion von pseudo-erster Ordnung, da in diesem
Falle die mathematische Beschreibung iiber die Zusammenhénge einer Reaktion erster
Ordnung erfolgen kann, obwohl die eigentliche Reaktionsordnung eine andere ist.

(2.41)

2.5.2 Kinetische Studien von Bindungsreaktionen

Um ein genaueres Bild des hinter einer Reaktion stehenden Prozesses zu erlangen, ist
eine griindlichere Untersuchung der Reaktionskonstanten vonnéten. Im Falle eines bio-
logischen Bindungsprozesses eines Substrates an ein biologisch aktives Molekiil, wie er
in Kapitel 5 diskutiert wird, ist es zweckméfig, die Zeitabhéngigkeit der Reaktion unter
verschiedenen Bedingungen zu beobachten. Ein sehr gut zu variierender Parameter ist
die Konzentration des Substrates, der weiteren Aufschluss iiber den der Reaktion zu-
grunde liegenden Mechanismus geben kann.

Hierzu wird zunichst die experimentell erhaltene zeitliche Anderung eines der Reakti-
onspartner durch Exponentialfunktionen angepasst und die den momentanen Anfangs-
bedingungen zugehorigen Reaktionskonstanten kops ; bestimmt. Diese werden dann iiber
der Substratkonzentration aufgetragen. Der so erhaltene Zusammenhang gibt Aufschluss
iiber den vorliegenden Prozess [54]. Zum besseren spéteren Verstédndnis von Kapitel 5
sollen nun im Folgenden einige Prozesse niher erlautert werden. Hierbei lassen sich die
aus den Reaktionsschemata folgenden Ratengleichungen nur in den seltensten Féllen
16sen oder zu einer in der Praxis leicht behandelbaren Gleichung zuriick fithren. Zusétz-
liche Annahmen sind nétig, um die Handhabbarkeit zu vereinfachen. Die am weitesten
verbreitete, und oft in der Praxis verwendete Ndherung ist die der Substratséttigung.
Diese beinhaltet, dass die Konzentration des Liganden deutlich hoher als die des binden-
den Molekiils ist, und somit die Anderung der Substratkonzentration gegeniiber allen
anderen Prozessen vernachléssigt werden kann [55-58].

Einstufiger Prozess

Einstufige Bindungsprozesse zwischen dem biologisch aktiven Molekiil M und dem Sub-
strat S der Form

[M] + 5] == [M5] (2.42)

k_1

mit der Hinreaktionsrate k; und der Riickreaktionsrate k_; lassen sich durch die Ra-
tengleichung
d[M S]
dt

= k1 [M][S] — k-1 [MS] (2.43)

beschreiben. Unter Annahme der Substratséttigung wird [S] zeitunabhéingig und es gilt
[S] = [S]o. Die Zahl der bindenden Molekiile bleibt insgesamt konstant, es ergibt sich
also [M] = [M]o — [M S]. Hieraus lésst sich folgern, dass

d[MS5)
dt

— —(k1[S)o + k—1)[MS] + k1 [M]o[S]o. (2.44)
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Diese Gleichung ldsst sich durch Separation der Variablen [59] losen, und es ergibt sich
mit der Anfangsbedingung [MS]y =0

18] = o o (e tbistosie ), (2:5)

Die Bildungsrate des Produktes ist der Zusammenhang zwischen der aus den Zeit-
verldufen erhaltenen Reaktionsrate k,ps, die sich als Geschwindigkeitskonstante im FEx-
ponenten von Gleichung 2.45 befindet, und der Substratkonzentration und folgt somit
der GesetzméBigkeit

kobs = k1 [S] +k_1. (246)

Durch diesen linearen Zusammenhang ist es moglich, durch eine Messung der Bindungs-
kinetik bei verschiedenen Substratkonzentrationen die Reaktionskonstanten des Prozes-
ses direkt zu bestimmen.

Zweistufiger Prozess

Ein besonders bei Enzymkinetiken héufig auftretender Prozess ist der einer zweistufigen
Kinetik, bei der der erste Schritt durch einen schnellen Equilibrierungsprozess zwischen
einer gebundenen, sowie einer ungebundenden Form représentiert wird [58]. Die Reak-
tion folgt dem Schema

M+ S =2 S 22 s (2.47)
k'71 k}72

Analog zum vorherigen Abschnitt lassen sich auch hier Ratengleichungen fiir die an der
Reaktion beteiligten Intermediate aufstellen:

dM]

L k(M) — ka[M)(S), (2.48)
d[i‘ft L JaIMI[S] + ko[ M*S] — (k1 + )[MS] und (2.49)
d[]\flt*S] = ko[MS] — k_o[M™S]. (2.50)

Unter der Annahme von Substratsiittigung ([M]o < [S]o), eines stationiren Ubergangs-
zustands (d%s] = 0) sowie einer schnellen Assoziationsreaktion, die von einer lang-

samen Umordnung gefolgt wird (k1[S]o + k_1 > ko + k_5) folgt, dass die Anderung
der Konzentration des Produkts durch die Uberlagerung von zwei Exponentialfunktio-
nen beschrieben wird [60], aus denen sich zwei verschiedene Reaktionsgeschwindigkeiten
kobs1 und kopso extrahieren lassen. Diese sind mit den mikroskopischen Reaktionskon-
stanten iiber

kobsl =k [S] + k_; und (251)
k2[S]o

kobs2 = —m———— + k_ 2.52

b2 [Slo+ Kp 2 (2.52)

verkniipft, wobei Kp = %1 [61]. Die Gleichung 2.52 basiert auf dem Michaelis-Menten-
Mechanismus [62] der oft zur Beschreibung von Enzymkinetiken herangezogen wird. In
der klassischen Michaelis-Menten-Gleichung wird jedoch die Riickreaktion des zweiten
Reaktionsschritts vernachléssigt. Diese Annahme ist in der Ligandenbindung nicht mehr
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ohne weiteres haltbar.

Fiir viele Bindungsreaktionen befindet sich k,ps1 jenseits der Zeitauflosung des Systems,
so dass nur ke beobachtet werden kann. Fiir den Fall, dass die Riickreaktion des zweiten
Reaktionsschritts k_o vernachléssigbar klein ist, kann Gleichung 2.52 in die Lineweaver-
Burk-Gleichung umgewandelt werden:

L _Kpl 1
kobsQ k2 SO k2

(2.53)

die die Bestimmung der Reaktionskonstanten auf eine lineare Regression zuriickfithrt
und somit deutlich vereinfacht.






3 Zeitaufgeloste Spektroskopie im Sichtbaren

Im folgenden Kapitel werden die verschiedenen Techniken dargestellt, mit deren Hilfe
eine Untersuchung der Dynamik von RNA auf verschiedenen Zeitbereichen erfolgen soll.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Messapparaturen implementiert, mit
deren Hilfe die Detektion zeitabhéingiger Fluoreszenz von Sekunden bis Femtosekunden
erfolgen kann und die somit die Anwendbarkeit auf eine grofle Zahl an Systemen erlau-
ben.

Fiir den Femtosekundenbereich wurde mit der Technik der Fluoreszenzaufkonvertie-
rung (Kapitel 3.5) gearbeitet, die in einem integrierten Aufbau gemeinsam mit dem zeit-
korrelierten Einzelphotonenzihlen (Time Correlated Single Photon Counting, TCSPC;
Kapitel 3.4) betrieben wird. Letzteres deckt den Bereich von Nano- bis Millisekunden
ab. Um langsame Prozesse zu beobachten wurde schliefSlich auf die Technik des Stopped-
Flow (Kapitel 3.1) zuriickgegriffen.

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit implementierten drei Messapparaturen im
Detail beschrieben und charakterisiert. Zusétzlich erfolgt bei den umfangreicheren Auf-
bauten des TCSPC und der Aufkonvertierung eine Darstellung der Funktionalitit an-
hand einiger im Rahmen dieser Arbeit bearbeiteten Teilprojekte. Mit Hilfe des TCSPC
wird die Lebensdauer des fluoreszierenden Substrates Ethidiumbromid beim Transport
durch das small multidrug resistance protein TbSMR untersucht (Kapitel 3.4.3). Die
Fluoreszenzaufkonvertierung wurde zur Aufklirung der Lebensdauern des organischen
Pigment Yellow 101(Kapitel 3.5.3), des sensorischen Proteins Channelrhodopsin IT (Ka-
pitel 3.5.4), sowie des Radikalkations des in der Photosynthese wichtigen Astaxanthins
(Kapitel 3.5.5) verwendet.

Zusétzlich zu diesen Techniken wird in diesem Kapitel auch eine kurze Einfiihrung
in die im Rahmen der Arbeit mehrfach verwendete transiente Absorption im Sichtbaren
gegeben (Kapitel 3.3), mit deren Ergebnissen sich die Resultate der Kurzzeitfluoreszenz-
messungen ergianzen und iiberlagern.

3.1 Spektroskopie mit Hilfe einer Stopped-Flow-Apparatur

3.1.1 Funktionsprinzip

Die Stopped-Flow-Technik ist eine Abwandlung der Strémungsmethoden zur Beobach-
tung zeitlicher Reaktionsverldufe [63, 64]. Zur Untersuchung solcher Prozesse ist insbe-
sondere die Bereitstellung definierter Anfangsbedingungen von Bedeutung, da besonders
bei schnellen Reaktionen die Mischzeit leicht die Reaktionszeit iiberschreiten kann. Eine
Kontrolle des Mischvorganges ist somit unerlésslich.
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Abbildung 3.1. (a) Schematischer Aufbau einer Stopped-Flow-Apparatur in Absorptions-
konfiguration: Die Edukte werden in Spritzen prépariert, die dann mti Bilfe eines Berger-
Ball-Mixers [65] schnell miteinander vermischt werden.Ein mechanischer Stop priipariert einen
stationdren Zustand, innerhalb dessen sich die Reaktion ungestort entwickelt und mit Hilfe
optisch-spektroskopischer Methoden beobachtet werden kann.Der linke Teil der Grafik zeigt
eine Schemazeichnung einer Stopped-Flow. Im Abbildungsteil (b) ist ein Foto der im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Stopped-Flow-Apparatur der Firma BioLogic mit selbst gebauter
Optik zu sehen. Der Einschub zeigt ein Foto der Beobachtungskammer, die zu diesem Zeitpunkt
mit Rhodamin 6G [66] gefiillt war, und mit einer Leuchtdiode bei 420 nm angeregt wurde.

Bei einem Stromungsrohr als einfachster Stromungsmethode nimmt die Menge der Eduk-
te entlang des Stromungsweges ab. Ein definierter Ort kann also bei bekannter Stréum-
ungsgeschwindigkeit unzweifelhaft einer bestimmten Zeit zugeordnet werden. Durch Be-
obachtung einer Eigenschaft von Edukten oder Produkten (z.B. Absorption, Fluores-
zenz) an verschiedenen Orten entlang des Rohrs kann somit ein Riickschluss auf den
Verlauf der Reaktion gezogen werden. Diese Methode bietet jedoch gerade fiir biolo-
gische Proben eine Reihe von Nachteilen, angefangen von dem hohen Eduktverbrauch
iiber die geringe erreichbare Zeitauflosung, bis zu der moglicherweise axialen Durchmi-
schung der Edukte, die zu einem zusétzlichen, nur schwer zu beziffernden Nebeneffekt
fithren wiirde [63].

Bei einer Stopped-Flow-Apparatur, wird anders als beim Stromungsrohr, der Fluss der
Edukte nach einer definierten Zeit durch ein Stopventil angehalten. Nach diesem Stop
lduft am Beobachtungspunkt die Reaktion nahezu ungestort ab. Hier ist der Eduktver-
brauch deutlich geringer und die axiale Durchmischung wird durch das Anhalten des
Eduktflusses merklich verringert.

Abbildung 3.1 zeigt den schematischen Aufbau einer solchen Apparatur. In zwei
Spritzen befinden sich die Edukte, die bei Start der Messung in einen Mischer gegeben
werden. Sehr gebduchlich ist hier der Berger-Ball-Mixer [65], bei dem die Fliissigkeiten
iiber einen Ball geleitet werden. Die so entstehenden turbulenten Stromungen sorgen
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fiir eine sehr gute Durchmischung der Edukte vor der Weiterleitung in die Beobach-
tungskiivette.

Nach einer definierten Mischzeit, bei der mindestens das gesamte Volumen der Misch-
apparatur und der Beobachtungskiivette ausgetauscht werden sollte, wird die Stromung
der Edukte angehalten. Dies kann mit Hilfe eines einfachen Anschlags einer Spritze an
einem Stop oder mit Hilfe eines schliefenden Ventils geschehen.

Die Beobachtungskiivette selbst von allen Seiten aus zugénglich und erlaubt die Anwen-
dung optischer Spektroskopie auf die reagierende Losung. Wihrend sich bei Absorp-
tionsmessungen Lichtquelle, Probe und Detektor in Reihe befinden, wird Fluoreszenz
zweckméfigerweise im rechten Winkel zur Anregung detektiert, um minimale Stérung
der Messung durch Streuung zu gewéhrleisten.

Die heutige Detektortechnik erlaubt ohne weiteres das Erreichen von Zeitauflosungen im
Mikrosekundenbereich. Limitierend fiir die Zeitauflésung einer Stopped-Flow-Apparatur
ist somit weniger die Detektion an sich, sondern vielmehr die Dauer des Mischprozesses
und somit die Stromungsdauer durch Mischer und Kiivette. Somit ist es von Interesse,
die Wege innerhalb des Mischers moglichst kurz und die Kiivette moglichst klein zu hal-
ten, wobei letzteres auch zu einer Reduktion des detektierten Signals fithrt. Ein weiterer
EinfluB8 entsteht durch die Stromungsgeschwindigkeit der Edukte, die moglichst hoch
sein sollte und dennoch ein vollsténdiges Spiilen der Kiivette garantieren muss.

3.1.2 Experimentelle Details des Messaufbaus

In dieser Arbeit wurde eine Biologic SFM 20! zusammen mit einem selbst gebauten
Anregungs- und Detektionssystem (Detektor Hamamatsu PMT H9656-20%) verwendet.
Die Stopped-Flow stellt zwei Eduktspritzen bereit, die unabhéngig voneinander durch
Schrittmotoren angesteuert werden kénnen um das Mischverhéltnis der Edukte variabel
zu halten. Die Mischung wird mit einem Berger-Ball-Mixer erreicht. Zwei verschiedene
Kiivetten mit unterschiedlichem Volumen werden je nach Experiment verwendet. Die
FC-08-Kiivette mit einem Totvolumen von 15,6 ul verursacht Totzeiten von mindestens
1,6 ms. Durch das geringe Volumen ist jedoch die Signalausbeute auch deutlich geringer
als bei der FC-20-Kiivette, deren minimale Totzeit mit 6,6 ms etwas hoher liegt [67].
Bei Nutzung der FC-08 liegt das minimal verwendbare Probenvolumen bei 66 pl. Dieses
niedrige Volumen ist insbesondere bei Biomolekiilen, die im allgemeinen nur in geringer
Menge vorliegen, wiinschenswert. Die Anregung der Probe erfolgt mit Hilfe aus verschie-
denen Wellenldngenbereichen selektierter LEDs, die im Allgemeinen eine Bandbreite von
etwa 10 nm aufweisen.

3.2 Generierung von Anregungswellenlingen im sichtbaren und
im UV-Bereich

Um die kombinierte TCSPC-Aufkonvertierungs- Apparatur in ihrer Anwendung mdoglichst
variabel zu halten, war es notwendig, Fluoreszenzanregung iiber einen weiten Spek-
tralbereich zu ermdoglichen. Hierbei wurde auf drei verschiedene nichtlineare Prozesse
zuriickgegriffen, die vom Sichtbaren bis ins UV hin eine nahezu liickenlose Einstellung
der Anregungswellenlénge zur Verfiigung stellen. Diese werden im forgenden nur kurz
vorgestellt.

! BioLogic, 1 rue de 'Europe, Claix 38640, Frankreich, http://www.bio-logic.info/
2 Hamamatsu Photonics, Arzbergerstr. 10, 82211 Herrsching am Ammersee, Deutschland,
http://www.hamamatsu.com
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Abbildung 3.2. Spektrum eines durch Frequenzverdopplung erzeugten Pulses bei 415 nm:
Die Pulsbreite von 3,5nm ist deutlich schmaler als die der Laserfundamentalen (siehe Abbil-
dung 2.5). Der Grund hierfiir liegt in der Tatsache, dass hochenergetische Pulsteile eine deutlich
bessere Konversionseflizienz aufweisen als niederenergetische und der Puls somit spektral kom-
primiert wird.

3.2.1 Frequenzverdopplung

Die sowohl fiir die Messung pyrenmodifizierter RNA (Kapitel 4) als auch fir das
tetrazyklin-bindende Aptamer(Kapitel 5) verwendete Anregung ist die der Frequenz-
verdopplung (Second Harmonic Generation: SHG), die auf dem gleichnamigen nicht-
linearen optischen Prozess erster Ordnung beruht(siehe Kapitel 2.3). Hierbei wird die
Laserfundamentale in einen 3 - Barium-Borat-Kristall (BBO) mit Anschnittwinkel 28,5°
zur optischen Achse gefiihrt. Dieser Winkel liegt nahe dem optimalen Phasenanpassungs-
winkel (siehe Kapitel 2.3.3), der nach Berechnung mit Hilfe des Programms SNLO? fiir
die moglichen Laserwellenlédngen zwischen 27,9° und 30,8° liegt [68]. Hierbei entsteht
Licht doppelter Frequenz. Somit lésst sich hiermit aufgrund der Durchstimmbarkeit des
verwendeten Lasers Anregungslicht in der Region zwischen 380 nm und 420 nm erzeugen.
Abbildung 3.2 zeigt das Spektrum der Frequenzverdoppelten bei einer Laserwellenlénge
von 830 nm.

3.2.2 NOPA - Noncollinear Optical Parametrical Amplifier

Ein Noncollinear Optical Parametrical Amplifier (NOPA) ist ein Spezialfall der optisch-
parametrischen Verstédrker, deren Funktion darin besteht, aus einem kurzen, nahinfra-
roten Laserpuls Anregungspulse variabler Wellenldnge zu erzeugen. Grundlage ist zum
einen ein umgekehrter Summenfrequenzprozess (siehe Kapitel 2.3.1), zum zweiten ein
Seedprozess, der aus einer bisher unspezifischen Konversion die gewiinschte Wellenldnge
selektiert [49, 69, 70]. Aus dem Fermatschen Prinzip [43] folgt, dass der Lichtweg fur
einen beliebigen optischen Prozess umkehrbar sein muss. Somit ist es auch moglich,
daf in einer Umkehrung des Summenfrequenzprozesses aus einem Photon der Energie

3 AS-Photonics, LLC 8500 Menaul Blvd. NE Suite, B-335 Albuquerque, New Mexico 87112,
USA, http://www.as-photonics.com/SNLO
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Abbildung 3.3. Schematischer Aufbau eines NOPA: Durch einen Strahlteiler wird ein klei-
ner Teil des einfallenden Lichtes abgetrennt, mit Hilfe dessen in einem Saphirkristall von 2 mm
Durchmesser gechirptes WeiBlicht erzeugt wird. Der Hauptteil des einfallenden Lichtes wird zur
Erzeugung der Frequenzverdoppelten in einem BBO-Kristall mit © = 28,5° und d = 0,2 mm
verwendet. In einem BBO-Kristall mit © = 29° und d = 2 mm wird aus dem frequenzverdoppel-
ten Strahl Superfluoreszenz erzeugt, die mit Hilfe des zeitlichen Uberlapps mit dem gechirpten
Weifllicht auf der gewiinschten Wellenldnge betrieben wird.

hvy zwei Photonen der Energie hvo und hry mit vy = vs + v3 erzeugt werden. Dieser
Prozess wird als Superfluoreszenz bezeichnet und lduft fiir alle Wellenléngen, fiir die
die Phasenanpassungsbedingungen (Siehe Kapitel 2.3.3) erfiillt sind, parallel ab. Un-
ter Uberlagerung des Strahls mit einem Seedstrahl definierter Wellenléinge ist es jedoch
moglich, die Superfluoreszenz priferiert auf einer bestimmten Wellenldnge ablaufen zu
lassen.

Die Besonderheit eines NOPA liegt darin, dass durch nichtkollinearen Einfall von Pump-
und Seedstrahl Phasenanpassung fiir alle erzeugbaren Wellenléingen bei demselben An-
passungswinkel erfiillt ist. Dies erlaubt eine besonders einfache Durchstimmbarkeit. Ab-
bildung 3.3 zeigt den schematischen Aufbau eines NOPA. Durch einen Strahlteiler wird
das einfallende Licht auf zwei verschiedene Strahlen aufgeteilt. Der Hauptanteil (c.a.
95 %) wird zur Generierung der Superfluoreszenz verwendet. Zunichst wird der Durch-
messer des Strahls {iber ein Teleskopsystem verkleinert und dann mit Hilfe eines BBO-
Kristalls (© = 28,5°, d = 0,2mm) frequenzverdoppelt.

Der frequenzverdoppelte Strahl wird dann schriig in den NOPA-Kristall (BBO, © = 29°,
d = 2mm) gefiihrt, wo Superfluoreszenz erzeugt wird.

Die verbliebenen 5% des einfallenden Lichtes werden iiber eine verstellbare Verzoge-
rungsstrecke geleitet und nach dem Durchgang durch eine Blende in einen Saphirkris-
tall (d = 2mm) fokussiert. Durch ein Zusammenwirken von Selbstphasenmodulation,
Selbstfokussierung und Vierwellenmischen (siche Kapitel 2.3) bildet sich bei passenden
Intensitéts- und Modenvoraussetzungen sogenanntes Monofilamentweiflicht aus [71-73].
Es zeichnet sich durch ein mehrere 100 nm breites spektrales Profil aus und besitzt eine
Pulsdauer im Picosekundenbereich. Zudem weist das Weifllicht einen positiven Chirp
auf.

Dieses Weifllicht wird nun im BBO Kristall mit dem frequenzverdoppelten Strahl rdum-
lich und zeitlich iiberlagert. Da das Weifllicht eine wesentlich ldngere Pulsdauer als der
frequenzverdoppelte Strahl besitzt, kann immer nur ein Teil des Weifilichtes mit dem
Pumppuls interagieren. Aufgrund des positiven Chirps ist dieser Teil auch spektral deut-
lich schmaler.

Durch die Uberlagerung des Pumppulses mit einem Seed wird Superfluoreszenzgenerie-
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Abbildung 3.4. Aufstellung exemplarischer NOPA-Pulse: In Richtung des roten Ende des
Spektrums werden die Pulsbreiten im Vergleich zur optimalen Operation im griinen Bereich
deutlich gréBer. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden die Intensitéiten aller Pulse auf 1 nor-
miert. Es lassen sich im bei der verwendeten Konfiguration im griinen Spektralbereich die
besten NOPA-Intensitéiten erreichen.

rung auf der Seedwellenlénge deutlich préferiert. Durch Verlangerung oder Verkiirzung
der Wegstrecke des Weifllichtes ist es nun moglich, verschiedene Anteile des Seedpul-
ses mit dem Pumpuls zu iiberlagern. Je nach spektraler Charakteristik der zeitlichen
Uberlagerung kann so iiber die gesamte Bandbreite des WeiBlichts hochintensives An-
regungslicht erzeugt werden. Abbildung 3.4 zeigt die spektralen Charakteristika einer
Reihe von Anregungspulsen, die im Rahmen dieser Arbeit in unserem Labor erzeugt
wurden, die Pulsbreite und Anregungsenergie kénnen je nach Justage in einem gewissen
Bereich variiert werden. Nach der Erzeugung wird der immer noch mit einem Chirp
behaftete NOPA-Puls durch einen Prismenkompressor (siehe Kapitel 2.3.4) zeitlich zu-
sammengeschoben. Da es in der Fluoreszenzspektroskopie von grofier Bedeutung ist,
Anregung und Detektionssignal spektral von einander zu trennen, werden Uberreste
von Superfluoreszenz und Weifllicht im NOPA-Signal im Kompressor selbst durch eine
Modenblende abgeblockt, um eine grofiere spektrale Reinheit des Pulses zu garantieren.

3.2.3 SFG - Sum Frequency Generation

Um Anregungsenergien im ultravioletten Spektralbereich zu erreichen, muss die aus dem
NOPA erhaltene Wellenldnge noch weiter konvertiert werden. Dies ist mit Hilfe der Sum-
menfrequenzgenerierung moglich, die spéater auch bei der Fluoreszenzaufkonvertierung
Verwendung findet (siehe Kapitel 2.3.1). Das NOPA-Licht wird mit der Laserfundamen-
talen in einem BBO-Kristall (© = 51°, d = 0,1 mm) iiberlagert, es entsteht Licht der
Summenfrequenz. In anbetracht der moglichen Bandbreite des NOPA-Lichts ergibt dies
mogliche Anregungswellenldngen von etwa 300 nm bis 360 nm.
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3.3 Transiente Absorption im sichtbaren Spektralbereich

Zusétzlich zu den oben und im néichsten Abschnitt beschriebenen, im Rahmen die-
ser Arbeit aufgebauten, zeitaufgelosten Fluoreszenztechniken wurden als Grundlage
und Ergédnzung zu den Emissionsmessungen auch zeitaufgeloste Absorptionsmessungen
durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um eine klassische Pump-Probe-Technik, bei der
die Probe zunichst angeregt, und die Absorption des angeregten Zustandes dann zu
verschiedenen Verzogerungszeiten abgetastet wird [32, 74].

In diesem Fall diente ein bei 775 nm operierendes Clark CPA 2001 Femtosekundenla-
sersystem? als Pulsquelle. Die Anregung erfolgte wie bei der zeitaufgelosten Fluores-
zenzspektroskopie mit Hilfe nichtlinearer Techniken. Zur Abtastung wurde ein Teil der
Fundamentalen in eine Saphir- oder CaFs- Scheibe fokussiert, um Weillicht zu erzeugen
(siehe Kapitel 3.2.2). Hierbei bietet in einem Saphir generiertes Weifllicht die Moglich-
keit, ab etwa 400 nm messen zu kénnen, wihrend mit CaFs bereits Weifllicht um 350 nm
vorhanden ist.

Detektion von Proben- und Referenzsignal erfolgte mit zwei baugleichen Spektrogra-
phen (Hamamatsu S4114-46Q), 42 Kaniile®), die eine Wellenléingenauflésung von 8 nm
bieten. Mit einem Chopper wurde jeder zweite Anregungspuls abgedeckt, um das Dif-
ferenzsignal zwischen angeregter und unangeregter Probe zu bestimmen. Genauere Be-
schreibungen des Aufbaus sind nicht Gegenstand dieser Arbeit und finden sich zum Bei-
spiel in den Doktorarbeiten von Sergiu Amarie [75] oder Martin Lenz [76]. Abbildung 3.5
zeigt eine Zusammenstellung moglicher, im transienten Absorptionssignal auftauchen-
den Signale, die hier zum spéteren, leichteren Verstéindnis der Spektren kurz erklart
werden sollen. Im Abbildungsteil a) ist das sogenannte Grundzustandsbleichen ( Ground
state bleach: GSB) dargestellt, das dadurch entsteht, daf} sich durch die Anregung deut-
lich weniger Molekiile im Grundzustand befinden, als in der unangeregten Probe. Somit
ist das Absorptionssignal in dieser Bande geringer und taucht als negatives Signal im
Spektrum auf. Das Signal verschwindet im Zeitverlauf mit der Geschwindigkeit, mit der
der Grundzustand durch die natiirliche Dynamik des Systems wieder aufpopuliert wird.
Geht ein Teil der Population durch Zerfall Photoprodukte verloren, so erholt sich das
Differenzsignal nicht vollstandig.

Gleichzeitig ist, wie in Abbildungsteil b) dargestellt in der angeregten Probe im Ge-
gensatz zur unangeregten nun ein Ubergang aus dem S; in hoher angeregte Zustéinde
moglich. Die so entstehende positive Bande wird als Absorption des angeregten Zu-
standes (Fzcited State Absorption: ESA) bezeichnet. Sie ist oft durch eine dynamische
Verschiebung iiberlagert, die durch den vibratorischen Zerfall auf der ersten angeregten
Zustandsflache verursacht wird. Das Signal zerféllt mit der Lebensdauer des ersten ange-
regten Zustandes und die Dynamik des Zerfalls gibt Hinweise auf die Zahl der moéglichen
Zerfallswege und -produkte.

Ein drittes hiufig auftretendes Signal ist die in Abbildungsteil ¢) dargestellte stimulier-
ter Emission (SE), das auf der Fluoreszenzwellenldnge auftritt, wie im rechten Teil von
Abbildung 3.5 dargelegt. Thre Dynamik entspricht der der Fluoreszenz.

Zuséatzlich zu diesen besonders hiufig auftretenden Signalen werden oft dynamische
Shifts (Verschiebung einer ESA-Bande), die Entstehung von Photoprodukten (keine
vollstandige Erholung des GSB, Auftreten einer zusitzlichen, mit der Absorption des

4 Clark-MXR, Inc., 7300 W. Huron River Dr., Dexter, 48130 Missouri, USA,
http://www.cmxr.com/

5 Hamamatsu Photonics, Arzbergerstr. 10, 82211 Herrsching am Ammersee, Deutschland,
http://www.hamamatsu.com
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Abbildung 3.5. Erlduterung moglicher in der transienten Absorption auftauchender Signale
anhand simulierter transienter Absorptionsspektren fiir die einzelnen auftretenden Effekte (Die
Spektren sind farbcodiert, wobei rot positive Absorptionsdnderung gegeniiber er unangereg-
ten Probe und blau negative Absorptionséinderung darstellen): a) Die Anregung fiihrt zu einer
deutlichen Schwéchung des Grundzustandsiibergangs im Vergleich zur unangeregten Probe, da
sich ein signifikanter Teil der Probe in diesem Falle nicht mehr im Grundzustand befindet. Dies
fithrt zu einem negativen Differenzsignal in der Absorptionsmessung. b) Durch die Anregung
des Molekiils befindet sich eine signifikante Population im ersten angeregten Zustand. Von dort
aus sind nun Ubergiinge in hdher angeregte Zustinde méglich. Dies taucht in den Spektren als
positives Differenzsignal auf, da in diesem Spektralbereich die Absorption im Vergleich zu der
unangeregten Probe erhoht ist. ¢) Die Anregung in den ersten angeregten Zustand ermdoglicht
das Auftreten stimulierter Emission in den Grundzustand. Da bei stimulierter Emission im Ver-
gleich zu der unangeregten Probe mehr Photonen auf den Detektor auftreffen, wird dieser Effekt
ebenfalls als negatives Differenzsignal interpretiert.Zusétzlich treten noch andere Beitrige wie
z.B. dynamische Bandverschiebungen, die Entstehung neuer Spezies oder die Population durch
Absorption nicht zugénglicher Zustinde auf und die einzelnen Spektralbereiche tiberlappen sich
zum Teil signifikant.

Photoprodukts assoziierten Differenzbande) oder die transiente Population von Inter-
mediaten (als zunéchst positives Differenzsignal, das bei spéteren Zeiten wieder zerfillt)
beobachtet. In komplexen Systemen iiberlagern sich die einzelnen transienten Absorpti-
onsbanden oft, so dass eine sehr sorgfiltige mathematische Auswertung der Daten mit
Hilfe einer globalen Fitroutine wie in Kapitel B.2 beschrieben und eine Zuordnung der
zu den Zerfallskonstanten gehorigen erhaltenen Amplitudenspektren (decay associated
spectra: DAS) unerlésslich ist.
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Abbildung 3.6. Schematischer Aufbau eines TCSPC-Experiments: Gleichzeitig mit der An-
regung der fluoreszierenden Probe wird ein Startsignal an eine Zihlelektronik gesendet. Die
Fluoreszenz der Probe wird durch einen Monochromator vom Anregungslicht separiert und
dann in Form von Einzelereignissen als Stopsignal an die Zahlelektronik weiter gegeben. Viel-
fache Wiederholung dieser Messung ergibt ein Histogramm, aus dessen Verlauf die Lebensdauer
der Fluoreszenz der Probe extrahiert werden kann.

3.4 Zeitkorreliertes Einzelphotonenzihlen

3.4.1 Funktionsprinzip

Die Technik des zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlen (Time Correlated Single Photon
Counting: TCSPC) erméglicht die Bestimmung von Fluoreszenzlebensdauern im Nano-
sekundenbereich [77-80]. Sie fult auf der Bestimmung der Zeitdifferenz zwischen der
Anregung einer Probe und der Emission eines Fluoreszenzphotons mit Hilfe eines elek-
tronischen Zdhlers. Abbildung 3.6 zeigt ein typisches Schema eines TCSPC-Experiments.
Die Probe wird durch einen Laserpuls in den angeregten Zustand versetzt. Zugleich wird
das Signal des Laserpulses iiber eine Photodiode registriert und als Startsignal an eine
Zahlelektronik weiter gegeben. Die entstehende Fluoreszenz wird iiber einen Monochro-
mator spektral von der Anregung getrennt und dann mit Hilfe eines Einzelphotonen-
Photomultipliers detektiert. Das Einzelphotonenereignis gibt dann der Elektronik das
Stopsignal, die Zeitdifferenz zwischen Start und Stop wird registriert. Das mehrfache
Wiederholen dieser Messung ldsst schlielich ein Histogramm entstehen, das der Fluo-
reszenzabklingkurve der untersuchten Probe entspricht.

Da es sich bei TCSPC um eine Einzelphotonentechnik handelt, ist es von hoher Wichtig-
keit, das Fluoreszenzsignal nicht zu hoch werden zu lassen. Der Detektor unterscheidet
nicht zwischen einem und zwei registrierten Photonen und benétigt eine gewisse Er-
holungszeit, bevor er ein weiteres Mal in der Lage ist, ein Photon zu registrieren. Die
Wahrscheinlichkeit, ein Fluoreszenzphoton pro Anregung zu registrieren sollte also sehr
gering (1 %) sein. Unterhalb dieses Schwellenwertes ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein
zweites Photon im gleichen Zeitfenster registriert wird und somit verloren geht, unter
0,01 % und somit im allgemeinen vernachliissigbar. Deswegen wird in der Praxis oft ein
reversierter TCSPC-Aufbau verwendet, bei dem das ankommende Fluoreszenzphoton
als Startsignal und der néchste Laserpuls als Stopsignal registriert wird [81].
Limitierend fiir die Zeitauflosung eines TCSPC-Aufbaus ist die zeitliche Breite des La-
serpulses - was in Zeiten von Femtosekundenlasern jedoch nicht mehr die eigentliche
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Beschrinkung darstellt - und die Geschwindigkeit der verwendeten Elektronik. Insbe-
sondere gilt es zu beachten, dass die Anstiegszeit eines Detektors immer endlich ist
und somit der Zeitpunkt des eintreffenden Ereignisses um das Rauschen dieses Anstie-
ges verschmiert ist. Zeitauflosungen im zweistelligen Picosekundenbereich sind moglich,
stellen jedoch hohe Anforderungen an die Elektronik und die Stabilitdt der Me3bedin-
gungen [82]. Zusétzlich muss bei der Auswertung beachtet werden, daff eine Entfaltung
der Instrumentenantwort (Instrument Response Function: IRF) von der eigentlichen Ki-
netik erfolgen muss (Abschnitt B im Anhang dieser Arbeit geht niher auf diese Thematik
ein.).

3.4.2 Charakterisierung des Messaufbaus

Die in dieser Arbeit aufgebaute TCSPC-Anlage wurde in einer Kombination zusammen
mit der Technik der Fluoreszenzaufkonvertierung betrieben. Somit ist es notwendig,
dass samtliche Hardware den Anforderungen fiir beide Methoden geniigen muss. Die
Anregung erfolgte mit Hilfe des frequenzkonvertierten Spectra-Physics Tsunami-Spitfire
Systems (siehe Kapitel 2.4.3 und 3.2) das bei Wellenléngen zwischen 760 nm und 840 nm
betrieben werden kann. Die Pulsbreite betriagt zwischen 100 fs und 120 fs bei einer Ge-
samtleistung von 1,2 W und einer Repetitionsrate von 1kHz. Dies ist eine fiir TCSPC
eher niedrige Repetitionsrate - meist wird eher eine Lichtquelle mit Repetitionsraten im
Mhz-Bereich verwendet [81] - stellt aber bei stabilen Proben kein prinzipielles Problem
dar, sondern verldngert nur die Gesamtdauer der Messung.

Nach Transmission durch die Probe wird das Anregungslicht durch einen Strahlblocker
aufgefangen, das Streulicht aus der Probe durch einen passenden Farbglasfilter (Schott)
von der Fluoreszenz getrennt, und die Fluoreszenz mit Hilfe eines Off-Axis Paraboloid-
spiegels (Janos Technologies, A8037-2057) aufsammelt. Zum genaueren Strahlengang sei
auf Kapitel 3.5.2, und insbesondere Abbildung 3.13 verwiesen, wo der gesamte Aufbau
der Probenkammer im Detail dargestellt ist und die Verdnderungen fiir die TCSPC-
Konfiguration erklért werden.

Letztlich passiert das Fluoreszenzlicht einen Doppelmonochromator (Jobin-Yvon D3-
180 Gemini, Gitter 530 22 XXX, 330 nm holographic blaze®) und fillt danach auf einen
im Einzelphotonenmodus betriebenen Photomultiplier (Becker & Hickl PMC 100-4%).
Dieser gibt das Signal an die an einem Computer angeschlossene kommerzielle TCSPC-
Karte (Becker & Hickl, MSA-1000'°) weiter, die dann die Aufnahme der TCSPC-
Transiente itbernimmt.

Die TCSPC-Karte stellt eine nominelle Zeitauflosung von maximal 1 ns bei einer maxi-
malen Kanalzahl von 1024 Kanilen zur Verfiigung und funktioniert im Vorwértsmodus,
nimmt also das Lasersignal als Start- und das Fluoreszenzsignal als Stop-Punkt. Sie bie-
tet dariiber hinaus die Mo6glichkeit, mehrere Kanéle zu einem zusammen zu fassen und
somit zu einer maximalen Beobachtungsdauer von 131 us zu kommen. Dariiber hinaus

5 SCHOTT AG, Hattenbergstrasse 10, 55122 Mainz, Deutschland, http://www.schott.com
7 Janos Technology Inc., 55 Black Brook Rd., Keene, New Hampshire 03431-5044, USA,
http://www.janostech.com/

8 HORIBA Jobin Yvon GmbH, Hauptstr. 1, 82008 Unterhaching, Deutschland,
http://www.jobinyvon.de

9 Becker & Hickl GmbH, Nahmitzer Damm 30, 12277 Berlin, Deutschland,
http://www.becker-hickl.com

10 Becker & Hickl GmbH, Nahmitzer Damm 30, 12277 Berlin, Deutschland,
http://www.becker-hickl.com
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Abbildung 3.7. a) Instrumentenantwort des TCSPC-Experiments: Da die Anregung im Ver-
gleich mit der Kanalgréie der Messelektronik als instantan angesehen werden kann, reprasen-
tiert die Instrumentenantwort die Zeitauflosung der Apparatur. Ein Gauffit ergibt eine Halb-
wertsbreite von 1,2ns, was als grobe Richtlinie gelten kann, auch wenn es keine konkreten
Hinweise darauf gibt, dass die Instrumentenantwort tatséchlich einer Gaucharakteristik folgt.
b) Fluoreszenzabklingkurve von 20 pm Riboflavin in DMSO. Ein exponentieller Fit ergibt eine
Lebensdauer von 3,19 4+ 0,025 ns.

funktioniert die Karte nicht in einem einfachen, wie im vorherigen Abschnitt beschriebe-
nen Start-Stop-Modus, sondern ist {iber die gesamte Messdauer hin zur Signalaufnahme
bereit. Lediglich die Totzeit des PMC 100-4 von 4 ns muss als Randbedingung beriick-
sichtigt werden.

Die generelle Steuerung des Aufbaus erfolgt durch ein selbstgeschriebenes LabView-
Programm, das im Anhang A beschrieben wird.

Um das aufgebaute Instrument genauer zu charakterisieren, wurde die Instrumenten-
antwort(IRF) vermessen. Um diese werden die gemessenen Kurven dann spéter in der
Auswertung korrigiert. Unter der IRF wird die Reaktion der Apparatur auf in instan-
tanes Signal, in diesem Falle zum Beispiel das Anregungssignal selbst verstanden. Ab-
bildung 3.7a zeigt die gemessene Instrumentenantwort fiir eine Anregung bei 400 nm.
Das Ausschmieren des urspriinglich instantanen Signals beruht auf der endlichen An-
stiegszeit des Detektors. Um eine Abschétzung iiber die Genauigkeit der Messapparatur
zu erlangen, wurde die Instrumentenantwort mit einer Gauflfunktion gefittet. Es ergab
sich eine Halbwertsbreite von 1,2ns. Je nach Auswertungsmethode wird entweder die
IRF direkt eingerechnet oder durch den Gauf}fit angendhert, um die Kinetik von der
Instrumentenantwort zu trennen. Welche Auswertungsvariante gewihlt wurde, ist im
Folgenden bei den jeweiligen Messungen angegeben.

Zur Charakterisierung der Anlage wurden verschiedene Farbstoffe bekannter Ab-
klingzeit gemessen. Abbildung 3.7b zeigt die Fluoreszenzabklingkurve von Riboflavin in
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Abbildung 3.8. (a) Strukturformel des fluoreszierenden Substrates Ethidiumbromid. (b) Mo-
dell des Transportvorgangs. Das dimerisierte Protein transportiert mit Hilfe der kritischen
Aminosdure Glu-14 ein Substrat bei gleichzeitigem Protonenantiport. Der Prozefl bendtigt, um
effektiv ablaufen zu kénnen, einen Protonengradienten an der Membran.

DMSO. Die Fluoreszenzlebensdauer wurde nach Entfaltung der IRF nach Anhang B.1
mit 3,194 0,025 ns bestimmt. In der Literatur wird ein Wert von 3,18+0,005 ns angege-
ben [83], der bestimmte Wert liegt somit gut im Rahmen.

3.4.3 Ein Beispiel: Ethidiumbromid als fluoreszierendes Substrat fiir das
Transportprotein TbSMR

TbSMR

Das Protein TbSMR gehért zur Familie der Small Multidrug Resistance (SMR) Prote-
ine , die in Archéden ebenso wie in Bakterien gefunden werden. Aufgrund ihrer relativ
geringen Groéfle von nur vier transmembranen Helices gelten sie als passendes Modellsys-
tem zur Untersuchung typischer Substrat-Protonen-Antiporter. In der Zelle besteht ihre
physiologische Funktion darin, fiir die Zelle schidliche Substanzen aus der Zelle hinaus
zu transportieren und somit ein Uberleben der Zelle zu erméglichen [84]. Die Antibio-
tikaresistenz einiger Bakterien fufit zum Teil auf der Prédsenz von solchen Multidrug
Resistance Proteinen [85]. Somit ist es von grofler Bedeutung, den Transportmechanis-
mus dieser Proteinklasse aufzukliren.

Alle SMR-Proteine besitzen eine &hnliche Grofle im Bereich zwischen 11 - 12kDa, vier
transmembrane Helices und eine Schliisselaminoséure Glutamin 14 (Glu-14), die fiir den
Transportprozess relevant ist [86].

TbSMR entstammt dem Myobacterium tuberculosis und besitzt eine hohe Ahnlichkeit
(70 % Ahnlichkeit, 43 % Identitiit) zu dem am besten untersuchten SMR Escherichia coli
multidrug resistance protein E (EmrE) [87]. EmrE transportiert eine Reihe aromatischer,
positiv geladener Substrate und kommt als Dimer vor [88]. Ebenso wie TbSMR trans-
portiert es 2,4,6-Triphenylpyrylium-Tonen (TPP™), Acriflavin, Ethidiumbromid, Benzal-
konium und Methylviologen, TbSMR, transportiert zusétzlich noch Safranin O, Pyronin
Y und Erythromycin [87]. Das aufgestellte Transportmodell sieht vor, dass zunichst
das Substrat gebunden, dann unter Konformationsinderung des Molekiils transportiert
wird. Die Abgabe des Substrates wird durch die Bindung eines Protons ausgelost und
der Gegentransport dieses Protons fiihrt das Protein in seine urspriingliche Konfigu-
ration zuriick [89]. Es muss auf Basis dieser Hypotese einen Ubergangszustand geben,
wahrend dem das Molekiil an das Protein gebunden transportiert wird. Abbildung 3.8b
verdeutlicht die Verhéltnisse.
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Abbildung 3.9. a) Schema des kombinierten BR-TbSMR-Experiments: Lichtangeregtes BR
baut einen Protonengradienten iiber die Membran auf, gegen die TbSMR das fluoreszierende
Substrat Ethidiumbromid transportiert. b) Kurve [1] zeigt die Verdnderung der Ethidiumbro-
midfluoreszenz bei aulerhalb der Vesikel gequenchter Fluoreszenz, Kurve [2] zeigt den Anstieg
der Gesamtfluoreszenz. Abbildung b) entnommen aus Referenz [84].

Zur genaueren Charakterisierung dieses Zwischenzustands wurde das Substrat Ethidi-
umbromid gewéhlt (Abbildung 3.8a), da es eine umgebungsabhéingige Eigenfluoreszenz
besitzt. Es &ndert seine Fluoreszenz bei unterschiedlichen Polaritdten der Umgebung und
ist somit durchaus geeignet, einen Unterschied zwischen einem Zustand polarer Umge-
bung in Wasser und unpolarer Umgebung im Protein zu erkennen. Da der Transport des
Substrates nur gegen einen pH-Gradienten funktioniert, wurde in einem Transportassay
im Arbeitskreis Glaubitz!! ThSMR gemeinsam mit dem Membranprotein Bakteriorho-
dopsin (BR) rekonstituiert [84]. BR fungiert als lichtgesteuerte Protonenpumpe [90] und
kann so bei geeigneter Lichteinstrahlung und gerichteter Inkorporation in die Membran
einen stabilen Protonengradienten aufbauen [91] wie in Abbildung 3.9a erldutert. Teil
b) dieser Abbildung zeigt das Ergebnis des Experiments. Die mit [2] betitelte Kurve
zeigt den Anstieg der Ethidiumbromidfluoreszenz mit der Zeit. Dieser lidsst sich durch
ein suksessives Aufbauen des pH-Gradienten durch das Bakteriorhodopsin erkliren, das
nach einer gewissen Zeit in einen stationdren Zustand {ibergeht, bei dem der Proto-
nengradient gleichermassen stark auf- wie abgebaut wird. Bei dem mit [1] bezeichneten
Experiment wurde die Fluoreszenz auflerhalb der Vesikel mit Hilfe von KI gequencht.
Man erkennt nach einiger Zeit einen linearen Anstieg der Fluoreszenz, was fiir eine
gleichméBigen Aufnahme des Substrates in die Vesikel spricht.

Messung der Lebensdauern in transportiertem und nicht transportiertem
Zustand

Nach dem Nachweis der Funktionalitit des ThSMR-BR-Essays war es nun Ziel, die Le-
bensdauern des freien sowie des gebundenen Ethidiumbromid mit Hilfe eines TCSPC-
Experiments zu bestimmen um eindeutig nachzuweisen, dass es sich bei dem Fluores-
zenzanstieg um einen Effekt zweier verschiedener Umgebungen des Ethidiumbromides
handelt. Die Zahl der bestimmten Lebensdauern l&8t einen Riickschlu3 auf die Zahl
intermediérer Zustdnde wihrend des Transports zu.

Hierzu wurde die Ethidiumbromidfluoreszenz mit Hilfe des NOPAs bei 500 nm und ei-
ner Anregungsenergie von 250nJ pro Puls angeregt, wihrend die Bestrahlung des BR

1 nstitut fiir Biophysikalische Chemie, Goethe-Universitit Frankfurt
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Abbildung 3.10. Messung der Lebensdauern des belichteten und unbelichteten Proteins: Es
sind zwei verschiedene Populationen zu erkennen, deren Verhéltnis sich bei aktivem BR deutlich
verdndert.

breitbandig mit Hilfe einer Weillichtlampe (Hamamatsu Lightningcure LC!2) erfolgte.
Fiir die unbelichtete wie die belichtete Probe wurden Transienten bei 610 nm mit ins-
gesamt 10°> Wiederholungen aufgenommen. Beide Messungen wurden um das Streulicht
der Anregung korrigiert. Die Messung der belichteten Probe wurde zudem noch um das
Streulicht der Belichtungslampe korrigiert. Datenanpassung erfolgte mit Hilfe des IDL-
z20-Programmes (Kapitel B.2).

Die auf Maximalintensitit normierten Messungen und ihre Fitkurven finden sich in Ab-
bildung 3.10. Deutlich lassen sich zwei verschiedene Lebensdauern in den Datensétzen
erkennen. Die kiirzere Lebensdauer von 2,1 ns iiberwiegt bei unbelichtetem BR, wiahrend
die lingere Lebensdauer von 9,6 ns bei Belichtung von BR deutlich an Gewicht gewinnt.
Das Amplitudenverhéltnis von 6,8 zugunsten der kiirzeren Lebensdauer im unbelich-
teten Fall sinkt bei aktivem BR auf 2,6. Somit ldsst sich eine Zuordnung der beiden
Lebensdauern zu den zwei in der Probe vorhandenen Zustédnden des Ethidiumbromids
treffen. Die kiirzere Lebensdauer ldsst sich also mit freiem Ethidiumbromid in Losung as-
soziieren. Sie ist etwas linger als die in der Literatur angegebene Lebensdauer von Ethi-
diumbromid in Wasser, die mit 1,7 ns beziffert wird [92]. Die hier dargestellte Messung
wurde jedoch nicht in reinem Wasser, sondern in Phosphatpuffer bei physiologischem pH
durchgefiihrt, was zu einer Verldngerung der Lebensdauer fiihren kann. Weitere Abwei-
chungen sind moglicherweise durch eine nicht vollstdndig mégliche Korrektur der Streu-
hintergriinde entstanden, die sich besonders bei kurzen Zeiten auswirkt. Die ldngere Le-
bensdauer entspricht dem gebundenen Ethidiumbromid-Zustand. Die Verldngerung der
Lebensdauer spricht, ebenso wie die Erh6hung der Quantenausbeute, fiir eine stiarkere

12 Hamamatsu Photonics, Arzbergerstr. 10, D-82211 Herrsching am Ammersee, Deutschland,
http://www.hamamatsu.com
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konformationelle Einschrinkung des Substrates im Protein, da auf diese Weise vibra-
torische Deaktivation teilweise verhindert wird. Dies duflert sich in einem Anstieg der
Fluoreszenzquantenausbeute ebenso wie in einem Anstieg der Lebensdauer des angereg-
ten Zustandes.

Das Vorhandensein beider Zusténde auch im Falle inaktiven BRs ldsst sich mit unspe-
zifischem Transport aufgrund von in der Losung vorhandenen Protonen erkldren. Die
Rate der transportierten Molekiile ist jedoch deutlich geringer als im Falle eines kiinst-
lich erstellten Protonengradienten.

Es treten also zwei voneinander klar trennbare Fluoreszenzzustinde auf. Beiden Zu-
stdnden konnten klar voneinander verschiedene Lebensdauern zugewiesen werden, die
auf deutlich unterschiedliche Molekiilumgebungen schlielen lassen. Dem gebundenen Zu-
stand, dessen relative Amplitude im Vergleich zur ungebundenden bei aktivem BR deut-
lich steigt, wird die lingere Lebensdauer zugeordnet. Diese Beobachtung ist in Einklang
mit dem Anstieg der Quantenausbeute bei transportiertem Ethidiumbromid, ebenso wie
mit der Uberlegung, dass das Substrat innerhalb des Proteins eine substantiell geringere
Beweglichkeit als aulerhalb des TbSMR aufweist.

Aus dem Auftreten von nur zwei klar von einander trennbaren Fluoreszenzzustdnden
148t sich folgern, dass der Transport des Ethidiumbromids durch die Membran entweder
in einem einzigen Schritt erfolgt, oder die einzelnen Schritte keine wesentlichen Aus-
wirkungen auf die direkte Umgebung des Chromophors haben. Als dritte Erkldrung
ist es ebenfalls moglich, dass zusétzliche Bindungsschritte deutlich schneller als der
Haupttransportschritt ablaufen und somit eine Gleichgewichtspopulation besitzen, die
vernachléssigbar klein ist.

Die Diskriminierung zwischen diesen verschiedenen Moglichkeiten ist mit Hilfe der
Fluoreszenzlebensdauermessung nicht ohne weiteres moglich. Alternativ kann der Bin-
dungsprozess mit Hilfe beispielsweise der Stopped-Flow-Technik untersucht werden, wo
es leichter moglich ist, auch transiente Zustinde aufzulosen. Ebenso werden NMR-
Messungen in Zukunft ein deutlicheres Licht auf die Mechanistik des TbSMR werfen.

3.5 Fluoreszenzaufkonvertierung

3.5.1 Funktionsprinzip

Die Technik der Fluoreszenzaufkonvertierung ermoglicht die Bestimmung von Fluo-
reszenzlebensdauern im Femto- bis Picosekundenbereich [93-96]. Dem Prinzip der
Pump-Probe Spektroskopie folgend wird hier die Zeitauflésung durch Verzégerung und
Verkiirzung von Lichtwegen eméglicht.

Die Grundidee beruht auf der Summenfrequenzbildung zwischen der Fluoreszenz und
einem ultrakurzen, intensiven Laserpuls (Torpuls) in einem nichtlinearen optischen Kris-
tall. Abbildung 3.11 verdeutlicht den Prozess. Nach der Anregung wird die Fluoreszenz
in einen Kristall fokussiert. Hier erfolgt die Uberlagerung mit dem Torpuls, der iibli-
cherweise im Femtosekundenbereich liegt. Bei geeignet gewéhltem Winkel der optischen
Achse des Kristalls zum einfallenden Licht kann Phasenanpassung fiir den Prozess der
Summenfrequenzgenerierung (Kapitel 2.3.1) eingestellt werden. Das erzeugte Summen-
frequenzlicht ist der Intensitét der Fluoreszenz proportional. Durch diesen Prozess wird
ein kleiner, zeitlich definierter Teil des Fluoreszenzlichts spektral vom Rest der Fluores-
zenz getrennt und kann so durch einen Monochromator vom restlichen Licht abgetrennt
und detektiert werden. Zum Beispiel ergibt sich bei einer Fluoreszenz von 500 nm und
einem Gatepuls von 800 nm iiber )\1—3 = % + )\% eine Summenfrequenz von 307,7 nm.
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Abbildung 3.11. Prinzip der Fluoreszenzaufkonvertierung: Die Fluoreszenz wird in einem
doppelbrechenden Kristall mit einem kurzen, intensiven Laserpuls (Torpuls) iiberlagert (links).
Aus dem zeitlichen Uberlappbereich, in dieser Abbildung schraffiert dargelegt, wird Summen-
frequenzlicht (siehe Kapitel 2.3.1) erzeugt, das als eigentliches Signal detektiert wird. Durch
Verzogerung des Gatepulses gegeniiber der Fluoreszenzanregung kann nun eine Zeitauflssung
erreicht werden (oben). Mehrfache Wiederholung der Messung iiber den gesamten Zeitbereich
ergibt ein Histogramm, aus dem sich die Lebensdauer der Fluoreszenz extrahieren l&3t.

Die Zeitauflosung des Aufbaus ist durch die Kreuzkorrelation zwischen Anregung und
Gatepuls gegeben und lésst sich leicht durch Messung des aufkonvertierten Signals der
Anregung bestimmen. Dies wird im folgenden Abschnitt diskutiert.

3.5.2 Charakterisierung des Messaufbaus

Der im Rahmen dieser Arbeit erstellte Fluoreszenzaufkonvertierungs-Aufbau wurde mit
den in Kapitel 3.4.2 beschriebenen Geriten zur zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlung
betrieben. Eine Schemazeichnugn des gesamten Aufbaus findet sich in 3.13. Die An-
regung erfolgt wie oben bereits beschrieben je nach Probe mit Hilfe eines NOPA, der
Frequenzverdoppelten des Laserpulses oder der Summenfrequenz aus NOPA und Laser-
fundamentaler.

Wie bei dem TCSPC-Experiment wird der Anregungspuls bei einer Energie von
100-500 nJ in die Probe fokussiert. Es entsteht ein Fokus mit einem Durchmesser von et-
wa 200 pm, der eine leicht elliptische Form annimmt (sieche Abbildung 3.12), die auch die
Charakteristik des rdumlichen Laserprofils widerspiegelt. Mit Hilfe zweier Motoren wird
die in einer Kiivette mit einer Schichtdicke von 1 mm befindliche Probe in zwei Dimen-
sionen senkrecht zum einfallenden Anregungslicht bewegt, um fiir jede neue Anregung
frisches Probenvolumen zu garantieren. Die geringe rdumliche Dicke der Probe ist not-
wendig, da eine insbesondere zeitlich gleichméssige Anregung der Probe wiinschenswert
ist und Dispersionseffekte moglichst vermieden werden sollen. Zudem ist die Qualitit des
Fokus von entscheidender Bedeutung fiir die Effektivitéit des Prozesses der Aufkonver-
tierung und somit fiir die Funktionalitéit des gesamten Aufbaus, so dass ein rdumliches
Ausschmieren des Fokus ebenfalls moglichst vermieden werden sollte.

Das die Probe durchlaufende Anregungslicht wird hinter der Probe mit einem Strahl-
stopper abgefangen, und je nach Probe wird das Streulicht der Anregungswellenlénge
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Abbildung 3.12. Strahlprofil des Fokus eines NOPA-Pulses von 615nm in der Probe: a)
3-dimensionales Profil. Der Fokus zeigt leicht elliptische Form und ist zur linken Seite hin
asymmetrisch verschoben. b) Zweidimensionales Falschfarbenbild des Fokus. Die Anniherung
des Strahlprofils durch Gauifunktionen (TEMO00-Mode) ergibt eine elliptische Ausdehnung mit
den Hauptachsen von 230 pm und 180 pm.

mit einem Farbglasfilter (Schott!3) abgeblockt. Die Fluoreszenz wird durch einen Off-
Axis-Paraboloiden aufgefangen (Janos Technologies, A8037-205'%) und durch einen wei-
teren baugleichen Paraboloiden in einen Aufkonvertierungskristall fokussiert (BBO, z.B.
© = 51°, d = 0,1 mm, je nach Anwendung variierend). Hier wird die Fluoreszenz mit
dem mit langer Brennweite fokussierten Torpuls (Laserfundamentale, meist 800 nm,
120 uJ pro Puls) unter einem Winkel von 13,5° iiberlappt, da fiir diesen Winkel bei
nichtkollinearem Einfall von Fluoreszenz und Torpuls die Konversionseflizienz maximal
wird [96]. Nach der Aufkonvertierung wird das Signal durch eine UV-Linse (Quarz-
glas, f = 5cm) parallelisiert und durch eine Modenblende rdumlich von den anderen,
den Kristall verlassenden Strahlen wie Resten von Anregung und Torpuls, sowie dessen
Harmonischen, getrennt. Eine letzte Linse von 12,5 cm Brennweite fokussiert das Licht
in den Monochromator, an dessen Ende mit Hilfe eines Photomultipliers einzelne Fluo-
reszenzphotonen detektiert werden. Da TCSPC und Aufkonvertierung mit derselben
Elektronik betrieben werden, erhilt man hier nach lingerem Messen ein Signal, das in
zeitlicher Charakteristik der der Instrumentenantwort des TCSPC-Experiments gleicht.
Integration iiber dieses Signal ergibt dann die aufkonvertierte Fluoreszenzintensitét bei
den entsprechend gewéhlten Einstellungen. Die zeitliche Position des Torpulses relativ
zum Anregungspuls wird nun durch Verstellen eines Linearverschiebetischs (Physik In-
strumente, M 531 DD relative Genauigkeit 0,1 um) variiert, um somit das zeitliche
Profil des zu untersuchenden Signals aufzunehmen. Hierbei wird der erste Teil der Dy-
namik im linearen Scanmodus aufgenommen, bei dem die Schrittweite zwischen zwei
Messpunkten konstant bleibt. Der auf ldngeren Verzogerungszeiten angewandte expo-
nentielle Scanmodus variiert die Schrittweite von Messpunkt zu Messpunkt um einen
konstanten Faktor «. Die lineare Schrittweite, die Zahl der linearen Punkte, die Zahl der
exponentiellen Punkte sowie a sind frei wahlbar, als Rahmenbedingung bleibt lediglich
die maximale Verfahrldnge des Verschiebetischs von 30 cm, die hierbei einer Verzoge-
rung von 2ns entspricht, bestehen. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Steuerung des
Programms findet sich in Anhang A.

13 SCHOTT AG, Hattenbergstrasse 10, 55122 Mainz, Deutschland, http://www.schott.com

14 Janos Technology Inc., 55 Black Brook Rd., Keene, New Hampshire 03431-5044, USA,
http://www.janostech.com/

15 Physik Instrumente GmbH & Co. KG, Auf der Rémerstr. 1, 76228 Karlsruhe/Palmbach,
Deutschland, http://www.physikinstrumente.de/de/index.php
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Abbildung 3.13. Schemazeichnung des in dieser Arbeit aufgebauten kombinierten
TCSPC/Aufkonvertierungs-Aufbaus: Er kombiniert Merkmale beider Techniken. Fiir TCSPC-
Messungen wurde der Torpuls abgeblockt und die Modenblende hinter dem Kristall entfernt.

Abbildung 3.13 zeigt die Schemazeichnung des gesamten Experiments. Da TCSPC

und Aufkonvertierung auf den gleichen Gerdten beruhen, ist es zum Wechsel zwischen
beiden Techniken lediglich notwendig, den Torpuls abzublocken und die Modenblende
hinter dem Kristall zu entfernen. Die fiir die Aufkonvertierung zusétzlich nétige Op-
tik (Linsen, BBO-Kristall) sind fiir das Fluoreszenzlicht in Abwesenheit des Torpulses
nicht storend und kénnen somit am Ort verbleiben. Der grofie Vorteil des kombinierten
Experimentes liegt vor allen Dingen darin, dass durch exakt gleiche Anregungsbedingun-
gen und gleiche Strahlgeometrien absolut vergleichbare Versuchsbedingungen geschaffen
werden, und somit die Unterschiedlichkeit verschiedener Apparaturen als Fehlerquelle
im Vergleich ausscheidet.
Die Zeitauflosung eines Aufkonvertierungsexperiments ist durch die Kreuzkorrelation
zwischen Anregung und Torpuls gegeben. Sie ist gleichzeitig ein guter Hinweis auf die
Qualitdt von Justage und Strahlprofil. Die Korrelation zweier annéihernd gaussférmiger
Moden ergibt wiederum eine Gausskurve, da die Gaussfunktion invariant gegeniiber der
Fouriertransformation ist. Somit ergibt sich die Pulsbreite der Resultierenden durch

T3:\/T12+T22. (31)

Bei einem gut kollimierten NOPA sind Pulsbreiten von 30fs moglich [75], was unter
Einbeziehung einer Torpulsbreite von 100fs zu einer minimal moglichen Kreuzkorre-
lation von 104 fs fithrt. Die Frequenzverdoppelte ist fiir gewthnlich etwas ldnger als
der NOPA-Puls, da sich ihre Linge aus der Korrelation zweier Fundamentalpulse mit
7 = 100 fs nach Gleichung 3.1 ergibt. In der Praxis kommt eine Verbreiterung des Pulses
durch dispersive Optiken (z.B. die Kiivette und den Kristall selbst) hinzu, so dass die
zu erwartenden Pulse etwas langer sind. Abbildung 3.14 zeigt eine Kreuzkorrelation,
die bei Anregung mit der Frequenzverdoppelten des Laserpulses gemessen wurde. Die
Pulsbreite wurde mit 136 fs bestimmt. Dies wird auch als die Zeitauflosung des Aufbaus
betrachtet.
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Abbildung 3.14. Kreuzkorrelation des frequenzverdoppelten Pulses (400 nm) mit dem Tor-
puls (800 nm): Ein Gaussfit ergibt eine optimale Anpassung mit einer Pulsbreite von 136 fs. Der
kleine Nachpuls, der bei einer Verzoégerungszeit von etwa 0,75 ps entsteht, ist vom Schwerpunkt
der Kreuzkorrelation etwa 0,3 ps entfernt, was einer optischen Weglédnge von 90 um entspricht.
Vermutlich wird er durch eine Reflexion an einem Coating erzeugt und entstammt dem An-
regungspuls, da er bei einer simultanen Messung der Autokorrelation des Torpulses nicht zu
sehen war.

3.5.3 Beispiel 1: Fluoreszenz des Pigment Yellow 101

Ein erstes, mit der in dieser Arbeit erstellten Anlage untersuchtes Molekiil war das in un-
serer Arbeitsgruppe studierte Pigment Yellow 101 (PY101) [97], dessen Photodynamik
insbesondere im Rahmen der Doktorarbeit von Lisa Lorenz [98] und der Diplomarbeit
von Heike Staudt [99] untersucht wurde. Experimentell eignete es sich als Modellsystem
insbesondere dadurch, dass es in grofler Quantitdt vorhanden war und eine Fluores-
zenzdynamik im zweistelligen Picosekundenbereich erwarten liel, ein Zeitbereich, der
der Aufkonvertierung sehr gut zugénglich ist. Zudem besitzt das Molekiil eine akzepta-
bel hohe Quantenausbeute im Bereich von etwa 1072 [100], die ein ausgepriigtes Signal
erwarten lasst.

Das Pigment Yellow 101: Kein vo6llig gewhnliches Pigment

PY101 (2,2’-Dihydroxy-1,1’-naphtalazin) ist ein organisches Pigment, das seit mehr als
hundert Jahren bekannt ist und bereits seit langer Zeit in industrieller Produktion her-
gestellt wird. Aufgrund seiner intensiv gelben Farbe und der hohen Photostabilitét wird
es als Farbmittel sehr geschitzt und findet vor allem in Druckfarben oder Malerfarben
Anwendung [97]. Es ist das bis heute einzige bekannte Pigment, das seine Fluores-
zenzfihigkeit im Feststoff beibehélt. In unserer Gruppe, sowie in den Arbeitsgruppen
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Abbildung 3.15. Strukturformeln von PY101 (rechts) des nichtfluoreszierenden Pyrenderivats
1,1’-Naphtalazin (links). Die durchgezogenen Linien zeigen das Absorptions- und Fluoreszenz-
spektrum von PY101, wobei die Fluoreszenz rotverschoben im Vergleich zur Absorption ist. Die
gepunktete Linie entspricht der Absorption des nichtfluoreszierenden Derivats 1,1’-Naphtalazin
(entnommen aus Referenz [100]).

Schmidt '6 und Dreuw 7 war dieses Phinomen Gegenstand theoretischer und zeitauf-
gelost spektroskopischer Untersuchungen [100-102].

Eine Untersuchung verschiedener PY101-Derivate zeigte, dass die OH-Gruppen des Mo-
lekiils fiir die Fluoreszenzquantenausbeute von zentraler Bedeutung sind [101]. Der
Grund dafiir wurde mit Hilfe time dependent density function theory (TDDFT)-basierter
Rechnungen in einer Verschiebung der elektronisch angeregten Zustédnde bestimmt. Der
verbotene n*-Ubergang, der in Abwesenheit der OH-Gruppen den niedrigsten angereg-
ten Zustand darstellt, verschiebt sich in PY101 zu deutlich hoheren Energien, so dass
der niedrigste Ubergang nun ein 7n*-Zustand ist. Es konnte in der Theorie nachge-
wiesen werden, dass die Deaktivierung der Anregungsenergie in den nicht fluoreszenten
Derivaten iiber die CNN-Beugeschwingung stattfindet [101].

Zur genaueren Untersuchung der Photophysik von PY101 und entsprechenden Deri-
vaten, sowie der Verifizierung und Klirung des Deexitationsmechanismus wurden im
Rahmen der Doktorarbeit von Lisa Lorenz, sowie der Diplomarbeit von Heike Staudt
kurzzeitspektroskopische Messungen unternommen [98-100, 102]. In unserer Arbeits-
gruppe ausgefiihrte transiente Absorptionsmessungen im Sichtbaren zeigten eine kom-
plexe Photophysik des untersuchten Pigments (siche Abbildung 3.16). In Teil a) der
Abbildung ist ein 2-d Spektrum der transienten Absorptionsmessung an PY101 gezeigt.
Es lassen sich innerhalb des Spektrums verschiedene Bereiche erkennen. Das instanta-
ne Ausbleichen des Grundzustands ist als blaue Bande zwischen 370nm und 430 nm
zu erkennen. Ab etwa 450nm bis weit in den roten Bereich hinein, ist die angeregte
Zustandsabsorption zu erkennen, die bei etwa 510nm von der stimulierten Emission
durchbrochen wird. Eine globale Fitanalyse der vorliegenden Daten zeigte zusétzlich
zur Fluoreszenz Verschiebungen innerhalb des angeregten Zustandes sowie die Akku-
mulierung eines iiber den Beobachtungsbereich von 1 ns hinaus stabilen Photoproduktes
(sieche Schema Abbildung 3.16b). Mit Hilfe der theoretischen Berechnungen méglicher

16 Institut fiir Anorganische und Analytische Chemie, Goethe-Universitdt Frankfurt
7 Institut fiir Physikalische und Theoretische Chemie, Goethe-Universitit Frankfurt
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Abbildung 3.16. a) 2-d Spektrum des transienten Absorptionsspektrums von PY101. Die
Spektren sind farbcodiert, wobei rot fiir positive Absorptionsdnderung, blau fiir negative Ab-
sorptionsdnderung im Vergleich zur unangeregten Probe steht. Die x-Achse ist zwischen —1 ps
und 1ps linear und danach logarithmisch. Das Ausbleichen des Grundzustands ist zwischen
370 nm und 430 nm zu sehen, ab 450 nm taucht eine breite, von der stimulierten Emission bei
510 nm durchbrochene ESA auf. Ein globaler Fit der Daten zeigt eine komplexe Photophysik
auf, die sich nicht allein durch ein fluoreszierendes Chromophor erkldren ldsst [100]. b) Aus
den Daten gefolgertes Modell mit einer Enol-Keto-Umwandlung (Enol: Zustédnde A, B; Keto:
Zusténde C,E) sowie einem weiteren durch trans-cis-Isomerisierung entstehenden Zustand (D).
Details zur Datenanalyse und dem System finden sich in der Doktorarbeit von Lisa Lorenz [98]
(Abbildung entnommen aus Referenz [100]).

Molekiilkonformationen wurde auf die Existenz eines Keto-Zustandes (Buchstabe C, E
in Abbildung 3.16b) geschlossen, der sich auch in zeitaufgelosten infrarotspektrosko-
pischen Messungen nachweisen lief [102]. Die gesamte Photophysik des Pigments ist
komplex und wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen, weswegen fiir Details dieser
Untersuchungen auf die zitierte Literatur verwiesen wird.

Die globale Fitanalyse der gewonnenen transienten Absorptionsdaten zeigte einen
einzelnen Fluoreszenzzustand, der mit einer Lebensdauer von 63 ps zerfillt. Dem Mo-
dell folgend ist es jedoch durchaus moglich, dass sowohl Enol- als auch Keto-Zustand
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des Pigments in Losung fluoreszieren. Da jedoch die transiente Absorptionsmessung
eine Uberlagerung aller im sichtbaren befindlichen Signale darstellt, ist eine Identifizie-
rung der zugehorigen Fluoreszenzzeiten ebenso wie ein Nachweis ihrer Existenz schwie-
rig. Hierin liegt die Stéirke der Aufkonvertierungsmessung, die selektiv die Fluoreszenz
betrachtet und somit Uberlagerungseffekte ausschlieBt. Ziel der Messung der Lebens-
dauer des PY101 war demnach, die Zahl der fluoreszierenden Zusténde, sowie deren
Lebensdauern zu identifizieren, um eine eindeutigere Interpretation der bisher erlangten
Ergebnisse zu ermoglichen.

Messung der Lebensdauer

PY101 wurde in einer Konzentration von etwa 1 mM in Dichlormethan (DCM) geldst.
Das Pigment weist nur eine méaflige Loslichkeit auf, bei der verwendeten Konzentration
traten jedoch keine nennenswerten Stérungen wie durch starkes Streulicht erkennbare
Mikropartikel oder sichtbares Ausfallen des PY 101 auf. Der Farbstoff wurde aus der
Arbeitsgruppe von Prof. M. U. Schmidt '® erhalten und ohne weitere Aufreinigung ein-
gesetzt. Das Losungsmittel lag in analytischer Reinheit vor.

Die Anregung der Probe fiir die Messung der Aufkonvertierung erfolgte mit der
frequenzverdoppelten Laserfundamentalen bei 400 nm und einer Anregungsenergie von
etwa 500 nJ. Fiir den Torpuls wurde eine Energie von 150 uJ eingestellt. Grundzustands-
absorptionsspektren zur Uberpriifung des Probenzustands vor und nach der Messung
wurden aufgenommen und zeigten keinerlei Auffilligkeiten, die ein deutliches Degradie-
ren der Probe hitten anzeigen kénnen.

Anhand des Fluoreszenzspektrums wurden die Wellenlédngen 520 nm und 560 nm aus-
gewihlt, um das Verhalten der Emission an zwei verschiedenen Punkten des Spektrums
zu analysieren. Bei 520 nm wire eher eine Fluoreszenz der Enol-Form (also von Zustand
B nach Zustand A in Abbildung 3.16b) zu erwarten, wihrend um 550 nm der Ubergang
des Keto (von Zustand C nach Zustand E) vermutet wird [103]. Es wurde eine lineare
Schrittweite von 0,5 ps (50 Punkte) sowie a = 1,1 (55 Punkte) fiir die logarithmischen
Schritte verwendet. Die Messung wurde um das ebenfalls gemessene Hintergrundsignal
korrigiert.

Auf der linken Seite von Abbildung 3.17 ist die Kinetik des PY101 bei einer Wel-
lenldnge von 520 nm dargestellt. Unter der Annahme exponentieller Zerfille wird die Ki-
netik gut durch einen einzelnen Prozess beschrieben. Als Zerfallszeit wurde eine Lebens-
dauer von 80+1,3 ps bestimmt. Diese Zeit ist geringfiigig ldnger als die aus einem globa-
len Fit der transienten Absorptionsmessung erhaltene Zerfallszeit von 63 ps, liegt aber
in derselben Groflenordnung. Diskrepanzen koénnen sich beispielsweise durch deutlich
unterschiedliche Probenkonzentrationen, die die Lebensdauer des angeregten Zustands
durch Reabsorption unter Umsténden leicht verléngern, ergeben. Obwohl der spektrale
Uberlapp wie in Abbildung 3.15 gezeigt nur gering ist, ist er nichtverschwindend und
grof} genug um bei hohen verwendeten Probenkonzentrationen einen sichtbaren Effekt
zu produzierend. Zudem weisen beide Messungen deutlich unterschiedlich starkes Rau-
schen auf. Zudem ist der Fehler eines globalen Fits der transienten Absorptionsmessung,
wie in Kapitel B.2 diskutiert, nicht einfach zu beziffern so dass die bestimmten 63 ps
moglicherweise durch die Uberlappung verschiedener Banden verfilscht wurde. In bezug

'8 Institut fiir anorganische und analytische Chemie, Goethe-Universitit Frankfurt
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Abbildung 3.17. Links: Fluoreszenzaufkonvertierung von PY101 bei einer Wellenlédnge von
520 nm. Ein monoexponentieller Fit (rote Linie) ergab eine Lebensdauer des angeregten Zu-
stands von 80 + 1,3 ps. Rechts: Fluoreszenzaufkonvertierung von PY101 bei 520 nm und 560 nm,
normiert im Maximum. Im Rahmen der Messgenauigkeit ist kein Unterschied in den beiden
Transienten zu erkennen.

auf die Genauigkeit des Fits liegt der Vorteil eher auf der Seite der Aufkonvertierung, da
diese keine weiteren Signale neben der Fluoreszenz aufweist und aufgrund der gewéhlten
Einstellungen im relevanten Zeitbereich mehr Punkte aufnimmt.

Rechts in Abbildung 3.17 ist ein Vergleich der Transienten von 520 nm und 560 nm
gezeigt. Die Spektren wurden im Zeitnullpunkt auf 1 normiert, wie nach dem Fluores-
zenzspektrum zu erwarten, ist das urspriingliche Signal bei 560 nm leicht geringer als
das Signal bei 520 nm. Die Kinetik ist auf beiden Wellenldngen im Rahmen der Messge-
nauigkeit nicht voneinander zu unterscheiden, ein Fit der Transiente bei 560 nm ergibt
eine einstufige Lebensdauer des angeregten Zustandes von 92 £ 3,2 ps, die leicht hoher
als die der Transiente bei 520 nm liegt. Der Unterschied zwischen beiden Lebensdauern
ist jedoch verh#ltnisméfig gering, so dass es sich bei dem um 560 nm emittierenden Zu-
stand nicht um einen anderen Zustand als dem bei 520 nm emittierenden handeln sollte.

Eine weitere Messung bei 650 nm auf der Suche nach einer méglichen Keto-Fluores-
zenz auf anderen Wellenléingen blieb ergebnislos, somit konnte das Vorhandensein eines
weiteren, niederenergetischeren Fluoreszenzzustandes nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend ldsst sich hieraus folgern, dass die Fluoreszenz von P.Y.101 aus
einem einzigen Zustand gespeist wird. Die erhaltene Lebensdauer ist gut mit der aus
den Absorptionsmessung erhaltenen Lebensdauer der stimulierten Emission in Einklang
zu bringen und zeigt keine signifikante Wellenléngenabhéngigkeit der Fluoreszenz. Ver-
mutlich handelt es sich bei dem fluoreszierenden Zustand um das in Abbildung 3.16
gezeigte Enol-Konformer. Ein fluoreszierender Keto-Zustand konnte nicht nachgewiesen
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werden. Somit muss die Deaktivation des aus Infrarotmessungen bekannten Ketoform
auf strahlungslosen Pfaden erfolgen, die der Aufkonvertierung nicht zugénglich sind.

3.5.4 Beispiel 2: Ultraschnelle Fluoreszenz des Channelrhodopsin 11

Als weitere Musterprobe zur Demonstration der Funktion des Fluoreszenzaufkonvertie-
rungsaufbaus und seiner Moglichkeiten wurde das aus der Alge Chlamydomonas rein-
hardtii stammende Channelrhodopsin II ausgew#hlt. Bei diesem Ionenkanal wird auf-
grund von Vormessungen eine sehr kurze Lebensdauer (< 1ps) bei sehr geringer Quan-
tenausbeute ( < 107°) erwartet.

Channelrhodopsin II - ein Beispiel fiir einen photosensitiven Ionenkanal

Rhodopsine sind lichtsensitive Proteine, die mit verschiedenen Funktionen in einer brei-
ten Zahl von Organismen auftreten. Thnen gemeinsam ist ein lichtinduzierter Photozy-
klus. Sie kénnen als Protonen- oder Ionenpumpe dienen oder in der Sehkaskade hoher-
er Wirbeltiere involviert sein. Zusétzlich sind mit Channelrhodopsin I und Channel-
rhodopsin II in letzter Zeit zwei Ionenkanéle mit Rhodopsincharakter entdeckt wor-
den [104, 105]. Allen Rhodopsinen gemeinsam sind sieben transmembrane Helices sowie
ein farbgebendes Retinal, das durch seine Isomerisierung die Funktion des Proteins steu-
ert.

In unserer Gruppe, insbesondere im Rahmen der Doktorarbeit von Mirka-Kristin

Verhoefen [106], fanden weitreichende Studien des Channelrhodopsin II statt, das sich
im Augenpunkt der Chlamydomonas reinhardtii befindet [106]. Channelrhodopsin 1T ist
ein Tonenkanal, der sowohl Protonen als auch Nat, LiT sowie Ca?*-Ionen transportie-
ren kann [107]. Aufgrund der schnellen Reaktionszeit eignet es sich gut zur Kontrolle
neuronaler Aktivitidten [108-110].
Der Photozyklus von Channelrhodopsin II ist bereits seit einiger Zeit Ziel einer grofien
Reihe von Studien [111-113]. Er ist neben der Elektrophysiologie insbesondere durch
zeitaufgeloste optische Spektroskopie zugénglich, da sich die verschiedenen Intermedia-
te des Proteins sowohl auf das im sichtbaren Spektralbereich absorbierende Retinal
als auch auf die im Infrarotbereich zugéngliche Gesamtstruktur des Proteins auswir-
ken. Der abzudeckende Zeitbereich reicht hierbei von hunderten Femtosekunden, inner-
halb derer sich insbesondere die Isomerisierung des Retinals abspielt, bis hin zu Sekun-
den zum erneuten Schlieen des Ionenkanals. Durch eine Kombination von transienter
zeitaufgeloster Spektroskopie, Flash-Photolyse und Fluoreszenzaufkonvertierung wurde
der Photozyklus in unserer Arbeitsgruppe intensiver Studien unterzogen [106, 114].

Abbildung 3.18a) zeigt die gesamte transiente Absorptionsmessung des Channelrho-
dopsin II bei einer Anregungswellenléinge von 482nm. Um die Dynamik des Systems
zu beschreiben, sind, wie in Abbildung 3.18b) gezeigt, fiinf Zeitkonstanten nétig. Die
Zuordnung dieser fiinf Zeitkonstanten ldsst sich in Analogie zu anderen Rhodopsinen
durchfiithren. Die mit unendl. bezeichnete Zeit, die ein auf im Vergleich zur Beobach-
tungszeit langen Zeiten stabiles Photoprodukt beschreibt, ist am leichtesten zuzuordnen.
Die spektrale Signatur lisst sich dem Endzustand der Isomerisierungsreaktion zuordnen,
der im allgemeinen bei Rhodopsinen als K-Intermediat bezeichnet wird [39, 115].
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Abbildung 3.18. (a) 2-d Spektrum der transienten Absorption von Channelrhodopsin II.
Die Spektren zeigen eine komplexe Dynamik auf kurzen Zeiten, einen Zerfall des angeregten
Zustandes unter 1 ps, sowie die Entstehung eines langlebigen Photoproduktes. (b) Zerfallsasso-
ziierte Spektren des globalen Fits der Messung von Channelrhodopsin II. Fiinf Zeitkonstanten
sind notig, um die Dynamik der Probe ausreichend zu beschreiben [106].

Aus Proteorhodopsin und Bakteriorhodopsin ist bekannt, dass die Isomerisierung
des Retinals in zwei Schritten erfolgt. Der erste besteht in einer Streckung des im Re-
tinal vorhandenen Systems von C=C-Bindungen, gefolgt von einer Isomerisierung des
Retinals von all-trans zu 13-cis [39, 116, 117]. Diese Reaktion erfolgt auf sehr schnellen
Zeitskalen und muss somit mit den drei kiirzesten Zeiten in Verbindung gebracht wer-
den. Die mit 200 ps bezifferte Zeit besitzt nur eine verhéaltnisméafig kleine Amplitude
(siche Abbildung 3.18 rechts), ist jedoch signifikant und kann mit ersten Restrukturie-
rungen der Bindungstasche erklirt werden. Eine solche Umordnung ist nachvollziehbar,
da Fourier Transform Infrared Spectroscopy(FTIR)-Messungen bei 80 K zeigen, dass be-
reits im K-Intermediat grofere Umordnungen im Protein stattgefunden haben [111], die
sich auch in den sichtbaren Absorptionsspektren niederschlagen sollten.

Die genaue Zuordnung der drei kurzen Zeiten ist aufgrund ihrer spektralen Signatur
nicht ganz klar. Sicher ist, dass nach der Isomerisierung des Retinals keine Fluores-
zenz mehr zu beobachten sein sollte. Die Fluoreszenz ist im 2-d Spektrum in Abbil-
dung 3.18a) nur als schwaches Signal am langwelligen Ende des Spektrums zu beobach-
ten, da sie grofitenteils von der Absorption des angeregten Zustandes iiberlagert wird.
In den zerfallsassoziierten Spektren taucht die spektrale Signatur der Fluoreszenz vor
allem als Beitrag zu 74 = 0,4 ps auf. Eine genaue Zuordnung ist jedoch mit Hilfe der
Fluoreszenzaufkonvertierung einfacher, da diese selektiv nur den Prozess der Fluoreszenz
beobachtet und somit, &hnlich wie auch im vorherigen Abschnitt erldutert, der Proble-
matik der Uberlagerung aus dem Weg geht. Im Folgenden soll also eine Bestimmung
der Lebensdauer mit Hilfe der Aufkonvertierungsanlage erfolgen.

Messung der Lebensdauer

Channelrhodopsin II wurde bei einer optischen Dichte von etwa 0,8 auf 1 mm Probendi-
cke prapariert. Der Laser wurde fiir diese Messung auf eine Wellenldnge von 830 nm ein-
gestellt. Anregung erfolgte iiber die frequenzverdoppelte Laserfundamentale bei 415 nm
mit einer Energie von 300nJ pro Puls. Es ergab sich eine Kreuzkorrelation von etwa
120fs. Die aufkonvertierte Fluoreszenz wurde bei einer Wellenléinge von 520 nm (auf-
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Abbildung 3.19. a) Messung der aufkonvertierten Fluoreszenz von Channelrhodopsin II bei
520 nm. Die Punkte zeigen die einzelnen Datenpunkte an, die durchgezogene Linie einen mono-
exponentiellen Fit unter Beriicksichtigung eines gaussférmigen Anregungspulses. b) Aus tran-
sienter Absorption und Fluoreszenzaufkonvertierung gefolgertes Modell. Der Anregung des Re-
tinals folgt zunéchst die Streckung des Molekiils entlang des C=C-Systems. Anschlielend erfolgt
der Zerfall des angeregten Zustands in 0,38 ps in einem vibrationsangeregten Grundzustand.
Der Zerfall in den Grundzustand des all-trans- sowie des 13-cis-Isomers erfolgt schlielich in
2,7 ps.

konvertiert zu 320nm) gemessen. Zur Aufkonvertierung wurde ein BBO-Kristall mit
einem Anschnittwinkel von 51° und einer Dicke von 0,1 mm verwendet. Es wurden nur
lineare Schritte mit einer Schrittweite von 25fs abgefahren. Die aufgrund der erwar-
teten Lebensdauer relativ grofle Schrittdauer stellt einen Kompromiss zwischen einer
moglichst genauen Messung und der Vermeidung des Bleichens

Die Messung der Fluoreszenz (Abbildung 3.19a) ergab einen monoexponentiellen Zer-
fall, der mit 0,38+0,11 ps beziffert werden konnte. Dies ist in Ubereinstimmung mit
der aus der sichtbaren transienten Absorption bestimmten Zeit von 0,4 ps, die ebenfalls
eine Fluoreszenzkomponente aufwies. Ein zusétzlicher, langerer Beitrag konnte nicht be-
stimmt werden, somit erfolgt der Zerfall aus dem angeregten Zustand des Retinals bereits
nach spétestens 0,4 ps. Die aus der transienten Absorption bestimmte Zeit von 2,7 ps
muss somit einem Grundzustandsprozess zugeordnet werden, der einem vibratorischen
Deaktivierungsprozess sowohl in den all-trans- als auch in den 13-cis Grundzustand ent-
spricht.

Die in diesem Versuch fiir Channelrhodopsin II gefundene, ultraschnelle Dynamik
ist der in Proteorhodopsin oder Bakteriorhodopsin gefundenen so dhnlich, dass sich eine
Zuordnung der Prozesse analog zu diesen Proteinen durchfiihren ldsst [39, 116]. Somit
kann die kurze Zeit von 0,18 fs dynamischen Prozessen auf der angeregten Zustands-
fliche (Stokes’ Shift) zugeordnet werden. Die primére Reaktionskoordinate des Systems
ist die C=C-Streckschwingung des Retinals, entlang der {iber eine konische Durchschnei-
dung in einer Zeit von 0,4 fs der Grundzustand wieder erreicht werden kann. Aus dem
vibratorisch angeregten Grundzustand erfolgt dann eine Deaktivation sowohl in den
Grundzustand des Retinals, als auch in den des Photoproduktes. Eine Zusammenfas-
sung der ablaufenden Prozesse findet sich in Abbildung 3.19b.
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Frithere Messungen zeigen, dass sich die schnelle Reaktion auf der angeregten Zu-
standsfliche nur im breiten spektralen Bild aus der Fluoreszenzdynamik extrahieren
ldsst und somit in einer wie in diesem Fall einzeln aufgenommenen Transiente nicht zu
beobachten ist [39]. Nichtsdestotrotz konnte mit Hilfe der Fluoreszenzaufkonvertierung
die Lebensdauer des angeregten Zustandes von Channelrhodopsin zweifelsfrei ermittelt
und nachgewiesen werden, dass die Isomerisierung als erster Schritt des retinalen Pho-
tozyklus bereits nach 400 fs abgeschlossen ist.

3.5.5 Beispiel 3: Lebensdauer des Radikalkations von Astaxanthin

Ein weiterer Vorteil der Fluoreszenzaufkonvertierung ist die Tatsache, dass durch die
Frequenzkonversion nahinfrarote Wellenlédngenbereiche, deren Detektion im Allgemei-
nen eher schwierig ist, in einen leichter zu beobachtenden Spektralbereich konvertiert
werden konnen. Dies erwies sich im Rahmen der Untersuchungen am Radikalkation von
Astaxanthin (Axt™) als niitzlich, da hier eine Fluoreszenz im Bereich von 1500-1600 nm
erwartet wurde. Dieser Spektralbereich ist mit kommerziellen Fluoreszenzspektrome-
tern selten zugénglich, da die dort verwendeten Siliziumdetektoren nicht mehr anspre-
chen'®, und auf Germaniumdetektoren ausgewichen werden muss. In der Regel sind
diese gekiihlt zu betreiben und weisen keine allzu hohe Quantenausbeute auf. Durch
Fluoreszenzaufkonvertierung wird dieser Wellenléngenbereich jedoch zu sichtbaren Wel-
lenldngen hin verschoben, was die Detektion mit Standardsystemen deutlich verein-
facht. Hierbei wird auch ein Fluoreszenzbereich zugénglich, der langsameren Techniken
wie dem TCSPC oder auf anderen Prinzipien beruhenden Apparaturen wie dem Kerr-
Schalter verschlossen bleibt.

Astaxanthin und seine Bedeutung fiir die Photosynthese

Karotinoide werden in Pflanzen und Bakterien hergestellt, wo sie in der Photosynthese
eine wichtige Rolle sowohl fiir die Lichtsammlung wie auch den Schutz des Photosystems
spielen. In letzterer Funktion sind sie in der Lage, potentiell gefahrliche Singletsauerstoft-
molekiile zu beseitigen und im Falle zu hoher Anregungsenergie die angeregten Singlett-
und Triplettzustdnde der Chlorophylle zu loschen [118-120]. Die Radikalkationen ver-
schiedener Karotinoide wurden in diversen photosyntetischen Komplexen nachgewiesen,
sowohl in bakteriellen Lichtsammelkomplexen [121, 122], als auch in Lichtsammelkom-
plexen von Pflanzen [123, 124]. Zusitzlich zu ihrer Rolle im Photosynthesesystem ge-
langen Karotinoide iiber die Nahrungskette auch in tierische Organismen, wo sie wie-
derum freie Radikale fangen und somit unschédlich machen [125, 126]. Sie sind in der
Lage, effektive Unterdriickung freier Radikale in Liposomen [127], Lipoproteinen [128],
Zellen [129] oder Membranen [130] auszufiithren, wodurch sie auch medizinischen Wert
aufweisen [131, 132].

Die optischen Eigenschaften von Karotinoiden werden primér durch die Lange des
konjugierten Systems entlang ihres Isoprenskeletts bestimmt [133]. Weitere Einfliisse
entstehen durch verschiedene funktionelle Gruppen, Konformationsdnderungen inner-
halb des Molekiils sowie die Polaritét und Polarisierbarkeit der Umgebung [134]. Die
Photophysik von Radikalkationen ist bisher jedoch nur wenig untersucht. Zeitaufgelste
Absorptionsexperimente an den Radikalkationen von (-Karotin und Lutein konnten

19 Hamamatsu Photonics, Arzbergerstr. 10, 82211 Herrsching am Ammersee, Deutschland,
http://www.hamamatsu.com
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Abbildung 3.20. (a) Absorptionsspektren von Astaxanthin (durchgezogene Linie) und (-
Karotin (gepunktete Linie). (b) Molekulare Struktur von Astaxanthin. (¢) Absorptionsspek-
trum des radikalen Kations von Astaxanthin. Abbildung entnommen aus Referenz [138]

einen zusatzlichen angeregten Zustand zwischen den gut untersuchten Zustidnden D;
und D3 nachweisen, dessen Absorption im infraroten Bereich liegt [135].

Astaxantin wird in Mikroalgen hergestellt [136], kommt jedoch auch in Lachsen,
Shrimps, Krabben und in den Federn einiger Vogel vor. Seine antioxidativen Fahigkei-
ten sind etwa eine Groflenordnung stérker als die anderer untersuchter Karotinoide [137].

Abbildung 3.20 zeigt eine Kurzcharakteristik von Astaxanthin und dem dazugehori-
gen Radikalkation. In Teil a) sind die Absorptionen von S-Karotin und Astaxanthin
gegeniiber gestellt. Deutlich ist zu sehen, dass das Astaxanthinspektrum gegeniiber dem
von (-Karotin um etwa 50 nm verschoben ist und signifikant an Feinstruktur verliert.
Der Grund hierfiir findet sich in der Erweiterung der Konjugation auf den abschlie-
Benden Tonylidenering und der Prisenz der Keto- und Hydroxylgruppen (siehe Abbil-
dung 3.20b). Beides fiihrt zu einer grofieren Zahl méglicher Konformere und somit zu
einer Verbreiterung des Spektrums.

Abbildung 3.20c zeigt das Absorptionsspektrum des durch chemische Generierung
erstellten Radikalkations von Astaxanthin in Chloroform. Drei verschiedene spektrale
Komponenten sind deutlich zu erkennen. Wie bereits in Referenz [135] fiir Lutein und
[-Karotin diskutiert, kann die starke Absorptionsbande zwischen 800 nm und 950 nm
dem Radikalkation von Astaxanthin zugeordnet werden. Durch TDDFT-Rechnungen
konnte diese Bande mit einem Dy-D3-Ubergang assoziiert werden [139]. Zwischen 1200
nm und 1400 nm ist eine weitere, dem Axt™ zuordbare Bande zu erkennen, die mit dem
Dy-D;-Ubergang in Verbindung gebracht werden kann, da der D;-Zustand eine geringe
Oszillatorstirke aufweist, wihrend der Ds-Zustand beinahe vollstdndig symmetriever-
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Abbildung 3.21. (a) 2-D Spektren der transienten Absorption von Axtt. Zwei verschiedene,
strukturierte Absorptionen des angeregten Zustandes finden sich zwischen 400 nm-700 nm be-
ziehungsweise oberhalb von 950 nm (b) Zerfallsassoziierte Spektren fiir °*. Vier Zeitkonstanten
sind notig um die Dynamik des Systems vollstdndig zu beschreiben. Die eingeschobene Grafik
zeigt vergroflert die vergleichsweise kleine Amplitude der ldngsten Zeitkonstante. Abbildung
entnommen aus Referenz [138]

boten ist [139].

Die Gegenwart der Bande bei 470 nm, die zu dem neutralen Astaxanthin gehort,
deutet darauf hin, dass noch eine signifikante Population an neutralem Astaxanthin in
der Probe vorhanden ist. Fiir die zeitaufgelosten Messungen jedoch ist dies nicht von
Belang, da in die Dy-Ds-Bande des radikalen Kations angeregt wird. Abbildung 3.21a
zeigt das in unserer Arbeitsgruppe von Sergiu Amarie gemessene 2-D-Spektrum der
transienten Absorption fiir Axt™ (siehe auch Referenzen [75, 138]). Verschiedene, deut-
lich getrennte Regionen mit unterschiedlichem Zeitverhalten lassen sich erkennen. Im
sichtbaren Spektralbereich (oberer Teil des Graphen) ist eine strukturierte Absorption
des angeregten Zustandes zu erkennen. Bei hohen und niedrigen Wellenldngen zeigt sich
eine kurze Lebensdauer von etwa hundert Femtosekunden (ESAj), wihrend bei 510 nm
eine weitere Komponente mit Picosekundenlebensdauer auftritt (ESA;). Das Grundzu-
standssignal ist um 870 nm zentriert und verschwindet innerhalb weniger Pikosekunden.
Dariiber ist eine starke Absorption eines angeregten Zustandes um 1000 nm zu sehen.
Das Signal ist strukturiert und zerfillt mit zwei verschiedene Lebensdauern. Bei hoher-
en Energien dominierte eine langlebigere Komponente (ESA3) das Spektrum, wihrend
bei niedrigeren Energien der Einfluss eines kurzlebigen Zerfallspfads an Einfluss gewinnt
(ESA4). Oberhalb von 1050 nm ist ein sehr breites, kurzlebiges, positives Signal zu sehen.

Eine globale Fitanalyse fiihrte zu vier Zerfallskomponenten, die in Abbildung 3.21b
dargestellt sind, und die, soweit moglich, analog zu Referenz [135] interpretiert werden.

— Die kiirzeste Lebensdauer 7 = 100 fs zeigt zwei positive Beitrige um 630 nm (ESA5)
und 1050nm (ESAj). Dazwischen befindet sich ein starker negativer Beitrag, der
Charakteristika des gebleichten Grundzustands sowie der breiteren, langlebigeren,
positiven Absorption im Nahinfraroten zeigt. Diese Zeitkonstante beschreibt also
den Zerfall des anféinglich populierten D3-Zustands.
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—  Der zweite Zerfallsprozess ist mit einer Lebensdauer von 75 = 0,9 fs assoziiert. Die
zugehoérige Amplitude zeigt einen schwachen positiven Beitrag bei 510 nm (ESA;)
und einen starken positiven Beitrag bei 980nm (ESA4). Die negative Amplitude
dieser Zerfallszeit ist im Vergleich zur Amplitude von 71 blauverschoben. Diese Zeit-
konstante beschreibt den Zerfall des zuvor populierten Ds.

— Der dritte Beitrag besitzt eine Zeitkonstante von 73 = 4,9 fs und zeigt einen positiven
Beitrag um 980 nm und einen negativen bei 870 nm. Diese Form ist typisch fiir eine
Erholung des Grundzustands aus dem D; heraus.

— Die vierte Zeitkonstante besitzt nur eine sehr geringe Amplitude (Im Einschub ver-
grofert dargestellt) und eine Lebensdauer von 7, = 42fs. Sie zeigt einen negativen
Beitrag in der Region der Grundzustandsabsorption und einen schwachen positiven
Beitrag in der Region der angeregten Zustandsabsorption im Nahinfraroten. Es muss
also angenommen werden, dass der D;-Zustand strukturiert ist und zwei metastabile
Zusténde erlaubt. Der Zerfallspfad von 73 zeigt eine deutlich hohere Amplitude als
der Zerfallspfad von 74. Hieraus ldsst sich schlielen, dass die zu der ldngeren Zeit
gehorige Population sehr klein ist.

Insgesamt muss jedoch beachtet werden, dass obige Betrachtung von der Tatsache aus-
geht, dass sich die vorherrschenden Prozesse allein durch die Summe exponentieller
Zerfille beschreiben lassen. Dies ist fiir eine Reihe nichtlinearer Vorgénge, insbesondere
solche, die mit der Kiihlung von Banden zusammenhéngen, nicht der Fall. Insbesonde-
re die Form der angeregten Zustandsbande im Nahinfraroten legt die Gegenwart eines
Kiihlprozesses nah, so dass nicht ganz sicher gesagt werden kann, ob es sich bei ESAj
bis ESA5 wirklich um drei voneinander getrennte Absorptionsprozesse handelt.

Die im folgenden dargestellten, im Rahmen dieser Arbeit durchgefiithrten Untersu-
chungen, verfolgte Ziel lag in der Kldrung der Dynamik des ersten angeregten Zustands
Dy, von dem vermutet wird, dass er eine schwache Fluoreszenz im Nahinfraroten auf-
weist.

Fluoreszenzlebensdauermessung

Astaxanthin wurde von der Firma Sigma erworben und ohne weitere Behandlung in
Chloroform gelost. Radikalkationen wurden durch Zugabe von 0,5M FeCl3 zu einer
1M Karotenoidlosung erzeugt. Fiir die zeitaufgelosten Messungen wurde eine OD von
0,6 mm~! bei 890 nm eingestellt. Vor und nach der Messung wurden Absorptionsspek-
tren aufgenommen, um die Probenstabilitéit zu iiberpriifen.

Anregung erfolgte iiber einen durch die Nutzung des Idlers auf 890 nm eingestellen
NOPA mit einer Energie von 80nJ in den Ds-Zustand des Radikalkations. Die Ener-
gie des Torpulses betrug 110 pJ. Fluoreszenz wurde bei einer Wellenléinge von 1600 nm
beobachtet, Aufkonvertierung mit 800 nm ergab eine Detektion bei 533 nm. Die Kreuz-
korrelation betrug 190 fs.

Abbildung 3.22 zeigt die bei 1600 nm gemessene Transiente. Die Daten lassen sich gut
durch einen biexponentiellen Zerfall beschreiben. Die kurze Zeitkonstante von 5 + 1 ps
beschreibt denselben Prozess wie die aus der transienten Absorption erhaltenen Zeit
von 4,9 ps fiir den Hauptzerfallskanal des ersten angeregten Zustands. Zusétzlich dazu
wurde eine zweite Zeitkonstante von 40 £ 12 ps beobachtet, die gut mit der kleineren
D;-Population iibereinstimmt. Das Amplitudenverhéltnis zwischen diesen beiden Po-
pulationen betriagt ungefahr 3:2, wobei die Amplitude der ldngeren Lebensdauer hoher
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Abbildung 3.22. Messung der Fluoreszenz des chemisch generierten Radikalkations von Asta-
xanthin bei 1600 nm. Ein zweiexponentieller Fit liefert Zeitkonstanten von 5+1 ps und 40412 ps
fiir den Zerfall des ersten angeregten Zustandes.

ist. Hieraus lésst sich schlieflen, dass die Quantenausbeute des langlebigen D;-Zustands
deutlich hoher als die des Hauptzerfallskanals sein muss.

Eine Kombination aus Absorptions- und Fluoreszenzmessung erlaubt es schliellich,
ein Modell der angeregten Zustandsdynamik zu erstellen, das in Abbildung 3.23 gezeigt
ist. Nach Anregung befindet sich das Molekiil in dem dritten angeregten Zustand Ds.
Dieser zerfallt {iber interne Konversion innerhalb von 100fs in den energetisch nied-
rigeren Dy-Zustand. Dieser zeigt eine Lebensdauer von 0,9 ps und zerféllt in den D;-
Zustand. Von hier kann die angeregte Population des Radikalkations auf zwei Wegen
in den Grundzustand zuriickkehren: Uber den Hauptzerfallskanal, der eine Lebensdau-
er von 4,9 ps aufweist, sowie iiber einen Nebenzerfallskanal mit einer Lebensdauer von
42 ps. Beide Ubergiinge zeigen bei 1600 nm schwache Fluoreszenz, wobei die des langle-
bigen Zustandes stérker als die des kurzlebigeren ist.
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Abbildung 3.23. Modell der angeregten Zustandsdynamik des Radikalkations von Astaxan-
thin. Nach der Anregung gelangt das System zunichst in den Ds-Zustand, aus dem es nicht-
strahlend innerhalb von 100fs in den Ds-Zustand zerfillt. Do zerfillt nach 0,9 ps zu D1, der
seinerseits zwei Zerfallskanile aufweist. Der Hauptzerfallskanal zeigt eine Lebensdauer von
4,9ps, der Nebenzerfallskanal eine Lebensdauer von 42 + 12ps. Abbildung entnommen aus

Referenz [138]
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4 Pyrenmodifizierte RNA

Wie im vorigen Kapitel dargelegt stellt die optische Spektroskopie ein verbreitetes Mittel
zur Aufkldrung von Struktur und Dynamik von Biomolekiilen dar. Fiir die Untersuchung
von DNA und RNA ist jedoch die weit im UV-Bereich um 260 nm liegende Absorpti-
on der Nukleobasen [64] ein signifikantes Hindernis. In diesem Bereich iiberlagert sich
die Absorption der Nukleobasen mit der vieler Losemittel und die Hohe der Photonen-
energie fiihrt leichter zu nichtlinearen Prozessen in optischen Komponenten. Zudem ist
die Lebensdauer des angeregten Zustands der Nukleobasen mit einigen Pikosekunden
sehr gering und sie weisen, daraus resultierend, kaum Fluoreszenz auf [4, 140-144]. Die
Photophysik der Nukleobasen ist somit nur im Rahmen kurzlebiger Prozesse wie Ener-
gietransfer oder Delokalisation der Anregungsenergie als Observable geeignet [142, 145—
147]. Zur Beobachtung lingerlebiger Prozesse wie der Strukturdnderung und Dynamik
von Oligonukleotiden wird zweckméfigerweise haufig entweder auf das stiarker fluores-
zente Adeninderivat 2-Aminopurin [148-150] oder auf ortsspezifisch eingebrachte Fluo-
phore zuriickgegriffen.

Die empfindliche Reaktion der Fluoreszenz auf Verinderungen der Molekiilumgebung
(siehe auch Kapitel 2.1.2) erlaubt es beispielsweise, zwischen verschiedenen Konforma-
tionszustdnden zu diskriminieren. Dies kann entweder mit Hilfe einzelner Chromophore
[146, 151], mit Hilfe von Chromophorenpaaren auf Basis des Forstertransfers [152-157]
oder der Formation von Exzimeren [158] geschehen [159, 160]. Auch bei der Studie der
Leitfiahigkeit von Oligonukleotiden kann auf geeignete Chromophore als Elektronendo-
noren und - akzeptoren zuriickgegriffen werden [161, 162]. Eine weitere Anwendung
des Zusammenspiels von Oligonukleotiden und Farbstoffen findet sich in der Moglich-
keit, Chromophore anhand der regelméfigen Struktur von DNA und RNA zu einer
bestimmten, erwiinschten Konformation anzuordnen. So kénnen die Wechselwirkungen
der Farbstoffe untereinander (beispielsweise in Form von Exzimeren) kontrolliert wer-
den [163, 164]. Auch bei der Sequenzierung von DNA-Stringen wird oft auf die Modifi-
kation mit Chromophoren zuriickgegriffen [165, 166].

Zum Versténdnis der beobachtbaren Effekte ist eine griindliche Untersuchung der
Wechselwirkungen zwischen Oligonukleotiden und verwendetem Chromophor unerliss-
lich. Diese koénnen je nach Zusammenstellung von Chromophor, Nukleobase, Verbin-
dungspunkt und Verbindungsart aufgrund der elektronischen Struktur der beteiligten
Molekiile und der Beeinflussung der Photophysik durch die Verbindung sehr unterschied-
lich sein. Ein in diesem Zusammenhang hiufig verwendeter Farbstoff ist Pyren, das sich
im Rahmen vielfacher Studien als passender Chromophor zur Untersuchung von Nu-
kleobasen herausgestellt hat.

Im folgenden Kapitel wird zur Untersuchung von Struktur, Dynamik und Photo-
physik von Modell-RNA-Stréingen eben jener Farbstoff Pyren verwendet, dessen Eigen-
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Abbildung 4.1. Molekiilmodell des Farbstoffs Pyren (Ci¢Hio).

schaften und Besonderheiten im Folgenden kurz dargestellt werden sollen. Im Anschluss
daran folgt eine Untersuchung einer mit 1-Ethynylpyren an der 2-Position modifizierten
Adeninbase, die als fluoreszierendes Element zur Beobachtung ausgewéhlter Modell-
RNA-Striange verwendet wurde.

4.1 Der Farbstoff Pyren

Unter den zur Modifizerung von DNA und RNA verwendeten Farbstoffen ist Pyren einer
der am weitest verbreiteten. Pyren (Cy6H1g, siche Abbildung 4.1) gehért zu den poly-
zyklischen Aromaten und wird in wissenschaftlichen Anwendungen vor allem aufgrund
seiner Fluoreszenzeigenschaften geschitzt [167]. Es zeigt hohe Quantenausbeuten und ei-
ne fiir aromatische Fluorophore ungewthnlich lange Fluoreszenzlebensdauer im Bereich
mehrerer hundert Nanosekunden (z.B. &g = 0,65; 7 = 382ns in Cyclohexan [168]).

Das Absorptions- und Fluoreszenzspektrum ist, wie spater in Abbildung 4.3 im Ver-
gleich zum pyrenmodifizierten Nukleosid gezeigt, stark strukturiert und weist eine Reihe
charakteristischer Banden auf. Die Struktur des Fluoreszenzspektrums ist abhéngig von
der Polaritét des verwendeten Losungsmittels und dient als Basis fiir die Py-Polaritéits-
skala [167-171]. Hierbei wird zur Polaritdtsbestimmung der Quotient der Peakinten-
sitdten bei 375nm (I;, 0-0-Ubergang) und 384nm (I3, 0-2-Ubergang) herangezogen.
Die Py-Polaritétsskala ist, im Vergleich zu anderen empirisch hergeleiteten Skalen, rela-
tiv unempfindlich gegeniiber der Bildung von Wasserstoftbriicken, so dass sie vor allem
Anwendung in protischen Losungsmitteln findet [169].

Pyren ist ebenfalls einer der bekanntesten Vertreter fluoreszierender Molekiile, die
zur Bindung von Exzimerkomplexen in der Lage sind [158]. Bei einem Exzimer bil-
det sich aus einem angeregten und einem im Grundzustand befindlichen Molekiil ein
Komplex, der nur im angeregten Zustand existiert und der eine charakteristische Fluo-
reszenz aufweist, die im Vergleich zur Monomerfluoreszenz rotverschoben und deutlich
drmer an vibratorischer Struktur ist. Dieser Vorgang benoétigt eine Distanz zwischen
beiden Molekiilen, die sich im A-Bereich befindet, und tritt so nur bei geniigend hoher
Konzentration an Chromophoren oder bei kiinstlicher Fixierung zweier Chromophore
direkt nebeneinander auf.

Der erste angeregte Zustand von Pyren (S7, Symmetrie ! By, ) [172] ist entlang der
kiirzeren Molekiilachse polarisiert und weist aufgrund des nahezu verschwindenden Ex-
tinktionskoeffizienten [167] eine sehr geringe Linienstiirke auf. Der Grund hierfiir liegt
nicht, wie bei #hnlich gelagerten Féllen (beispielsweise den Karotinoiden) in der Sym-
metrie der beiden Zustinde Sy (Symmetrie ' A;[173]) und S;, sondern in einem Zusam-
menspiel der einzelnen Faktoren des Ubergangsmoments, die in einer verschwindenden
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Ubergangswahrscheinlichkeit enden. Anregung von Pyren erfolgt also in Gasphase und
gelostem Zustand iiberwiegend in den S-Zustand , der eine entlang der langen Mo-
lekiilachse polarisierte !By,-Symmmetrie zeigt [172]. Die beiden angeregten Zustéinde
liegen, zum Beispiel mit einem Unterschied von 2700 cm~! in Kohlenwasserstoffen [174],
sehr nah beieinander. Interne Konversion in den S;-Zustand erfolgt aufgrund starker
vibronischer Kopplung sehr schnell innerhalb von 150 fs [172, 175].

4.2 Pyrenmodifizierte Nukleobasen

Seit mehr als 20 Jahren wird Pyren als Reportergruppe fiir die Beobachtung der Hy-
bridisierung und der allgemeinen Eigenschaften von Nukleobasen eingesetzt [176]. Die
im vorherigen Abschnitt beschriebene, starke Umgebungsabhéngigkeit der Pyrenfluores-
zenz erlaubt es, strukturelle Anderungen der unmittelbaren Molekiilumgebung statisch
oder zeitaufgelost zu beobachten.

Im Verlauf der Jahre wurden, den jeweiligen Anwendungen entsprechend, eine Viel-
zahl verschiedener Ankniipfungsméglichkeiten und -punkte von Pyren an Nukleobasen
verwendet. Der Chromophor erfihrt in Verbindung mit DNA und RNA ein breites
Spektrum an intramolekularen Wechselwirkungen. Die am h&ufigsten angefiihrte Ver-
wendung von Pyren in Verbindung mit RNA und DNA liegt auf dem Gebiet der Hybri-
disierungsstudien. Hier zeigt sich in einer Reihe verschiedener Untersuchungen, dass sich
die Quantenausbeute von an einem Oligonukleotidstrang befestigten Pyren bei Hybri-
diserung dieses Stranges deutlich dndert [177-182]. Der Grund hierfiir ist, anders als bei
der oben erwahnten Py-Skala, struktureller Natur. Die Fluoreszenz des Farbstoffs wird
durch benachbarte Basen aufgrund von Ladungstransferprozessen geldscht [182, 183].
Dies ist vor allem bei Interkalation von Pyren in den Basenstapel oder bei Stapelung
mit den Abschlussbasen eines Strangs zu beobachten [177, 184, 185], wo auch Exziplexe
mit Nukleobasen auftreten kénnen [186]. Dies, ebenso wie die generelle Féhigkeit des
Farbstoffs zur Exzimerformation ist insbesondere zur Nutzung als molekularer Reporter
des Hybridisierungsprozesses [160, 187-191] und im Rahmen der Erkennung bestimmter
Sequenzen von Nutzen [192-197].

Bei Verwendung einer Ethinylverbindung zwischen Nukleobase und Pyren konnte
beobachtet werden, dass das Pyren bei Ankniipfung an eine nicht basengepaarte Stelle
in den gegeniiberliegenden Strang interkaliert und somit dieses System die Moglich-
keit bietet, Fehlbasen an spezifischen Stellen in langen Oligonukleotidstringen zu er-
kennen [192, 198, 199]. Interkalation des Pyrens fiihrt dariiber hinaus im allgemeinen
aufgrund der 7-m-Wechselwirkungen mit den Nukleobasen zu einer Stabilisierung der
Molekiilstruktur [200].

Bei direkter Verbindung mit Hilfe einer einfachen C-C-Bindung oder einer Ethi-
nylbriicke zeigen die spektroskopischen Eigenschaften des Chromophors oft deutliche
Charakteristika eines Ladungstransferzustands [201, 202]. Die Wechselwirkung dieses la-
dungsgetrennten Zustands mit den Nachbarbasen des modifizierten Nukleosids [203, 204]
innerhalb eines Oligonukleotidstrangs eroffnet die Moglichkeit der Untersuchung von
Ladungstransportprozessen durch einen DNA-Nanowire mit Pyren als Elektronendo-
nor [162, 205].
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Die Anderung der Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffs Pyren bei Strukturinde-
rungen der umgebenden RNA erlaubt auch zeitaufgeloste Studien von Bindungs- und
Umordnungsreaktionen. Beispielsweise konnte so die Bindung von Substraten an das
Ribozym [206] oder die Bindung kleiner RNAs durch die Q8-Replikase [207] beobachtet

werden.

Jenseits der Anderung der Quantenausbeuten sind die Auswirkungen der umgeben-
den Nukleobasen auf die Photophysik von Pyren jedoch deutlich weniger gut untersucht.
Generell zeigen lingere Verbindungen zwischen Pyren und der Base nur einen geringen
Einfluss der Base auf die Photophysik des Farbstoffs [181]. Ahnliches ist auch bei einer
Anbindung des Pyrens an den Zucker eines Oligonukleotids zu beobachten, wo auch bei
einer direkten Verbindung nur geringe Wechselwirkungen auftreten [208]. Bei direkten
Linkern oder Ethinylbriicken zwischen Pyren und der Basengruppe hingegen wird oft di-
rekt ein als einzelner Fluorophor agierender Ladungstransferkomplex gebildet [202, 209],
dessen Kopplungsstéirke jedoch von der Orientierung der w-Systeme von Pyren und Nu-
kleobase zueinander abhéngt [210].

Kurzzeitspektroskopische Untersuchungen an den oben erwéhnten oder artverwand-
ten Systemen wurden jedoch noch nicht in #hnlichem Umfang durchgefiihrt. Grundlegen-
de Arbeiten zeigen, dass Pyren bei kovalenter Anbindung an aromatische Systeme mit
einer deutlichen Verdnderung seiner Photophysik reagiert, die sehr stark von der Art der
Bindung und den verkniipften Molekiilen abhéngt. Oft spielen in diesen Systemen La-
dungstransferzustidnde eine entscheidende Rolle [211-213]. Im Rahmen der Elektronenin-
jektionsstudien der Arbeitskreise Fiebig! und Wagenknecht? wurde die Photophysik von
5-(1-Ethinylpyrenyl)-2’-deoxyuridine in verschiedenen DNA-Stringen untersucht [162].
Eine ausfiihrliche Arbeit von Thomas Netzel beschéftigt sich mit der Ladungstransferdy-
namik einer Reihe von Pyren-Uracil-Molekiilen, ebenfalls im Hinblick auf die Erzeugung
langlebiger Ladungstransferzustéinde in DNA [203].

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Modifikation der RNA-Base (Adenin) an der
selten verwendeten 2-Position mit Hilfe von 1-Ethinylpyren. Das so entstehende De-
rivat bietet einige Vorteile. Einerseits verspricht die Verwendung von 1-Ethinylpyren
eine starke elektronische Kopplung zwischen Farbstoff und Base [200, 210], andererseits
lassen sterische Uberlegungen vermuten, dass das Pyren bei dieser Anbindung in einer
doppelstriangigen RNA in der Minor Groove zu Liegen kommen sollte [214], und so-
mit eine Interkalation des Farbstoffs weniger wahrscheinlich wird. Dies ist insbesondere
wiinschenswert, da Interkalation einen signifikanten Eingriff in das System darstellt, was
eine Beobachtung einer ungestérten RNA-Dynamik deutlich erschwert.

4.2.1 Synthese

Die Synthese des pyrenmodifizierten Adenosins sowie der RNA-Striange erfolgte im Ar-
beitskreis Engels der Universitiit Frankfurt® [214]. Als Vorstufe des modifizierten Nukleo-
sids selbst wurde das 2-Iodoadenosin in einer vierstufigen Synthese aus Guanosin darge-
stellt [215-217]. In weiteren 6 Stufen erfolgte dann die Synthese eines ACE-geschiitzten

! Chemistry Department, Boston College

2 Institut fiir Organische Chemie, Universitit Regensburg

3 AK Engels, Institut fiir Organische Chemie und Chemische Biologie, Goethe-Universitiit
Frankfurt
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Phosphoamidits [218].

Fiir das untersuchte Pyrenadenin wurde das modifizierte, 3’, 5’, N6-geschiitzte 2-
Iodoadenosin unter Sonogashira-Kupplungsbedingungen mit 1-Ethinylpyren umgesetzt.
Die Oligonukleotide hingegen wurden mit Hilfe von Festphasensynthese auf Basis der
ACE-Chemie in einem automatisierten Prozess darstellt. An Stelle der modifizierten
Base wurde das vorher synthetisierte Phosphoamidid eingesetzt. Diese iodinierten Oli-
gonukleotide wurden dann mit 1-Ethinylpyren analog der Basensynthese in einer Pd-
katalysierten Sonogashira-Kupplungsreaktion unter Schutzgasatmosphére in einer Fest-
phasensynthese mit 1-Ethinylpyren zur Reaktion gebracht [219] und mit Hilfe von
Anionenaustausch-HPLC aufgereinigt.

Die so erstellten Oligonukleotide wurden mit Hilfe von MALDI-Massenspektrometrie
charakterisiert [220]. Die Doppelstringe wurden, um korrekte Hybridisierung zu gewéhr-
leisten, schnell auf 80 °C aufgeheizt und dann langsam auf Raumtemperatur wieder ab-
gekiihlt.

Alle RNA-Messungen wurden in Phosphatpuffer mit 10mM NaH;PO4, 10 mM
NaoHPO4 und 140 mM NaCl bei einem pH-Wert von 7 durchgefiihrt.

4.2.2 Vorcharakterisierung der Modell-RNA

Zur Untersuchung der Tauglichkeit des pyrenmodifizierten Adenosins als Probe fiir das
Schmelzverhalten und die innere Dynamik von RNA wurden im Arbeitskreis Engels der
Universitdt Frankfurt eine Reihe verschiedener modifizierter und unmodifizierter RNA-
Striinge synthetisiert, die im Folgenden untersucht werden. In Tabelle 4.1 findet sich eine
Zusammenstellung aller hergestellten Oligonukleotide. Hierbei symbolisiert A die Mo-
difikation des Strangs durch ein pyrenmodifiziertes Adenin, wihrend der unmodifizierte
Strang durch B gekennzeichnet wird. Die Strénge 1-4 zeichnen sich dadurch aus, dass
die das Pyrenadenin flankierenden Basen verdndert wurden. Die Stringe 5-8 formen
vollstandig basengepaarte Duplexe mit 1-4. Die Strange 9 und 10 kénnen miteinander
einen vollstdndig basengepaarten Duplex formen und liegen sowohl modifiziert als auch
unmodifiziert vor. Im weiteren werden Einzelstringe durch die entsprechende Nummer
und den dazugehérigen Suffix (z.B. 1A), die Doppelstringe durch Aneinanderreihung
der Einzelstrangbezeichnungen (z.B. 1A5B) dargestellt.

Um sicher zu stellen, dass die einander komplementéren Stringe sowohl in Anwe-
senheit wie in Abwesenheit der Pyrenmodifikation Doppelhelices formen, wurden im
Arbeitskreis Engels CD-Spektren (Circular Dichroism) aller modifizierten und unmo-
difizierten Stringe aufgenommen, die in Abbildung 4.2 dargestellt sind. Deutlich zeigt
sich, dass die RNA-Stringe sowohl in modifizierter, als auch in unmodifizierter Form
die Charakteristik einer A-Form annehmen [221, 222]. Kleinere Anderungen, durch die
leicht unterschiedliche lokale Struktur der jeweiligen Duplexe bedingt, sind im Vergleich
zu dem Gesamtsignal deutlich weniger ausgeprigt. Im weiteren kann also davon aus-
gegangen werden, dass auch die modifizierten RNA-Stringe mit kleinen Variationen in
der A-Form vorliegen.

Der doppelt modifizierte RNA-Strang 9A10A zeigt zudem ein weiteres, auf helikale
Struktur hindeutendes Signal in der Region der Absorption des pyrenmodifizierten Nu-
kleosids. Es kann also geschlossen werden, dass die beiden Pyrene in der endgiiltigen
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Tabelle 4.1. Liste der untersuchten RNA-Einzelstringe: A steht fiir die Modifikation des je-
weiligen Stranges durch ein pyrenmodifiziertes Adenin, B steht fiir die unmodifizierten Strange.

Code Sequenz

1A 5-UAC GCA AAPYA ACG CAU-3
2A 5-UAC GCA CAPYC ACG CAU-3’
3A 5-UAC GCA GAPYG ACG CAU-3’
4A 5-UAC GCA UAPYU ACG CAU-3
5B 5-AUG CGU UUU UGC GUA-3’
6B 5-AUG CGU GUG UGC GUA-3’
7B 5-AUG CGU CUC UGC GUA-3’
8B 5-AUG CGU AUA UGC GUA-3¥
9A 5-CUU UUC APYUU CUU-3

9B 5’-CUU UUC AUU CUU-3’

10A 5-AAG AAPYU GAA AAG-3

10B 5-AAG AAU GAA AAG-3

Struktur nahe genug beieinander liegen, um bereits im elektronischen Grundzustand
miteinander in Wechselwirkung zu treten und einen Komplex auszubilden, der der ge-
nerellen helikalen Form der RNA folgt.

Eine erste Charakterisierung und Einstufung der Wechselwirkungen zwischen dem
angehéingten Pyren und den RNA-Duplexen kann durch einen Vergleich der Schmelz-
punkte der unmodifizierten sowie der modifizierten RNA erreicht werden, die im Arbeits-
kreis Engels direkt nach der Synthese aufgenommen wurden. Ein {iblicher und auch in
dieser Arbeit verwendeter Marker fiir das Bestimmen der Schmelzpunkte von RNA ist
die Anderung der Oszillatorstirke des 260 nm-Uberganges der RNA-Basen, die innerhalb
eines Duplex aufgrund der stérkeren m — m-Wechselwirkungen der Basen untereinander
eine deutliche Schwichung gegeniiber dem Einzelstrang erfihrt. Als Schmelztempera-
tur wird hierbei unter Annahme eines reinen Zweizustandssystems der Wendepunkt der
Schmelzkurve definiert [223]. Tabelle 4.2 zeigt eine Zusammenstellung der aus der Be-
obachtung der 260 nm-Bande erhaltenen Schmelzpunkte. Es ist deutlich zu sehen, dass
die Einfiihrung des Farbstoffs in die Duplexe in allen einfach modifizierten Stréngen
eine Destabilisierung der RNA mit sich bringt, da die modifizierten Stringe insgesamt
niedrigere Schmelztemperaturen im Vergleich zu den unmodifizierten Varianten aufwei-
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Abbildung 4.2. CD-Spektren der modifizierten und unmodifizierten RNA-Duplexe: Durch
die Modifikation mit Pyren wird die Struktur der RNA nur wenig verdndert. Der doppelt
modifizierte Duplex zeigt ein Signal im Bereich der Pyrenbande und deutet somit an, dass die
beiden Pyrene an Strang 9A10A einer Kopplung unterliegen.

sen. Dies ist darauf zuriick zu fithren, dass durch das Pyren dem Duplex strukturelle
Anderungen aufgezwungen werden, die die lokale Struktur der RNA um das Pyren her-
um deutlich &ndern, ohne jedoch die iibergeordnete Struktur einer A-Helix, wie sie in
den CD-Spektren nachgewiesen wurde, nachhaltig zu beeinflussen. Der Vollstédndigkeit
halber sollte jedoch erwéhnt werden, dass mit Hilfe der CD-Spektren nicht vollkommen
ausgeschlossen werden kann, dass Wasserstoffbriickungen der Basenpaarung des pyren-
modifizierten Adenins oder der Nachbarbase aufgrund der Modifikation durchbrochen
wurden.

Die Destabilisierung der Strange durch das Pyren ist jedoch je nach RNA-Sequenz
durchaus verschieden stark. Dies zeigt sich insbesondere im Vergleich der beiden Duplexe
9A10B und 9B10A, die eine identische Sequenz besitzen und sich nur im Ankniipfungs-
punkt des Pyrens unterscheiden. 9A10B erfihrt eine verhéltnismifBig schwache Desta-
bilisierung von AT,,, = —6,3 °C, wihrend die Stérung im Strang 9B10A nahezu doppelt
so grof} ist.

Hieraus lédsst sich folgern, dass Pyren, je nach der es umgebenden Sequenz, unter-
schiedliche Positionen innerhalb des Duplex einnehmen kann. Eine genaue Spezifikation
dieser Positionen kann jedoch mit der hier gezeigten Datenlage noch nicht erfolgen und
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Tabelle 4.2. Vergleich der Schmelztemperaturen modifizierter und unmodifizierter RNA-
Stringe, gemessen im Rahmen der Analyse im AK Engels(Institut fiir Organische Chemie
und Chemische Biologie, Goethe-Universitét Frankfurt): Generell bewirkt, wie an den sinken-
den Schmelztemperaturen ersichtlich, das Einbringen eines Pyrens eine Destabilisierung des
entsprechenden Duplex. Bei der Einbringung eines zweiten Pyrens entsteht jedoch ein stabili-
sierender Effekt aufgrund der m-m-Wechselwirkungen der beiden Farbstoffe untereinander, die
Schmelztemperatur steigt.

Duplex Tn/°C T,/°C AT, /°C
(unmodifiziert) (modifiziert)
1A5B 68,9 59,8 -9,1
2A6B 73,2 62,1 ~11,1
3A7B 731 67,4 57
4A8B 61,3 57,1 42
9A10B 42,2 35,9 —6,3
9B10A 42,2 30,0 ~12,2
9A10A 42,2 454 3,3

wird ausfiihrlich in Abschnitt 4.4.3 diskutiert.

Auffillig ist, dass der doppelt modifizierte Strang 9A10A im Gegensatz zu allen an-
deren untersuchten Komplexen eine Stabilisierung erfihrt (AT, = 3,3°C). Dies ist auf
rdumliche N#éhe beiden Pyrene zuriickzufiihren, die ebenfalls Stapelwechselwirkungen
ausfithren kénnen und somit die Schmelztemperatur des Gesamtstrangs trotz der of-
fensichtlich grofleren Storung erhshen [224, 225]. Moglich wire beispielsweise auch die
Bildung eines kiinstlichen Basenpaars innerhalb des RNA-Strangs, das zur Stabilisierung
beitrégt.

4.3 Spektroskopie des modifizierten Nukleosids

Der Untersuchung der modifizierten RNA-Strénge muss eine griindliche Analyse der
Spektren des modifizierten Nukleosids vorausgehen. Hierbei soll eine Analyse der
Verénderung der Pyrenspektren im Vergleich zu denen des freien Farbstoffs ersten Auf-
schluss dariiber geben, wie stark die Kopplung zwischen Pyren und Adeninbase ist, und
wie sich die Wechselwirkungen zwischen den beiden Molekiilteilen auf die optischen Ei-
genschaften des Pyrenadenins auswirken. Abbildung 4.3 zeigt im linken Abbildungsteil
die Absorptionsspektren von Pyren (schwarz) und Pyrenadenin (rot) in Methanol. Die
Unterschiede zwischen den beiden Proben sind deutlich zu erkennen.
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Abbildung 4.3. Links: Absorptionsspektren von Pyren sowie von der pyrenmodifizierten Base
in Methanol. Rechts: Monomerfluoreszenzspektrum von Pyren sowie der pyrenmodifizierten
Base in Methanol.

Pyren selbst zeigt eine deutliche Struktur des Absorptionsspektrums mit drei Haupt-
banden bei 305nm, 320 nm und 335 nm. Diese sind dem Sg-So-Ubergang zuzuordnen,
da der Sg-S;-Ubergang von Pyren eine deutlich geringere Oszillatorstirke als die des
So-So-Ubergangs [168] aufweist. Im Kontrast dazu zeigt die pyrenmodifizierte Adenin-
base ein deutlich verdndertes Spektrum mit grofler Verbreiterung der einzelnen Linien
und einer Verdnderung der generellen Bandenstruktur, so dass es deutlich schwieriger
ist, einzelne Ubergénge zu unterscheiden.

Generell erfihrt das Spektrum eine Rotverschiebung von etwa 50 nm, was in die-
sem Bereich einer Energieverschiebung von etwa 1,17 eV entspricht. Diese Rotverschie-
bung gemeinsam mit der Anderung der Form des Absorptionsspektrums deutet auf eine
Delokalisation der Elektronendichte iiber das gesamte Pyrenadenin hin, wie sie in ver-
gleichbarer Form auch bei pyrenmodifizierten DNA-Basen zu beobachten ist [162]. Sie
entsteht durch die Présenz sowohl der Base als auch der verwendeten Ethinylbriicke,
da weder 1-Ethinylpyren, noch ein iiber eine einfache C-C-Bindung an eine Nukleobase
gekoppeltes Pyren einen vergleichbaren Effekt zeigen [226].

Die Verschiebung der Absorptionsbande hoher angeregter Zusténde ist geringer und
betragt nur etwa 25 nm. Nichts desto trotz deutet das generelle Auftreten der Verschie-
bung auch hoherenergetischer Banden darauf hin, dass es sich bei der niederenerge-
tischen Absorptionsbande eher um eine verschobene Ss-Bande als um eine in ihrem
Ubergangsmoment verstirkte S;-Bande handelt.



76 4 Pyrenmodifizierte RNA

Tabelle 4.3. Losemittel fiir die Untersuchung der Umgebungsabhéngigkeit des pyrenmodifi-
zierten Adenins

Losemittel Sum- Dielektrizitéts- protisch
menfor- konstante
mel
Tert-butanol CyH190O 2,66 X
Essigester C4HgOq 6,02
Isopropanol C3HsO 19,92 X
Aceton C3HgO 20,7
Ethanol CyHgO 24,55 X
Methanol CH,O 32,7 X

Dimethylformamid C3H;NO 36,7

Acetonitril CoH3N 37,5

Dimethylsulfoxid CyHgOS 48,9

(DMSO)

DMSO + Wasser CyHgOS, 56,3 X
(3:1) H>,0O

Es ist deutlich zu erkennen, dass aufgrund der Kopplung des Pyrens an die Adenin-
base profunde Verédnderungen in der elektronischen Struktur des Molekiils entstehen,
die sich noch deutlicher im Fluoreszenzspektrum widerspiegeln. Letzteres weist keiner-
lei vibronische Struktur mehr auf und ist im Vergleich zu dem des Pyrens um etwa
50 nm rotverschoben. Auch hier zeigt sich die starke Wechselwirkung zwischen Pyren
und der Adeninbase. Das Auftreten einer breiten, strukturlosen Fluoreszenzbande ist
ein deutlicher Indikator fiir die Existenz eines Ladungstransferzustandes [202, 209].

Im folgenden wird nun eine genauere Untersuchung der Pyrenadeninspektren unter
Zuhilfenahme verschiedener Losemittel durchgefiihrt.

4.3.1 Lésemittelabhingigkeiten

Zur Untersuchung der Wechselwirkungen von Pyrenadenin mit verschiedenen Umge-
bungen wurde das Chromophor in insgesamt 10 verschiedene Losemittel solvatisiert, die
in Tabelle 4.3 aufgefiithrt sind. Wichtig hierbei war insbesondere, dass sowohl protische
als auch aprotische Losungsmittel vertreten sind, und der gesamte Polaritétsbereich, in
dem sich Pyrenadenin 16st, ausgenutzt wird.
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Abbildung 4.4. Oben: Absorptionsspektrum von pyrenmodifiziertem Adenin in verschiede-
nen Losemitteln bei einer Konzentration von 5puM. Zum besseren Vergleich der spektralen
Charakteristika wurde die Absorption der hoherenergetischen Bande auf eine Optische Dichte
von 0,25 kiinstlich festgesetzt. Links: aprotische Losemittel, rechts: protische Losemittel. Un-
ten: Zentralwellenldngen der beiden Absorptionspeaks unter der Annahme von Gaussprofilen
in Abhéingigkeit der Dielektrizitdtskonstanten der verwendeten Losemittel.

Untersuchungen an anderen pyrenmodifizierten Basen zeigen, dass die Ausbildung
von Wasserstoftbriicken einen signifikanten Einfluss auf insbesondere das Fluoreszenz-
spektrum ausiibt, da die entstehenden, ladungsgetrennten Zustéinde durch Wasserstoff-
briicken deutlich stabilisiert werden konnen [226, 227]. Auf der anderen Seite ist eine
Reaktion des Fluoreszenzspektrums auf die Polaritéit, und somit die Dielektrizitétskon-
stante, des Losemittels charakteristisch fiir Ladungstransferzustéinde, da bei steigender



78 4 Pyrenmodifizierte RNA

Polaritat auch eine stérkere Stabilisierung ladungsgetrennter Zusténde erfolgt.

Abbildung 4.4 oben zeigt die unterste Absorptionsbande des pyrenmodifizierten
Adenins in verschiedenen Losemitteln. Um einen leichteren Vergleich zu erméglichen
wurde die Intensitét aller Spektren im Maximum des Peaks um 367 nm auf 0,25 fest-
gesetzt. Auf der linken Seite sind die aprotischen, auf der rechten Seite die protischen
Losemittel dargestellt. Allen Spektren ist eine von zwei deutlich erkennbaren Banden
mit einem Abstand von etwa 1500 cm ™! zueinander dominierte Struktur zu eigen.

In aprotischen Loésemitteln lassen sich anhand der Spektren in Abbildung 4.4 zwei
Gruppen ausmachen. Pyrenadenin zeigt in Essigesther, Aceton und Acetonitril nahezu
identische Absorptionsspektren, wihrend sich die Spektren in Dimethylformamid und
Dimethylsulfoxid deutlich davon unterscheiden. Ein &hnliches Verhalten ist auch bei den
protischen Loésemitteln zu sehen, wo in Tert-butanol, Ethanol und Methanol &hnliche
Spektren auftreten, die sich allerdings untereinander deutlich stidrker unterscheiden als
es bei den aprotischen Losemitteln beobachtet wurde. Die Unterschiede treten sowohl im
Intensitatsverhéltnis der beiden Peaks zueinander als auch in der Zentralwellenlénge der
Banden auf. Zur Quantifizierung dieses Effekts wurden die im oberen Teil der Abbildung
gezeigten Spektren mit einer Uberlagerung zweier gauBformiger Banden angepasst. Die-
se Annahme stellt sicherlich eine grobe Néherung der wirklichen Verhéltnisse dar, liefert
jedoch fiir die angestrebte Untersuchung zufriedenstellende Datenanpassungen. Die so
erhaltenen Zentralwellenléingen sind im unteren Teil von Abbildung 4.4 aufgetragen. Bei
steigender Dielektrizititskonstante ist eine Tendenz zu niedrigeren Ubergangsenergien
hin zu erkennen. Es ist jedoch deutlich, dass die Polaritdt des Losemittels insbesondere
bei aprotischen Losemitteln nicht der einzige Einfluss auf die Position der Absorptions-
banden ist. Wie auch schon in den Spektren zu sehen, zeigt Pyrenadenin insbesondere
in Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid, pur ebenso wie im Gemisch mit Wasser,
eine deutlich gréflere Rotverschiebung der Spektren als in den anderen Losemitteln, so
dass hier moglicherweise zusétzliche Wechselwirkungen der elektronischen Systeme von
Losemittel und Pyrenadenin auftreten.

Abschlieflend kann aus den Absorptionsspektren nicht zweifelsfrei gefolgert werden,
wie stark der Ladungstransfercharakter des Grundzustands ist, da die Evolution der Ab-
sorptionsbanden mit steigender Losemittelpolaritdt mit hoher Wahrscheinlichkeit durch
andere Effekte iiberlagert wird, deren genauere Natur in weiteren Untersuchungen quan-
tifiziert werden muss.

In &hnlicher Weise sollen auch die Fluoreszenzspektren einer genaueren Betrachtung
unterzogen werden. In Abbildung 4.5 oben sind links die Spektren in aprotischen, rechts
die Spektren in protischen Losemitteln zu erkennen. Hier ist der Einfluss der Was-
serstoffbriickenbindungen deutlich zu sehen. Die Pyrenadeninspektren in aprotischen
Losemitteln zeigen eine Struktur mit zwei verschiedenen Banden, die etwa 1300 cm ™!
auseinanderliegen. Die Struktur ist ausgeprégter in Essigester und Aceton und wird, wie
bei vielen Chromophoren iiblich [36, 167, 228], bei steigender Polaritéit der Losemittel
weniger deutlich. Die Struktur ist in protischen Losemitteln nicht mehr zu erkennen,
zusétzlich erscheint das Fluoreszenzspektrum im Vergleich zu aprotischen Lésemitteln
rotverschoben. Dies ist im Einklang mit dhnlichen Effekten an 1-Ethinylpyren-Uracil-
Komplexen [162, 203] sowie an Pyren-Uracil-Komplexen [203, 227]. Der Grund fiir die
sich stark verdndernden Fluoreszenzspektren liegt in dem Zusammenspiel aus der Fluo-
reszenz des lokal angeregten Pyrens und eines Ladungstransferzustandes. Die Présenz
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Abbildung 4.5. Oben: Fluoreszenzspektrum von pyrenmodifiziertem Adenin in verschiede-
nen Losemitteln bei einer Konzentration von 5 M. Die Spektren wurden um die Absorption
bei der Anregungswellenlénge von 380 nm korrigiert. Links: aprotische Losemittel, rechts: pro-
tische Losemittel. Unten links: Relative Quantenausbeute des Pyrenadenins in verschiedenen
Losemitteln, bestimmt durch Integration der Fluoreszenzspektren und Normierung auf die Ab-
sorption bei der Anregungswellenléinge. Unten rechts: Zentralwellenléingen der Fluoreszenz in
Abhingigkeit von der Dielektrizitdtskonstante.

von Wasserstoffbriicken erleichtert den Ladungstransfer und fiihrt somit zu einer Domi-
nanz des Ladungstransferzustandes im Spektrum. Studien an pyrenmodifiziertem Uracil
weisen darauf hin, dass sich das Fluoreszenzspektrum dieses Zustandes tiber die gesam-
te Pyrenmonomerfluoreszenz erstreckt und somit bei effizientem Landungstransfer die
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gesamte Monomerfluoreszenz iiberdecken kann [203].

Genauere Informationen iiber die Natur der beobachteten Fluoreszenz liefert auch die
Untersuchung der spektralen Position des Fluoreszenzmaximums in Abhéngigkeit von
der Polaritéit des verwendeten Losemittels, wie es in Abbildung 4.5 unten rechts darge-
stellt ist. Bei steigender Losemittelpolaritiat erfolgt eine Verringerung der Energie des
Ubergangs. Dies kann durch eine Stabilisierung des ladungsgetrennten fluoreszierenden
Zustands aufgrund der Reorganisation des Losemittels erkliart werden [229, 230]. Deut-
lich ist zu sehen, dass sowohl die einzelnen Fluoreszenzmaxima in protischen Losemitteln
(schwarze Quadrate) als auch beide Fluoreszenzmaxima in aprotischen Losemitteln (ro-
te Kreise, rote Dreiecke) in etwa derselben Polarititsabhingigkeit folgen. Dies spricht
dagegen, dass die Fluoreszenzmaxima von Pyrenadenin in aprotischen Losemitteln ei-
nem reinen lokal angeregten und einem Ladungstransferzustand respektive zuzuordnen
sind, da beide Zustinde eine deutlich unterschiedliche Polarititsabhingigkeit aufwei-
sen sollten. Vielmehr lédsst diese Datenlage die Vermutung zu, dass in den vorliegenden
Fallen die Fluoreszenz des lokal angeregten Pyrens so stark von der Fluoreszenz des
Ladungstransferzustandes iiberlagert wird, dafl beide nicht getrennt voneinander beob-
achtet werden konnen und somit auch in aprotischen Losemitteln ein signifikanter Teil
der Fluoreszenz aus einem ladungsgetrennten Zustand emittiert wird.

Zusétzlich hierzu wurde auch die Entwicklung der Quantenausbeute g. mit der Pola-
ritdt des Losemittels untersucht, wie in Abbildung 4.5 unten links zu sehen ist. Obwohl
die angegebenen Werte nicht die direkte Quantenausbeute darstellen, da sie einzig durch
Integration der Fluoreszenzspektren und Division durch die Absorption bei der jewei-
ligen Anregungswellenldnge erhalten wurden, stellen, sind sie als Vielfaches von ¢, zu
betrachten und kénnen so untereinander verglichen werden.

Bei steigender Polaritét sinkt g. insgesamt, wobei sowohl in Isopropanol als auch in
Acetonitril zusétzliche Effekte zu einer deutlichen Verdnderung von ¢, fiihren. Insge-
samt verlauft diese Absenkung in protischen Losemitteln steiler als in aprotischen, was
gemeinsam mit den zuvor gezogenen Folgerungen den Schluss nahe legt, dass die Quan-
tenausbeute des Ladungstransferzustands durch die Polaritdt des Losemittels stérker
als die des lokal angeregten Zustands beeinflusst wird.

Zur genaueren Klirung der Wechselwirkungen zwischen Ladungstransfer- und lokal
angeregtem Zustand soll nun in einem n#chsten Schritt die schnelle angeregte Zustands-
dynamik des pyrenmodifizierten Adenins in verschiedenen Lésemitteln einer genaueren
Untersuchung unterzogen werden.

4.3.2 Zeitaufgeloste Spektroskopie

Mit Hilfe zeitaufgeloster Spektroskopie lédsst sich ein deutlicherer Einblick in die Pho-
tophysik des pyrenmodifizierten Adenins gewinnen. Zu diesem Zweck wurden in einem
ersten Schritt transiente Absorptionsspektren des pyrenmodifizierten Nukleosids aufge-
nommen. Die Anregung erfolgte hierbei mit Hilfe der frequenzverdoppelten Laserfun-
damentalen bei 387,5nm mit einer Energie von 100nJ pro Puls. Zur Abtastung der
transienten Absorption wurde Weifllicht in einer CasF-Scheibe erzeugt, mit Hilfe des-
sen dann 42 Transienten im Abstand von 8 nm beginnend bei 343 nm aufgenommen
wurden. Die Probenkonzentration wurde auf 50 uM eingestellt. Abbildung 4.6 zeigt im
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Abbildung 4.6. Links: 2D-Spektrum des pyrenmodifizierten Adenins in Methanol. Rechts:
Zerfallsassoziierte Spektren (DAS) der Messung der schnellen Photodynamik des pyrenmodi-
fizierten Adenins in Methanol. Die Daten wurden mit dem Absorptionssignal des Losemittels
korrigiert und die Nullpunktskorrektur mit Hilfe einer zuvor durchgefiihrten Messung von Rho-
damin 6G vorgenommen.

linken Abbildungsteil eine Ubersicht iiber die erhaltene Photodynamik. Die gesamte an-
geregte Zustandsdynamik des Pyrenadenins unterscheidet sich sehr deutlich von der des
ungebundenen Pyrens, das wie in Kapitel 4.1 angefiihrt eine Lebensdauer von mehr als
100 ns zeigt und unterstreicht so die bereits im vorigen Abschnitt angedeutete Stéirke
der Kopplung zwischen dem Farbstoff und der Base. Es lassen sich innerhalb des 2D-
Spektrums drei verschiedene Bereiche ausmachen, deren Dynamik das System bestimmt.
Unterhalb von 400 nm findet sich als negatives Signal die Grundzustandsabsorption, die
eine dhnliche Charakteristik (eine Bande und eine ausgepriigte Schulter) wie das sta-
tischen Absorptionsspektrum zeigt. Um 450 nm herum ist die stimulierte Emission zu
erkennen, deren Wellenldngenbereich sich mit der der statischen Fluoreszenz in Verbin-
dung bringen lédsst. Diese Bande zeigt eine deutliche Rotverschiebung auf der Zeitskala
mehrerer 10 ps und verschwindet erst gegen Ende des Beobachtungszeitraums. Korres-
pondierend dazu zeigt die angeregte Zustandsabsorption (ESA) oberhalb von 500 nm
eine Blauverschiebung auf &hnlichen Zeitskalen und annihernd dieselbe Zerfallsdyna-
mik wie die stimulierte Emission.

Der gegenliufige dynamische Shift, der sich in stimulierter Emission und ESA fin-

den ldsst, ist bereits aus den Messungen an 1-Ethinylpyrenmodifiziertem Uracil be-
kannt [162]. Er ist ein Anzeichen fiir die Formation des bereits mehrfach erwihnten
Ladungstransferzustandes, der energetisch giinstiger als der neutrale Zustand ist.
Im rechten Abbildungsteil von Abbildung 4.6 sind die aus der globalen Fitanalyse (siehe
Anhang B.2) resultierenden zerfallsassoziierten Amplitudenspektren (DAS) dargestellt.
Vier Zeitkonstanten waren nétig, um die Dynamik der Probe ausreichend zu beschreiben.
Um diese Prozessen zuzuordnen ist eine genauere Betrachtung der Wellenlédngencharak-
teristik der DAS vonnéten.

— Das DAS der kiirzesten Zeitkonstante 71 mit einem Wert von 1,4 ps zeigt einen ne-
gativen Beitrag im Bereich der ESA, eine positive Komponente in der Region der
stimulierten Emission und ein ebenfalls negatives Signal bei einem Teil der Grundzu-
standsabsorption. Den Betrachtungen aus Kapitel 3.3 folgend kann dies als Zunahme
der Population des untersten angeregten Zustandes interpretiert werden. Dies wird
durch die Beobachtung gestiitzt, dass wie in Abschnitt 4.1 erwéhnt, die Anregung
von Pyren hauptsiichlich in den Ss-Zustand erfolgt [167, 172, 175]. Erweiterungen
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des aromatischen Systems von Pyren fithren selbst bei deutlicher Anderung von
Absorptions- und Fluoreszenzspektren nicht zwangslaufig zu einer Starkung des Sp-
S1-Ubergangs [172, 211, 212], so dass auch in dem vorliegenden System méglicher-
weise eine Anregung in den Ss-Zustand vorliegt. Weder die ermittelte Lebensdauer
flir diesen Prozess noch die spektralen Charakteristika kénnen jedoch die Interpre-
tation dieses Prozesses als dynamischen Shift innerhalb eines einzelnen angeregten
Zustandes ausschlieflen. Dieser konnte je nach Form der angeregten Zustandsflache
zu dhnlichen DAS fiihren.

— Die zweite Zeitkonstante 7, = 18 ps kann mit der Blauverschiebung der ESA und
der Rotverschiebung der stimulierten Emission in Verbindung gebracht werden. Sie
zeigt einen negativen Beitrag im hoherenergetischen Teil der ESA, der sich aus dem
niederenergetischen Teil der ESA speist und bis jenseits des Beobachtungsfensters
iiber 700 nm hinaus erstreckt. Dazu korrespondierend tritt eine positive Komponente
im niederenergetischen Teil der Bande der stimulierten Emission auf. Diese Charak-
teristika konnen mit der Population eines niederenergetischeren Zustandes als der
S1-Zustand des Pyrenadenins erklidrt werden. Sie werden im Einklang mit vorhe-
rigen Arbeiten [162, 172, 211, 212] und mit den zuvor durchgefithrten statischen
Fluoreszenzstudien als Population eines Ladungstransferzustandes interpretiert.

— Die dritte Zeitkonstante 73 = 170ps weist ebenso wie die vierte Zeitkonstante
74 = 1,7ns negative Beitrdge im Bereich des Grundzustandsbleichens und der sti-
mulierten Emission und positive Amplitudenbeitrige im Bereich der ESA auf. Beide
Komponenten lassen sich somit gut als strahlende Zerfille in den Grundzustand in-
terpretieren. 73 und 74 weisen leicht unterschiedliche spektrale Charakteristika auf.
73 lasst sich aufgrund der niederenergetischeren ESA-Komponente und der hoher-
energetischeren Emissionskomponente als Zerfall eines energetisch im Vergleich zu
74 leicht hoher liegenden Zustandes deuten. Es liegt somit nahe, dass 74, den Zer-
fall des Ladungstransferzustandes beschreibt, wéhrend sich die Lebensdauer 73 dem
neutralen Zustand des Pyrenadenins zuordnen lésst.

Zusammenfassend zeigt die schnelle Photophysik des pyrenmodifizierten Nukleosids also
zwei verschiedene fluoreszente Zustéinde, deren Population und Zerfall auf unterschiedli-
chen Zeitskalen beobachtet werden kann. Die Charakteristik der Fluoreszenz der Proben
ebenso wie vorherige Studien an dhnlich gearteten Systemen deuten darauf hin, dass es
sich bei den beiden Zustédnden um einen angeregten Pyrenadeninzustand sowie einen La-
dungstransferzustand handelt. Aus den vorliegenden Daten lisst sich jedoch noch nicht
abschiitzen, ob der Ubergang in den Ladungstransferzustand direkt nach der Anregung
oder zu einem spéteren Zeitpunkt der Zerfallskaskade auftritt. Insbesondere die Natur
der Zerfallszeit 7 ist nicht vollkommen geklart. Hierzu wére es notig, die Photophysik
des Pyrenadenins in Abhéngigkeit von der Anregungsenergie zu beobachten.

Ein solches Experiment wurde mit Hilfe der Fluoreszenzaufkonvertierung durch-
gefiihrt. Die spektrale Abstimmbarkeit des verwendeten Lasers (siehe Kapitel 2.4.3)
ermoglicht es, mit Hilfe der Frequenzverdopplung verschiedene Anregungswellenlédngen
innerhalb der Absorptionsbande des Pyrenadenins zu generieren. Es wurden also zwei
Messreihen mit Anregungswellenldngen von 385 nm und 400 nm durchgefiihrt. In beiden
Féllen wurde die Fluoreszenz bei 450 nm aufgenommen und iiber 50 Scans gemittelt.
Abbildung 4.7 zeigt im linken Teil das Ergebnis der beiden Aufkonvertierungsmessungen.
Die Transienten zeigen sehr dhnliches Zeitverhalten, das sich auch mit der beobachte-
ten Dynamik der stimulierten Emission aus dem vorherigen Experiment in Verbindung
bringen lisst. Bei beiden Anregungsenergien ist zunichst ein Anstieg der Fluoreszenz
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Abbildung 4.7. Links: Fluoreszenz-Aufkonvertierung von Pyrenadenin in Methanol. Die An-
regung erfolgte bei 385 nm (blau) und 400nm (rot) mit einer Energie von 100nJ pro Puls.
Die Detektion der aufkonvertierten Fluoreszenz erfolgte in beiden Fillen bei 450 nm. Fiir je-
de Messung wurden 50 Mittelungen durchgefiihrt. Die Zeitauflosung lag bei 240fs. Rechts:
Teilmodell der Photophysik des pyrenmodifizierten Adenins. Nach Anregung geht ein Teil der
Population mit einer Equilibrierungszeit von 18 ps in einen Ladungstransferzustand iiber. Bei
hoherenergetischer Anregung ist der Teil der Population, der aus dem neutralen in den La-
dungstransferzustand iibergeht, hoher, wihrend bei niederenergetischer Anregung sich mehr
Molekiile von Beginn an im Ladungstransferzustand befinden.

zu beobachten, der biphasisch vonstatten geht und der bei hoherenergetischer Anre-
gung (385nm) stirker ausgepriigt ist als bei niederenergetischer Anregung (400 nm).
Die Zeitskalen, auf denen sich dieser Prozess abspielt, sind jedoch nahezu gleich.

Nach Populierung der fluoreszenten Zustéinde folgt der Zerfall in den Grundzustand.
Dieser erfolgt, wie in den Transienten zu sehen, schneller bei htherer Anregungsenergie.
Aus einem gemeinsamen Fit beider Transienten mit einem Datensatz basierend auf den
aus der transienten Absorption erhaltenen Fitzeiten kann man auf eine Anderung des
Verhéltnisses zwischen dem Zerfall des angeregten Zustands und dem Zerfall des La-
dungstransferzustandes schliefen. Bei einer Anregungswellenlinge von 385 nm betréigt
der Anteil der Amplitude des kurzlebigen Zerfalls an der Gesamtfluoreszenz etwa 46 %,
wihrend er bei einer Anregung von 400 nm auf 36 % fillt.

Diese Beobachtungen zusammengenommen sprechen dafiir, dass die Aufteilung auf
neutralen und Ladungstransferzustand direkt nach der Anregung geschieht. Der rechte
Teil von Abbildung 4.7 verdeutlicht die Vorgéinge in schematischer Weise. Die Anregung
erfolgt in einen strukturierten angeregten Zustand, wobei das Verhiltnis der Popula-
tionen der beiden Zusténde abhéingig von der Photonenenergie der Anregung ist. Bei
hoherenergetischer Anregung wird primér die Population des neutralen Zustandes aufge-
baut. Da zwischen den beiden Zustéinden des angeregten Zustands jedoch ein Ubergang
moglich ist, ist bei hoherer Population des oberen Zustands die Zahl der Molekiile,
die in den unteren Zustand iibergehen hoher als bei direkter Anregung in den unte-
ren Zustand. Ebenso erklirt dieses Bild das sich verdndernde Verhéltnis zwischen den
Fluoreszenzlebensdauern, da die kiirzere Fluoreszenzlebensdauer aufgrund der spektra-
len Charakteristik dem hoherenergetischen Zustand zugewiesen werden kann.

Dieses Bild steht jedoch teilweise im Widerspruch zu der Interpretation von 7; als
Zerfall eines hoher angeregten Zustands. Mit Hilfe der vorliegenden Daten ist es bis-
her nicht moglich, diesen Widerspruch vollstdndig aufzulosen. Hilfreich ware in diesem
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Zusammenhang insbesondere eine Wiederholung der Kurzzeitfluoreszenzmessungen in
Abhéngigkeit der Anregungswellenlénge mit Hilfe eines Kerrschalters, der eine spektral
breite Beobachtung der Fluoreszenz erméglicht. Diese Messungen werden in naher Zu-
kunft in unserer Arbeitsgruppe zu einer endgiiltigen Kldrung der noch offenen Fragen
beziiglich der Photophysik der pyrenmodifizierten Base durchgefiihrt werden.

Im weiteren sollen jedoch einige Teilaspekte der Photophysik des Pyrenadenins in
verschiedenen Umgebungen néher beleuchtet werden. Die Fluoreszenzspektren legen
nahe, dass Wasserstoftbriicken einen signifikanten Einfluss auf die Photophysik des py-
renmodifizierten Adenins ausiiben. Im Folgenden wird also die schnelle Photodynamik
von Pyrenadenin in Methanol mit der in Acetonitril verglichen. In Abbildung 4.8 findet
sich eine Gegeniiberstellung der erhaltenen Daten.

In beiden Losemitteln zeigen die durchgefiihrten Messungen dhnliches Verhalten. Es
ist jedoch sowohl in der transienten Absorption als auch in der Aufkonvertierungsmes-
sung zu erkennen, dass die Bildung des Ladungstransferzustands in Acetonitril deutlich
weniger stark zu beobachten ist. Die deutliche spektrale Verschiebung von stimulier-
ter Emission und ESA in Methanol ist in Acetonitril kaum zu beobachten. Dies ist im
Einklang mit den statischen Messungen, wo die Fluoreszenz von Pyrenadenin in Me-
thanol niederenergetischer als die in Acetonitril ist. Eine Erkldrung hierfiir liegt in der
bereits mehrfach erwdhnten Tatsache, dass in protischen Losemitteln Ladungstransfer-
zustdnde hiufiger und leichter auftreten [162, 203]. Die Geschwindigkeit der Bildung
des Ladungstransfers ist jedoch in Acetonitril deutlich hoher als in Methanol. Dies fithrt
zu der Schlussfolgerung, dass die Gegenwart von Wasserstoffbriicken die elektronische
Struktur des Molekiils selbst veréindert, da diese Beschleunigung nicht zu einer gréfieren
Populierung des Ladungstransferzustandes fiihrt.

Auch die anregungswellenléingenabhiingige Veréinderung der Fluoreszenzzerfille kann
in Acetonitril in etwa gleicher Stérke wie bei Methanol beobachtet werden. Der Anteil
der kurzlebigen Fluoreszenzzeit an der Gesamtfluoreszenzamplitude fillt von 40 % bei
einer Anregung bei 385 nm auf 32 % bei 400 nm.

Abschliefend wurde die Bildung des Ladungstransferzustandes in Abhéngigkeit der
Polaritit des Losemittels untersucht. Dazu wurden Aufkonvertierungsmessungen an Py-
renadenin in allen 10 bisher erw&hnten Losemitteln(siehe auch Tabelle 4.3) durchgefiihrt.
In Abbildung 4.9 findet sich eine Zusammenstellung aller Messungen. Generell wird der
bereits durch den Vergleich von Methanol und Acetonitril beobachtete Trend bestétigt,
dass die Amplitude des Ladungstransfers und somit die Zahl der Molekiile, die von
dem neutralen zu dem Ladungstransferzustand iibergehen, in aprotischen Lésemitteln
deutlich geringer ist. Insbesondere bei Anregung bei 400 nm ist nur noch sehr wenig
Formation des Ladungstransferzustandes zu erkennen. Es bleibt zu bemerken, dass der
Anteil des Ladungstransfers auch in dem DMSO-Wasser-Gemisch verhéltnisméfig ge-
ring ist.

Die Bildungszeit des Ladungstransfers variiert von unter 10ps bis zu etwa 30 ps.
Eine Zusammenstellung der Ladungstransferzeiten in Abhéngigkeit der Dielektrizitéits-
konstante ist in Abbildung 4.10 dargestellt.

Hieraus ldsst sich erkennen, dass die Ladungstransferzeiten in protischen Losemit-
teln deutlich weniger als in aprotischen variieren. Insbesondere in Dimethylformamid
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Abbildung 4.8. Messungen der schnellen Photophysik von Pyrenadenin in Methanol (linke
Spalte) und Acetonitril (rechte Spalte). Die Bedingungen fiir beide Messungen waren nahezu
identisch. Von oben nach unten finden sich: a) 2D-Spektrum der transienten Absorptionsmes-
sung; b) aus den globalen Fits extrahierte DAS; c¢) Aufkonvertierungsmessungen bei unter-
schiedlicher Anregungswellenlédnge.

und Dimethylsulfoxid tritt eine deutlich hohere Bildungszeit des Ladungstransferzu-
stands als in allen anderen aprotischen Losemitteln auf. Diese Anomalie fillt mit der
bereits zuvor erwiihnten Rotverschiebung der Absorptionsspektren in beiden Losemit-
teln zusammen, so dass an dieser Stelle die Vermutung nahe liegt, dass zusétzliche
Wechselwirkungen zwischen Pyrenadenin und dem jeweiligen Losemittel auftreten, de-
ren Natur im Rahmen dieser Studie nicht geklirt werden konnte. Zudem mufl beachtet
werden, dass fiir diese Messungen die Amplitude des Ladungstransferzustands einen der
niedrigsten Werte aufwies. Eine Anpassung der Daten ist in diesem Fall also vermutlich
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Abbildung 4.9. Fluoreszenzaufkonvertierungsmessungen in verschiedenen Loésungsmitteln
nach Anregung bei 385 nm und 400 nm. Die linke Spalte zeigt protische, die rechte aprotische
Losemittel, die Polaritit steigt von oben nach unten an.
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Abbildung 4.10. Bildungszeit des Ladungstransferzustandes in Abhéngigkeit der Polaritét
der Losungsmittel.

insbesondere im Zeitbereich des Ladungstransfers mit groflerem Fehler behaftet als bei
den Messungen in anderen Losemitteln. Es ist bemerkenswert, dass Pyrenadenin in dem
DMSO-Wasser-Gemisch diese Auffilligkeit nicht zeigt. Dies unterstreicht die Wichtig-
keit von Wasserstoffbriicken fiir den Ladungstransferzustand.

Abgesehen von Dimethylformamid und Dimethylsulfoxid zeigt Pyrenadenin bei stei-
gender Losemittelpolaritit kiirzere Formationszeiten des Ladungstransfers. Sowohl in
protischen als auch in aprotischen Losungsmitteln betrigt die Variation (unter Nicht-
beachtung der beiden Sonderfille Dimethylformamid und Dimethylsulfid) in etwa einen
Faktor 2, wobei die Spanne bei protischen Losemitteln, auch aufgrund der geringeren ab-
gedeckten Polaritdtsspanne kleiner ist. Generell 1lduft der Ladungstransfer in protischen
Losemitteln langsamer ab, zeigt jedoch eine hohere Amplitude, was die Schlussfolgerung
stiitzt, dass in aprotischen Losemitteln der Ladungstransferzustand energetisch néher
am neutralen Zustand liegt als in protischen.

Eine mogliche Erklirung fiir die Unterschiede der Bildungszeiten bei aprotischen
Losemitteln, die auch in anderen Systemen beobachtet wurden [231, 232], jedoch nicht
generalisiert werden konnen, ist eine Variation der Hohe der Barriere zwischen neutra-
lem und Ladungstransferzustand aufgrund der Wechselwirkungen zwischen Chromophor
und Losemittel.

Obwohl die vorherigen Untersuchungen die komplette Photophysik des pyrenmodi-
fizierten Adenins nicht vollstindig kldren konnten, zeigen sie deutlich die Losemittel-
empfindlichkeit des Chromophors auf. In unterschiedlichen Umgebungen #ndert sich die
Photophysik des Pyrenadenins deutlich. Dies 148t die Schlussfolgerung zu, dass es sich
bei der vorliegenden Verbindung um einen vielversprechenden Marker fiir die Struktur
und Dynamik von RNA handelt, da deutliche Reaktionen insbesondere des Fluoreszenz-
verhaltens bei konformationeller oder energetischer Anderung der Molekiilumgebung er-
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wartet werden konnen.

Im Folgenden werden nun die spektroskopischen Charakteristika des pyrenmodifizier-
ten Nukleosids im Verbund mit den in Abschnitt 4.2.2 vorgestellten Oligonukleotiden
einer naheren Untersuchung unterzogen.

4.4 Spektroskopie der modifizierten RNA

4.4.1 Spektroskopische Untersuchung der Einzelstringe

Zur Voruntersuchung wurden Absorptions- und Fluoreszenzspektren sdmtlicher modi-
fizierter, einzelstrangiger Oligonukleotide aufgenommen. Abbildung 4.11 zeigt eine Zu-
sammenstellung der verschiedenen Spektren. Die Konzentration der Oligonukleotide va-
riierte von Probe zu Probe zwischen 2 yM und 7 uM. Mit Hilfe der bekannten Sequenzen
und der optischen Dichte der jeweiligen Proben bei 260 nm wurden die Spektren jedoch
auf eine gleiche nominelle Konzentration von 5 uM normiert [233, 234]. Hierbei wurde
sowohl die Basenzusammensetzung als auch die Basensequenz beriicksichtigt. In Ab-
bildung 4.11 links sind die gesamten Spektren der modifizierten RNA zu sehen. Um
260 nm ldsst sich die Absorption der Nukleobasen erkennen. Aufgrund der deutlich un-
terschiedlichen Extinktion der einzelnen Basen, sowie der unterschiedlichen Lénge der
untersuchten Oligonukleotide sind hier deutliche Unterschiede in der optischen Dichte
festzustellen.

Zwischen 350 nm und 420 nm sind die hauptséchlichen Absorptionsbanden des Py-
rens zu finden, wie sie im rechten Teil von Abbildung 4.11 noch einmal vergrofiert darge-
stellt sind. Sie sind im Vergleich zu de Absorptionsspektren des modifizierten Nukleosids
(siehe Kapitel 4.3) noch einmal um 20 nm rotverschoben, was auf deutliche Wechselwir-
kungen zwischen der modifizierten Base und den benachbarten Nukleotiden innerhalb
des Strangs hindeutet. Ahnlich wie bei 1-ethinylpyrenmodifiziertem Uracil in DNA ist
auch hier zu vermuten, dass zumindest ein Teil der durch den Ladungstransfer in den
Basenstapel eingebrachten Anregungsenergie iiber mehrere Basen delokalisiert ist [162].

Die Spektren weisen zwei Hauptbanden um 405 nm und 375 nm, sowie eine Schulter
bei etwa 360 nm auf. Zusétzlich ist bei etwa 320 nm noch eine weitere Schulter zu erken-
nen. Ein Vergleich mit den Anregungsspektren fiir die pyrenmodifizierten Einzelstringe,
wie in Abbildung 4.12 exemplarisch fiir den Strang 3A gezeigt, weist darauf hin, dass
es sich ebenso wie bei Pyrenadenin (sieche Abschnitt 4.3) hierbei um eine weitere, dem
Pyren zugehorige Bande handelt. Sie ist von der Absorption der RNA-Basen stark iiber-
lagert, das Anregungsspektrum jedoch zeigt deutlich, dass dieser Zustand ebenso wie die
Hauptabsorptionsbande des Pyrens strukturiert ist und bei geringerer Oszillatorstérke
dennoch eine #hnliche Form aufweist. Ebenso ist zu erkennen(Abbildung 4.12), dass das
Fluoreszenzspektrum annihernd unabhéngig von der Anregung ist.

Verglichen mit den Absorptions- und Anregungsspektren des modifizierten Nukleo-
sids ist bei der pyrenmodifizierten RNA eine deutliche Verdnderung der Charakteristik
zu erkennen. Die Hauptabsorptionsbande des Pyrens erfihrt eine Verschiebung in ih-
rer Gewichtung, bei der insbesondere der niederenergetische Ubergang deutlich gestirkt
wird. In vorherigen Studien an dhnlichen Systemen wurde dieser Ubergang als besonders
sensibel gegeniiber Basenstapelung identifiziert, so dass die deutlichen Anderungen in
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Abbildung 4.11. Links: Vergleich der Absorptionen aller untersuchter Einzelstréange. Die Kon-
zentration der Oligonukleotide wurde auf 5 uM eingestellt. Die Absorption der RNA-Basen ist
um 260nm zu sehen. Zwischen 350 nm und 420 nm befindet sich die Hauptabsorptionsbande
des Pyrens. Eine weitere schwache hoherenergetische Pyrenbande ist um 320 nm zu erkennen.
Rechts: Hauptpyrenbanden der verschiedenen einfach modifizierten RNA-Einzelstringe, nor-
miert auf das Maximum der Bande. Die Proben wurden jeweils auf eine Konzentration von
5 M normiert. Die tatsdchlichen Konzentrationen lagen zwischen 2 uM und 7 M.

diesem Bereich durchaus nachvollziehbar sind [202, 204].

Abbildung 4.11 rechts zeigt die auf ihr Maximum normierte Absorption der Hauptpy-
renbande bei allen untersuchten Einzelstréngen. Es sind leichte Sequenzabhéngigkeiten
zu erkennen, die sich sowohl in einer minimalen Anderung der Zentralwellenlinge der
beiden Ubergiinge als auch in deren Verhiltnis zueinander manifestieren. Diese sind
moglicherweise auf unterschiedliche Konformationen der Einzelstréinge zuriickzufiihren.
Das Ausbilden einer festen Struktur des Einzelstrangs ist jedoch schon allein aufgrund
der verwendeten Sequenzen unwahrscheinlich. Untersuchungen mit mfold* [235] ergaben
keine stabilen Strukturen. Die Absorptionsspektren der pyrenmodifizierten RNA &hneln
denen, die in fritheren Studien von Rist et al. fiir 1-Ethinylpyrenmodifiziertes Uracil in
DNA gefunden wurden [204]. Auch in diesen Systemen traten Unterschiede in den bei-
den Hauptabsorptionsbanden abhéingig von der DNA-Sequenz auf.

Abbildung 4.13 zeigt die Fluoreszenzspektren der untersuchten Einzelstrédnge. Sie
wurden auf die jeweilige Probenabsorption normiert und reprisentieren die relative
Quantenausbeute der jeweiligen Probe. Alle einfach modifizierten Stringe weisen ei-
ne sehr #hnliche spektrale Charakteristik auf. Die Zentralwellenlédnge der Fluoreszenz
liegt bei 450 nm. Das Spektrum ist, wie bereits von der pyrenmodifizierten Base bekannt,
breit und unstrukturiert, jedoch #hnlich den Absorptionsspektren im Vergleich zu rei-

* http://mfold.biocinfo.rpi.edu/
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Abbildung 4.12. Anregungsspektrum von 3A exemplarisch fiir die Anregungsspektren al-
ler Einzelstrange: Deutlich ist die aus den Absorptionsspektren bekannte Bandenstruktur des
Uberganges zu erkennen. Die Absorption des niichsthdheren angeregten Zustandes, die im Ab-
sorptionsspektrum unter der RNA-Bande verschwindet, weist dieselbe Struktur auf. Es gibt
keinen Energietransfer bei Anregung des Adenins zum Pyren hin. Das spektral schmale Signal,
das bei etwa 430 nm beginnt und bei steigender Anregungswellenldnge ins Rote verschoben
wird, ist Streulicht des Anregungslichts. Es ist ab einer Anregungswellenléinge von 325 nm noch
einmal zu sehen, wo die zweite Beugungsordnung des Streulichts mitbeobachtet wird.

nem Pyrenadenin um 20 nm rotverschoben. Auch dies ist bereits fiir pyrenmodifizierte
DNA beobachtet worden [162]. Auch in den Fluoreszenzspektren sind die Ahnlichkeiten
zu pyrenmodifizierter DNA aus vorherigen Studien grof§ [185, 202, 204]. Die Quanten-
ausbeuten der Strange 1A, 4A; 9A und 10A sind sehr &hnlich, wihrend die der Stringe
2A und 3A um einen Faktor 2 geringer sind. Solche Variationen kénnen durch schwache
Stapeleffekte mit umgebenden Basen entstehen, die einen Einfluss auf die Fluoreszenz
ausiiben, jedoch mit Hilfe der vorliegenden Daten nicht néher quantifizierbar sind.

4.4.2 Spektroskopische Untersuchung der Duplexe

Um einen ersten Eindruck vom Einfluss der Hybridisierung auf die Absorptions- und
Fluoreszenzeigenschaften des Pyrens zu gewinnen, werden zunichst die Spektren ein-
fach und doppelt modifizierter Duplexe miteinander und mit den einfach modifizier-
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Abbildung 4.13. Fluoreszenz der Einzelstringe, normiert auf die Absorption bei einer An-
regungswellenldnge von 380 nm: Die spektrale Signatur der Fluoreszenz aller Einzelstringe ist
anndhnernd gleich. Unterschiede tauchen jedoch in der Quantenausbeute auf und weisen auf
unterschiedliche Konformationstendenzen der Einzelstriange in Losung hin.

ten Stringen verglichen. Abbildung 4.14 zeigt eine Zusammenstellung der Absorp-
tionsspektren. Wie bereits bei den Einzelstrangen variierte auch hier die Konzentra-
tion der Oligonukleotide von Probe zu Probe zwischen 2,6 uM und 12 pM. Mit Hil-
fe der bekannten Sequenzen, der optischen Dichte der jeweiligen Proben bei 260 nm
und den zur Schmelzpunktbestimmung aufgenommenen Temperaturkurven der RNA-
Bande wurden die Spektren jedoch auf eine gleiche scheinbare Konzentration von 5 M
normiert [233, 234]. In Abbildung 4.14c findet sich ein Uberblick iiber die gesamten
Absorptionsspektren. Es zeigen sich die schon von den Einzelstringen bekannten Cha-
rakteristika der Pyren-Hauptbanden zwischen 350 nm und 420 nm, einer Nebenbande
bei 320 nm sowie der RNA-Absorption bei 260 nm. Die Variationen in der RNA-Bande
rithren von der unterschiedlichen Absorption der Basen, den unterschiedlichen Sequen-
zen sowie unterschiedlich starker Abnahme der Oszillatorstirke durch Hybridisierung
her. Es ist deutlich zu erkennen, dass leichte Unterschiede in der Pyrenbande von Du-
plex zu Duplex bestehen. Abbildung 4.14a zeigt nur die Pyren-Hauptbande, um eine
Quantifizierung dieser Unterschiede zu erméglichen.

Die Form der Absorptionsspektren ist in allen einfach modifizierten Proben sehr &hn-
lich. Es treten zwei Hauptbanden und eine Schulter innerhalb des Spektrums auf, deren
Verhiltnisse sich bei allen einfach modifizierten Proben kaum unterscheiden. Die Oszil-
latorstiirke des Ubergangs ist in den einzelnen Duplexen leicht verschieden. Auffillig ist
die relativ starke Oszillatorstirke des Strangs 9A10B. Wie aus Abbildung 4.11 ersicht-
lich, weist jedoch bereits der Einzelstrang 9A von allen Strangen die héchste Absorption
auf. Dies ist moglicherweise ein Effekt der benachbarten Basen auf das modifizierte Nu-
kleosid. Eine andere Erkldrung wire in Ungenauigkeiten innerhalb der Normierung zu
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Abbildung 4.14. Absorption der modifizierten RNA-Duplexe: a) VergréBerung der Pyren-
hauptbanden aller modifizierter RNA-Duplexe. b) Vergleich der Pyrenbande eines Einzelstrangs
mit einem Doppelstrang (1A, 1A5B). ¢) Gesamtabsorptionsspektren der pyrenmodifizierten
Duplexe. Alle Spektren wurden auf eine Konzentration von 5 uM normiert. Die tatsdchlichen
Konzentrationen lagen zwischen 2,6 uM und 12 uM

suchen. Die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten nach Referenzen [233, 234] weist
einen Fehler von etwa 10 % auf. Hinzu kommt eine weitere Ungenauigkeit von etwa 5 %
aufgrund des aus den Schmelzkurven ermittelten Intensitéitseffekts. In jedem Falle sind
die Unterschiede innerhalb der Pyrenabsorption insgesamt eher gering.

Der doppelt modifizierte Duplex 9A10A weist im Vergleich zu den einfach modifi-
zierten Duplexen einen leichten Unterschied auf. Es ist eine Rotverschiebung der nieder-
energetischen Pyrenbande um etwa 4nm von 406 nm zu 410nm zu erkennen. Zudem
findet eine relative Schwichung dieser Bande gegeniiber der hoherenergetischeren statt.

Die Absorption des doppelt modifizierten Strangs ist deutlich hoher als die der Ein-
zelstrange. Dies ist wenig iiberraschend, da sich die doppelte Menge Pyren in der Probe
befindet. Sie ist jedoch, anders als zunéchst zu erwarten, nicht bei dem Wert, die sich aus
der Summe der Oszillatorstirken von 9A10B und 9B10A ergibt, sondern etwa 15-20 %
darunter. Die Erkldrung hierfiir liegt in einer Abnahme der Oszillatorstirke aufgrund
der Kopplung der 7-Systeme der beiden Pyrene, und somit in einem Effekt, der dem der
Abnahme der RNA-Absorption bei Hybridisierung sehr dhnlich ist [234]. Hieraus ldsst
sich folgern, dass bereits im Grundzustand eine nennenswerte Kopplung der beiden Py-
rene miteinander besteht, die in einer Verschiebung der Absorptionsbande von Pyren,
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sowie in einer Abnahme der Absorption resultiert.

Abbildung 4.14b zeigt einen Vergleich zwischen einem Einzelstrang und dem dazu-
gehorigen Duplex (in diesem Fall 1A, sowie 1A5B). Die hier zu beobachtenden Effekte
sind bei allen untersuchten Stréingen sehr &hnlich.

Ein Unterschied der Absorptionsspektren findet sich vor allem in der niederener-

getischen Bande um 405nm. Sie ist in den Einzelstrdngen im Vergleich zur Ban-
de bei 380nm deutlich weniger stark ausgeprigt. Frithere Untersuchungen an mit 1-
ethinylpyrenmodifizierter DNA zeigen, dass sich diese Bande als Resultat der Grund-
zustandsinteraktion von pyrenmodifiziertem Uracil mit den benachbarten Basen des
Basenstapels besonders stark &dndert [204].
Zusétzlich zu diesem Effekt tritt generell eine leichte Rotverschiebung von 1- 2nm bei
Hybridisierung der Einzelstringe auf, die in Tabelle 4.4 fiir die einzelnen Stringe ge-
nauer aufgeschliisselt ist. Eine solche bathochrome Verschiebung ist bei Farbstoffen ein
genereller Indikator fiir den Wechsel in eine hydrophobere Umgebung [236]. Dies kénnte
bei dem vorliegenden System sowohl eine Platzierung des Pyrens in einer der beiden
Grooves der RNA (aufgrund des Ankniipfungspunktes des Pyrens an der Base ist die
Minor Groove wahrscheinlicher) als auch eine Interkalation des Farbstoffes bedeuten.
Dieser Punkt wird ausfiihrlich im n#&chsten Abschnitt diskutiert.

Deutlichere Unterschiede zwischen den einzelnen Duplexen lassen sich mit Hilfe der
Pyren-Fluoreszenz finden. Abbildung 4.15 zeigt die Fluoreszenzspektren aller modifizier-
ter Doppelstréange. Die einfach modifizierten Duplexe zeigen eine &hnliche spektrale Cha-
rakteristik, die sich auch von der der Einzelstrange kaum unterscheidet, es treten jedoch
deutliche Unterschiede in der Quantenausbeute der Doppelstringe auf. Die Fluoreszenz
von Pyren kann durch die Présenz von Nukleobasen in mannigfaltiger Weise beein-
flusst werden. Insbesondere spielen Umgebungen verschiedener Polaritéten [170] (siehe
auch Kapitel 4.3) sowie die Wechselwirkungen mit den w-Systemen der umgebenden Ba-
sen [237] eine Rolle. Auf diese Vorgéinge wird in Abschnitt 4.4.3 néher eingegangen. Der
doppelt modifizierte Duplex zeigt eine deutliche Anderung der spektralen Charakteristik
der Fluoreszenz im Vergleich zu den einfach modifizierten Doppelstringen. Die Fluores-
zenz ist um 35 nm rotverschoben und erfihrt eine signifikante Verbreiterung. Beides ist
charakteristisch fiir die Formation eines Exzimers zwischen den beiden Pyrenen, wie es
in vielen dhnlichen Systemen bereits beobachtet wurde [160, 188, 191, 225, 238, 239].

4.4.3 Schmelzverhalten

Um die Eignung des pyrenmodifizierten Adenosins als Marker und sein Verhalten in-
nerhalb der RNA zu charakterisieren wurden von allen Stringen Schmelzkurven aufge-
nommen. Hierbei wurde neben der klassischen RNA-Bande bei 260 nm die temperatu-
rabhéngige Verdnderung von Pyrenabsorption und -fluoreszenz beobachtet. Die Absorp-
tionsspektren wurden auf einem Jasco V670-Absorptionsspektrometer® aufgenommen,
dessen Kiivettenhalter iiber ein computergesteuertes Peltierelement temperiert wurde.
Die Fluoreszenzspektren wurden auf einem Jobin Yvon Fluorolog Spektrometer® aufge-
nommen, das ebenfalls iiber einen peltierbasierten Kiivettenhalter verfiigte. Es wurden
fiir alle Messungen identischen Kiivetten bei einer Heizrate von etwa 10°C/h verwen-
det. Fluoreszenzspektren wurden stets um die Absorption bei der Anregungswellenléinge

5 Jasco, Robert-Bosch-Strasse 11, 64823 Gross-Umstadt, http://www.jasco.de
5 HORIBA Jobin Yvon GmbH, Hauptstr. 1, 82008 Unterhaching, htp://www.jobinyvon.com
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Tabelle 4.4. Vergleich der Peakwellenléingen der Pyrenbande modifizierter Einzel- und Doppel-
strange: Die auftretenden Unterschiede sind nur gering und weisen keine erkennbare Systematik
auf.

Strang A1/nm A2/nm
1A 380 404
1A5B 381 406
2A 380 404
2A6B 382 406
3A 381 404
3A7B 381 405
4A 381 403
4A8B 382 406
9A 379 402
9A10B 381 406
10A 381 404
9B10A 381 406
9A10A 383 410

korrigiert.

Zur Bestimmung der Schmelzkurven wurde nach dieser Korrektur iiber das gesamte
Fluoreszenzspektrum integriert und die aus der Integration dieser Spektren resultieren-
den Gesamtintensitidten iiber der Temperatur aufgetragen. Anpassung der so erhalte-
nen Schmelzkurven erfolgte {iber ein modifiziertes Zweizustandsmodell, das eine linear
verdnderliche Basislinie mit einbezieht:

A — A
I(T):i( ! TfTi? +mT + As. (4.1)
1+ear

Hierbei sind A; und A, die Anfangs- und Endamplitude des Schmelzprozesses, T;,, die
Schmelztemperatur und AT die Breite der eigentlichen Schmelzkurve. m und Az sind
die Parameter der linear mit der Temperatur veranderlichen Basisline.
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Abbildung 4.15. Fluoreszenz der modifizierten RNA-Duplexe, normiert auf die Absorption
bei der Anregungswellenldnge von 380 nm: Die einfach modifizierten Duplexe weisen nahezu
identische Signaturen auf, unterscheiden sich jedoch deutlich in der Quantenausbeute. Der
doppelt modifizierte Duplex zeigt im Vergleich zu den einfach modifizierten Proben eine deut-
liche Rotverschiebung der Zentralwellenlinge um 35 nm, die der Pyren-Pyren-Wechselwirkung
zugeschrieben werden kann.

Temperaturverhalten einfach modifizierter RN A-Einzel- und
Doppelstringe

Von allen einfach modifizierten Doppelstringen wurden zwischen 20°C und 90°C im
Abstand von 10K Absorptionsspektren aufgenommen. Fiir alle einfach modifizierten
Stringe zeigen sich sehr &hnliche Charakteristika. Die generellen Verhéltnisse zeigt Ab-
bildung 4.16, wo der Vergleich des Temperaturverhaltens der Pyrenabsorptionsbande
eines exemplarischen Einzelstrangs (4A), sowie des zugehérigen Doppelstrangs (4A8B)
zu finden sind. Insgesamt lésst sich in beiden Proben eine Blauverschiebung des Spek-
trums von etwa 5 nm mit steigender Temperatur erkennen, die beide Absorptionsbanden
gleichermaflen betrifft. Weder bei den Einzelstringen noch bei den Duplexen tritt ein
isosbestischer Punkt auf, so dass die Blauverschiebung keinem einfachen Zweizustands-
system zugeordnet werden kann. Vermutlich iiberlagert sich in den Spektren ein gene-
reller Temperatureffekt der Absorption mit den strukturbasieren Anderungen aufgrund
der Hybridisierung.

Zusétzlich nimmt die Intensitdt der Bande bei 405 nm im Vergleich zur Intensitét
bei 380 nm zu. Dieser Effekt ist im Temperaturverhalten des Doppelstrangs deutlicher
zu erkennen, da sich beim Entfalten der Duplexe das Absorptionsspektrum der Doppel-
stringe dem der Einzelstringe anndhert (Abbildung 4.16 unten rechts), und in diesem
Teil der Bande der Einfluss der Hybridisierung auf das Absorptionsspektrum zu finden
ist (Abbildung 4.16 unten links, und siehe auch Kapitel 4.4.2).
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Abbildung 4.16. Oben: Temperaturabhéngigkeit der Absorption des Einzelstrangs 4A bei
etwa 15 uM (links) und des korrespondierenden Doppelstrangs 4A8B bei etwa 30 uM (rechts).
Unten: Vergleich der Pyrenabsorption einzel- und doppelstringiger RNA bei 20 °C (links) und
90 °C (rechts). Die Absorption weist eine leichte Blauverschiebung von etwa 6 nm auf und das
Verhiltnis der beiden Hauptabsorptionsbanden &ndert sich zugunsten des blauen Anteils des
Spektrums. Dieser Effekt tritt in doppelstringigen Komponenten deutlich stirker auf.

FEine Zusammenstellung aller temperaturabhéngigen Spektren der einfach modifi-
zierten Doppelstriinge findet sich in Abbildung 4.17. Alle Spektren weisen dieselbe Cha-
rakteristik auf. Am offensichtlichsten zu beobachten ist eine Blauverschiebung von etwa
5nm, mit der Ausnahme des Doppelstrangs 9A10B, der eine kleinere Blauverschiebung
von nur etwa 2nm zeigt. Zudem zeigt der Vergleich der beiden Absorptionsbanden wie
zu erwarten eine Schwéichung der niederenergetischeren Bande um 405 nm. Zur Korrek-
tur der im weiteren gezeigten Fluoreszenzspektren wurde die Absorption an der Stelle
der Anregung (380 nm bzw. 400 nm) verwendet.

Abbildung 4.18 zeigt exemplarisch die temperaturabéngigen Spektren des Strangs
4A8B, anhand dessen die generelle Charakteristik der beobachteten Prozesse erldutert
wird. Im linken Teil der Abbildung sind die urspriinglichen, auf die Absorption bei einer
Anregungswellenléinge von 380 nm normierten Spektren zu sehen. Deutlich ist zu erken-
nen, dass die Gesamtintensitéit der Fluoreszenz mit steigender Temperatur auf etwas
mehr als ein Fiinftel der urspriinglichen Intensitét sinkt. Dies deutet auf eine deutli-
che Anderung der Pyrenumgebung beim Entfalten des Doppelstranges hin und erdffnet
aulerdem die Moglichkeit, durch eine Beobachtung der Intensitéitséinderung der Fluo-
reszenz das Schmelzverhalten der RNA zu beobachten. Im rechten Teil der Abbildung
sind dieselben Spektren dargestellt, die in diesem Fall jedoch auf 1 normiert wurden.
An der Uberlagerung der Spektren ist zu sehen, dass beim Aufheizen so gut wie keine
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Abbildung 4.17. Temperaturabhéngige Absorptionsspektren aller untersuchter einfach modi-
fizierter Doppelstriange: Es lassen sich in allen Spektren gemeinsame Komponenten feststellen.
Die Spektren erfahren bei Erwadrmung eine Blauverschiebung von etwa 5nm.

spektrale Verschiebung stattfindet. Die deutliche Anderung der Quantenausbeute weist
auf starke Variationen in der direkten Umgebung des Pyrens hin. Es ist bekannt, dass
Pyrenfluoreszenz durch die Prisenz geeigneter aromatischer Systeme ganz oder teilwei-
se geldscht werden kann [237, 240, 241]. Somit ldsst sich naheliegend folgern, dass der
beobachtete Effekt durch unterschiedliche Wechselwirkungen des Pyrens mit den Basen
des zugehorigen RNA-Strangs im gefalteten und ungefalteten Zustand hervorgerufen
wird.

Zur genaueren Untersuchung dieser Wechselwirkungen wurden Fluoreszenzschmelz-
kurven von allen einfach modifizierten Komponenten aufgenommen. Wie bei 4A8B zeigte
sich auch bei den anderen untersuchten Komponenten keine spektrale Verédnderung der
Pyrenfluoreszenz bei steigender Temperatur. Aus diesem Grund konnte aus jedem der
Spektrenverldufe eine Schmelzkurve basierend auf der relativen Quantenausbeute des
Pyrens extrahiert werden. Eine Zusammenstellung sémtlicher aufgenommener Schmelz-
kurven, jeweils normiert auf ihr Maximum, findet sich in Abbildung 4.19.

In der oberen Reihe ist die Temperaturentwicklung der Fluoreszenz der untersuchten
einfach modifizierten Duplexe dargestellt. Es ergeben sich deutlich erkennbare Schmelz-
kurven mit klarem Wendepunkt, die auf ein Zweizustandssystem hindeuten, und de-
nen durch Anpassung an Gleichung 4.1 ein Schmelzpunkt zugewiesen werden konnte.
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Abbildung 4.18. Temperaturabhingige Fluoreszenzspektren von 4A8B: Links sind die ur-
spriinglichen, auf die Absorption bei einer Anregungswellenléinge von 380 nm normierten Spek-
tren gezeigt, die einen Abfall der Fluoreszenzquantenausbeute bei steigender Temperatur zei-
gen. In der rechten Darstellung wurden alle Spektren im Maximum auf 1 normiert. Deutlich
ist zu sehen, dass praktisch keine Verédnderung des Fluoreszenzspektrums bei steigender Tem-
peratur und somit bei Entfaltung der RNA-Helix zu sehen ist.

Abhéngig von den Nachbarbasen kann das Vorzeichen der Fluoreszenzénderung positiv
oder negativ sein. Die Stringe, in denen sich mindestens 1 G-C-Basenpaare neben der
pyrenmodifizierten Base befindet (2A6B, 3A7B, 9A10B) zeigen einen Anstieg der Fluo-
reszenzintensitit. Dieser Effekt tritt unabhéngig davon auf, ob sich ein Purin oder ein
Pyrimidin im selben Strang wie das modifizierte Adenin befindet. Befinden sich jedoch
nur A-U-Basenpaare neben der modifizierten Base, so folgt daraus eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitit. Die Schmelztemperaturen sind in Duplexen mit das Pyrenadenin
umgebenden A-U-Basenpaaren niedriger. Dies ist im Einklang mit der Tatsache, dass
die A-U Basenpaarung durch zwei Wasserstoffbriicken gebildet wird, wihrend die G-C
Basenpaarung 3 Wasserstoffbriicken aufweist. Zudem ist die weniger stabilisierende Wir-
kung von A-U Basenpaaren im Vergleich zu G-C Basenpaaren in der Literatur bereits
gut untersucht [242, 243].

Ein Vergleich mit der Temperaturabhéngigkeit der Einzelstrénge, die in der unteren
Reihe dargestellt ist, offenbart, dass die Schmelzkurven tatséchlich mit dem Entfalten
der Duplexe korrespondieren, da kein Schmelzverhalten in 1A-4A, 9A und 10A auftritt.
Die Strénge 1A und 3A, in denen sich Purine neben dem modifizierten Adenin befinden,
zeigen ebenso wie der Strang 10A, bei dem ein Purin und ein Pyrimidin die Nachbarba-
sen darstellen, eine generelle Abnahme der Fluoreszenz bei steigender Temperatur. Dies
kann bei 1A5B und 3A7B auch bei Temperaturen weit iiber oder unter dem Schmelz-
punkt beobachtet werden. Das Temperaturverhalten von 2A, 4A und 9A, bei dem sich
nur Pyrimidine an das Pyrenadenin anschliefen, zeigt eine weniger deutlich ausgepréigte
Charakteristik, die sich auch nicht in den Schmelzkurven des Doppelstrangs erkennen
ldsst. Es ldsst sich folgern, dass auch in den Einzelstriangen beim Aufheizen unspezifische
Umordnungen vor sich gehen, die sich in der Fluoreszenz des Pyrens widerspiegeln. Die
Basenstapel-Wechselwirkungen, die diesen Effekt verursachen, scheinen bei benachbar-



4.4 Spektroskopie der modifizierten RNA 99

1,01 11,0
0,8- 10,8
0,6 10,6
3
B 0,4_ . 1ASB _0,4
= ® 4A8B ® 3A7B
N ® 9B10A ® 9AI10B
[y T T T T T T T T
(O]
Dl) 1,0-....=-....'llu=l-.u ...l.l..:....l. l-1,0
e e n ] " " = : L
o " n n "E =
5 0,8 " L - 0,8
o " .
0,6- 10,6
m 1A m oA
04{ MW 4A m 3A 0,4
m 10A m 9A
20 40 60 80 20 40 60 80

Temperatur (°C)

Abbildung 4.19. Schmelzkurven ermittelt anhand der Fluoreszenz von Pyren: Die obere Rei-
he zeigt die temperaturabiangige Fluoreszenz der Doppelstringe, die untere Reihe zeigt die
Temperaturentwicklung der dazugehorigen Einzelstréinge. Abhéngig von den dem Pyrenadenin
benachbarten Basen ist die Fluoreszenzidnderung bei steigender Temperatur positiv oder ne-
gativ. Bei benachbarten G-C-Basenpaaren steigt die Fluoreszenz mit steigender Temperatur,
wéahrend sie in Duplexen, bei denen die pyrenmodifizierte Base von A-U-Basenpaaren umgeben
ist, sinkt. Die Einzelstriange zeigen keine typischen Schmelzkurven.

ten Purinen ausgepréagter zu sein als bei Pyrimidinen.

Eine Erkldrung des Verhaltens der Pyrenfluoreszenz abhéngig von den das Pyrena-
denin umgebenden Basen kann mit Hilfe struktureller Betrachtungen gegeben werden.
Aufgrund des deutlichen Effekts muss sich das Pyren je nach Nachbarbasen in sehr un-
terschiedlichen Umgebungen befinden. Es ist bekannt, dass m-Stacking mit DNA- und
RNA-Basen - und somit auch Interkalation in den Basenstapel - zu einer deutlichen
Abnahme der Fluoreszenzintensitét fiihrt [182, 184, 185, 192, 194]. Auf der anderen
Seite verursacht eine Pyrenposition auflerhalb des hybridisierten Stranges einen Anstieg
der Emissionsintensitit [185, 192, 194] beim Schmelzen, da das Pyren auflerhalb des
Duplex weniger gequencht wird, als in einer moglicherweise teilweise geschiitzten Positi-
on innerhalb eines Einzelstrangs. Dies fiihrt zu der Schlussfolgerung, dass Interkalation
des Pyrens stattfindet, wenn sich G-C-Basenpaare neben dem modifizierten Adenin be-
finden, wihrend sie in Verbindungen mit A-U-Basenpaaren direkt um das Pyrenadenin
eher unwahrscheinlich ist. Dies stimmt mit Beobachtungen iiberein, die G und C starkere
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Tabelle 4.5. Quantenausbeuten g. der pyrenmodifizierten Einzel- und Doppelstringe, be-
stimmt iiber einen Vergleich mit der Referenzsubstanz von Chininsulfat in 0,5 M Schwefelsaure.

Strang ||1A 2A 3A 4A 9A 10A

Ge 0,5 0,33 0,27 0,45 0,53 0,47

Strang ||1A5B 2A6B 3A7B 4A8B 9A10B 9B10A  9AI10A

e 0,55 0,13 0,11 0,88 0,25 0,58 0,37

Fluoreszenzloscheigenschaften zuweisen als beispielsweise A [183, 244]. Die Messungen
an den Strangen 9A10B und 9B10A weisen nach, dass ein einzelnes G-C-Basenpaar in
der 5’-Richtung der modifizierten Base schon zur Interkalation des Pyrens fiihrt.

Eine Erklarung fiir dieses Phénomen ist moglicherweise in der gréfleren Flexibilitét
einer A-U-reichen Umgebung im Vergleich zu einer G-C-reichen Umgebung zu suchen.
Gestiitzt wird diese Hypothese dadurch, dass in einem #hnlich gearteten Experiment
bei identischer Sequenz Pyren eher in einen DNA-Strang als in einen (flexibleren) RNA-
Strang interkaliert [184].

Zur genaueren Untersuchung dieser Zusammenhéinge wurden die Quantenausbeuten
aller modifizierten RNA-Stréange iiber einen Vergleich mit einer Referenzsubstanz mit
bekannter Quantenausbeute bestimmt. Aufgrund der hohen spektralen Ahnlichkeit sei-
ner Fluoreszenz mit der hier vorgestellten Probe wurde in 0,5 M Schwefelsdure gelGstes
Chininsulfat verwendet, das in dieser Konfiguration eine Quantenausbeute von 0,55
aufweist [245]. Die so erhaltenen Quantenausbeuten stellen nur eine grobe Abschétzung
dar, die etwa auf 10 % genau ist, jedoch zum qualitativen Vergleich herangezogen wer-
den kann. Eine Zusammenstellung der beobachteten Quantenausbeuten findet sich in
Tabelle 4.5.

Die Quantenausbeuten folgen insgesamt dem in den Schmelzkurven beobachteten
Trend. Wird die Temperaturabhéngigkeit der Einzelstringe aus den Schmelzkurven der
Duplexe herausgerechnet, so entsprechen die Unterschiede in den Quantenausbeuten in
etwa den beobachteten Fluoreszenzénderungen und bestitigen somit die Beobachtungen.

Erwahnenswert ist, dass vollstdndige Interkalation héufig sehr schwierig nachzuwei-
sen ist. Im Allgemeinen geht Interkalation mit einer Reihe weiterer charakteristischer,
spektroskopisch untersuchter Eigenschaften einher. Dazu gehort beispielsweise eine hyp-
sochrome Verschiebung der Absorptionsspektren mit steigender Temperatur bei inter-
kalierter Probe, wihrend bei nicht interkalierter Probe eine bathochrome Verschiebung
auftreten sollte. Dies liegt in der Verschiebung von Absorptionsspektren aufgrund von
hydrophober, beziehungsweise hydrophiler Umgebung des Pyrens begriindet [184, 236].
Wie oben bereits erldutert, lidsst sich in diesem System kein solcher Effekt nachweisen.
Fiir diese Beobachtung gibt es mehrere Erklarungen. Es ist nicht unwahrscheinlich, dass
die untersuchten Proben eine gewisse Heterogeneitéit, also eine Mischung aus interkalier-
ten und nicht interkalierten Duplexen aufweist. Sollte die Anderung in der Fluoreszenz
bei Interkalation sehr deutlich sein, withrend die Anderung der Absorptionsspektren
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im selben Fall eher klein ist, so wiirde daraus genau die beschriebene Beobachtung ei-
ner starken Reaktion der Fluoreszenzspektren auf Interkalation, bei gleichzeitig nahezu
unveridnderten Absorptionsspektren folgen. Dies wiirde bedeuten, dass die Beobachtung
der Fluoreszenzquantenausbeute das Verschieben von Gleichgewichten abhéingig von der
Sequenz widerspiegelt. Eine weitere Erkldrung kénnte darin liegen, dass die Positionie-
rung des Pyrens im nicht interkalierten Fall in der Minor Groove erfolgt. Die dortige
Umgebung ist hydrophober als die Position aulerhalb des Duplex, ohne notwendigerwei-
se zu einem Quenchen der Fluoreszenz aufgrund von Stapelungseffekten zwischen Pyren
und den umgebenden Basen zu fithren. Auch dies wiirde zu der beobachteten Verschie-
bung der Absorptionsspektren sowie zu einem Anstieg der Fluoreszenz aufgrund der
geringeren Polaritédt der Umgebung (wie in Kapitel 4.3 beschrieben) fiihren.

Ein weiterer, oft beobachteter Marker fiir Interkalation ist das sogenannte induzier-
te zirkulardichroitische Signal (ICD), das durch die chirale Wechselwirkung der Pyrene
mit der RNA entsteht [185, 246]. Seine Auspridgung und sein Vorzeichen lassen Riick-
schliisse auf die Position des Pyrens innerhalb der Helix zu. Dies wurde bisher vor allem
zur Beobachtung der Pyrenposition in DNA verwendet. In unserem Fall konnte jedoch
kein ICD-Signal beobachtet werden, was moglicherweise unter anderem darin begriindet
liegt, dass die Struktur der RNA deutlich flexibler als die der DNA ist, und sich somit
ein solches Signal nur sehr schwach ausbilden kann. Da das ICD-Signal im Vergleich
zum gesamten CD-Signal der RNA sehr klein ist, liegt es moglicherweise unterhalb der
Auflésungsgrenze und wird so nicht beobachtet.

Eine endgiiltige Aufklarung der strukturellen Verhéltnisse wird in zukiinftigen Arbei-
ten mit Hilfe von NMR-Spektroskopie erfolgen, die sich in d&hnlichen Zusammenhéngen
schon als sehr niitzlich erwiesen hat [184]. Die Anderung der Pyrenfluoreszenz ist jedoch
so deutlich, dass durchaus von einer sequenzspezifischen Interkalation gesprochen und
diese als Grundlage fiir weitere Beobachtungen verwendet werden kann.

Um Informationen iiber den genaueren Schmelzvorgang zu erhalten, wurden in Ta-
belle 4.6 alle durch Fluoreszenzspektroskopie und Absorptionsspektroskopie bestimmten
Schmelzpunkte aufgetragen. Auffillig ist, dass die um 20 % kiirzeren Duplexe 9A10B
und 9B10A eine deutlich bessere Ubereinstimmung zwischen den auf verschiedene Ar-
ten bestimmten Schmelzkurven aufweisen als die Duplexe 1A5B-4A8B. Wihrend in den
Stringen 9A10B und 9B10A also das durch die Pyrenfluoreszenz beobachtete Schmelz-
verhalten gut dem des {iber Absorptionsspektroskopie bestimmten folgt, muss bei ldnge-
ren Strdngen in Betracht gezogen werden, dass das Schmelzverhalten nicht mehr im
gesamten Strang gleich abliuft.

Zusammen mit der Beobachtung, dass die durch die Absorptionséinderung bei 260 nm
gewonnenen Schmelzkurven einen leicht kooperativen Charakter aufweisen und somit auf
die Uberlagerung verschiedener Prozesse hindeuten, lisst dies die Schlussfolgerung zu,
dass die Anderung der Pyrenfluoreszenz in lingeren Striangen nur einen Teil des Schmelz-
vorgangs beobachtet. Der aus der Absorption bestimmte Schmelzpunkt lésst sich somit
mit der Entfaltung des gesamten RNA-Strangs in Verbindung bringen, wihrend iiber
die Pyrenfluoreszenz nur die lokale Pyrenumgebung betrachtet wird.

In Proben mit die pyrenmodifizierte Base umgebenden A-U-Basenpaaren ist die
durch Fluoreszenzspektroskopie bestimmte Schmelztemperatur niedriger als die des ge-
samten Stranges, wihrend es sich bei umgebenden G-C-Basenpaaren gerade anders her-
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Tabelle 4.6. Vergleich dersSchmelzpunkte T}, bei Bestimmung iiber die Anderung der Fluo-
reszenzquantenausbeute (mittlere Spalte) beziehungsweise der Absorptionsénderung bei 260 nm

Strang T, /° Tm/°
(Fluo) (UV)
1A5B 55,1 59.8
2A6B 67.8 62,1
3A7B 70 67,4
4A8B 50,8 97,1
9A10B 36,7 35,9
9B10A 314 30,0

um verhélt. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass in Duplexen, bei denen sich
G-C-Basenpaare um die pyrenmodifizierte Base herum finden, eine Stabilisierung der
Mitte des Duplex stattfindet, so dass die Entfaltung an den Enden beginnt. Dem folgend
sollte der Entfaltungsprozess in Doppelstriangen mit A-U-Basenpaaren um das Pyren-
adenin herum in der Ndhe der modifizierten Base beginnen. Abbildung 4.20 illustriert
die Vorgénge schematisch.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die hier dargestellte Sequenzabhéngigkeit be-
sonders im Bereich der Markierung von Nukleinséuren zur Beobachtung von Faltungs-
und Reaktionskinetiken Potential aufweist. Die Anderung der Fluoreszenzintensitiit folgt
scharfen Ubergangsprofilen und ist stark genug, um deutlich zwischen gefalteten und
ungefalteten RNA-Stringen unterscheiden zu koénnen. Die Unterschiede in der Quan-
tenausbeute beim Ubergang von niedrigen zu hohen Temperaturen reicht von einer
Fluoreszenzabnahme von 20 % fiir nichtinterkalierte Verbindungen bis hin zu einer In-
tensitéitszunahme von mehr als 100 %, wenn das Pyren interkaliert vorliegt.

Aufgrund dieser starken Effekte und der insgesamt hohen Quantenausbeute ist py-
renmodifiziertes Adenin ein empfindlicher Marker fiir die Hybridisierung von RNA. In-
terkalation des Farbstoffs stellt eine substanzielle Storung des Systems dar. Die in dieser
Arbeit gewonnenen Erkenntnisse deuten jedoch darauf hin, dass dies bei sorgfiltiger Po-
sitionierung des Pyrenadenins an eine Stelle, die reich an A-U-Basenpaaren ist, vermie-
den werden kann. Ebenso ist es moglich, durch spezielle Wahl des Ankniipfungspunktes
fiir das Pyren, Interkalation gezielt zu foérdern.

Schmelzverhalten eines doppelt modifizierten RINA-Doppelstrangs

Analog zum im vorigen Kapitel beschriebenen Schmelzverhalten der einfach modifizier-
ten Strange wurde auch der doppelt modifizierte Strang 9A10A untersucht. Die tempe-
raturabhéingigen Absorptionsspektren (Abbildung 4.21) weisen leichte Unterschiede zu
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Abbildung 4.20. Mlustration des Zusammenspiels des lokalen und globalen Schmelzverhal-
tens einfach modifizierter RNA-Strénge: Bei Interkalation schmilzt der RNA-Strang von den
Enden her, wiahrend bei nicht interkaliertem Pyren der Schmelzvorgang in der Umgebung des
Farbstoffs beginnt und sich dann bis zu den Enden fortsetzt.

denen der einfach modifizierten Duplexe auf. Der niederenergetische Peak, der sich bei
Raumtemperatur bei 410 nm befindet, wird bei Erwérmung um 10 nm blau verschoben,
wihrend der bei 383 nm befindliche Peak eine Verschiebung von 6 nm erfihrt.

Dies fiihrt zu der Schlussfolgerung, dass die Pyren-Pyren-Wechselwirkung insbeson-
dere den niederenergetischen Absorptionsiibergang des Pyrens beeinflusst und zu grofie-
ren Wellenléingen verschiebt. Dieser Prozess konnte zur Beobachtung von RNA-Faltung
herangezogen werden, er ist jedoch schwierig zu quantifizieren, da der Effekt klein und
von der generellen Verschiebung der Spektren iiberlagert ist.

Ein Vergleich der Spektren der entfalteten RNA zu denen der Summe der bei-
den entfalteten einfach modifizierten Strénge zeigt keine nennenswerten Unterschiede
und bestétigt, dass nach dem Entfalten der Helix keine Pyren-Pyren-Wechselwirkung
mehr vorliegt. Der Komplex ist vollsténdig entfaltet und die Pyrene liegen in denselben
Zusténden wie in den isolierten einfach modifizierten Proben vor.

Abbildung 4.22 zeigt das Schmelzverhalten des doppelt modifizierten Duplex. Zwei
verschiedene Prozesse konnen aus der Temperaturentwicklung der Fluoreszenzspektren
extrahiert werden. Die Blauverschiebung des Emissionsmaximums der Fluoreszenz um
40nm kann nur durch die Dissoziation des Pyren-Pyren-Komplexes verursacht werden.
Gleichzeitig erfolgt eine Verschmélerung des Spektrums, die ihre Ursache ebenfalls im
Verschwinden der Exzimerkomponente innerhalb der Pyrenfluoreszenz bei hohen Tem-
peraturen hat. Zusétzlich zu diesen in der Pyren-Pyren-Interaktion begriindet liegenden
Effekten steigt die Fluoreszenzintensitéit bei steigender Temperatur, was darauf hindeu-
tet, dass sich in diesem Duplex mindestens ein Pyren im gefalteten Zustand ebenfalls
innerhalb des Doppelstrangs befindet und dort moglicherweise ein zusétzliches kiinstli-
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Abbildung 4.21. Temperaturabhingige Absorption des doppelt modifizierten Duplexes
9A10A: Beim Entfalten der RNA tritt eine Blauverschiebung der Spektren auf. Wie nach
Betrachtung der Raumtemperaturspektren erwartet, zeigt der niederenergetische Teil des Spek-
trums eine stirkere Verschiebung als der hoherenergetische, da die Grundzustandswechselwir-
kung zwischen den beiden Pyrenen verloren geht (siehe auch Kapitel 4.2.2). Der rechte Teil
vergleicht die Spektren des entfalteten, doppelt modifizierten Doppelstrang mit dem der Sum-
me der Spektren beiden einfach modifizierten Doppelstrange. Es sind keine nennenswerten
Unterschiede zu erkennen.

ches Basenpaar bildet [239]. Dies wiirde auch die relativ hohe Schmelztemperatur des
doppelt modifizierten Duplex erklédren (siehe Tabelle 4.2).

Fiir die Verdnderungen von Wellenldnge und maximaler Fluoreszenzintensitit wur-
den Temperaturabhiingigkeiten ermittelt(Abbildung 4.22). Es ist deutlich, dass beide
Prozesse unterschiedliche Schmelzcharakteristika zeigen. Das Temperaturverhalten der
maximalen Intensitét, ist dem bei der Vorcharakterisierung durch UV-Spektroskopie er-
haltenen sehr dhnlich. Der Schmelzpunkt, der sich aus der spektralen Verschiebung des
Fluoreszenzmaximums ergibt, liegt 10 K niedriger. Dies fithrt zu dem Schluss, dass der
Schmelzprozess von 9A10A mindestens zwei Schritte beinhaltet, die sich in den verschie-
denen Eigenschaften des Chromophors widerspiegeln. Die Dissoziation des Exzimers,
die sich in der Wellenldngenverschiebung zeigt, tritt zuerst auf, gefolgt von der Entfal-
tung des gesamten Doppelstrangs, die die Fluoreszenzloschung des Pyrens durch die be-
nachbarten Basen abschwécht. Allgemeiner betrachtet, kann die Intensitétsentwicklung
der Pyrenfluoreszenz mit dem globalen Schmelzprozess in Verbindung gebracht werden,
wihrend die Wellenldngenentwicklung eine lokale Probe der direkten Pyrenumgebung
ist. Hieraus lieBle sich schlieflen, dass in diesem Fall aufgrund des Anstiegs der Fluores-
zenzintensitit bei steigender Temperatur analog zu den einfach modifizierten Strédngen
auch hier wieder interkaliertes Pyren vorliegt.Also verliert, wie in Abbildung 4.23 ge-
zeigt, zunéchst die direkte Umgebung des Pyren-Pyren-Komplexes an Stabilitéit, bevor
sich in einem zweiten Schritt der ganze Komplex entfaltet.

Diese Uberlegung wird durch neuere Messungen gestiitzt, denen zufolge bei einem
doppelt modifizierten Strang, bei dem beide Pyrene nur von A-U-Basenpaaren umge-
ben sind, die Gesamtfluoreszenz beim Entfalten sinkt [247]. Die relativ dicht gepackte
Struktur der RNA-Doppelhelix ldsst jedoch die Frage offen, ob eine komplette Inter-
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Abbildung 4.22. Links: Temperaturabhédngige Fluoreszenzspektren fiir den Duplex 9A10A.
Die Spektren weisen eine deutliche Blauverschiebung von etwa 40 nm bei Temperaturerhéhung
auf, die mit einer Verschmiélerung der Spektren einher geht. Zudem steigt die Intensitdt der
detektierten Fluoreszenz bei Erhéhung der Temperatur. Aus der Temperaturentwicklung von
Maximalintensitiat und zugehoriger Wellenlénge lassen sich zwei unterschiedliche Schmelzkur-
ven extrahieren, aus denen zwei unterschiedliche Schmelzpunkte bestimmt werden kénnen.

kalation beider Pyrene bei gleichzeitiger Exzimerbildung iiberhaupt mdoglich ist. Bisher
wurde dhnliches vor allem in Systemen beobachtet, bei dem das Pyren als Ersatz fiir
eine RNA-Base in den Strang eingefiigt wurde [239], bei einem System wie dem hier
untersuchten hitte eine Interkalation beider Pyrene vermutlich einen Bruch mehrerer
Basenpaare innerhalb des Duplex zur Folge. Eine alternative Erklarung zu derhier ge-
lieferten wire moglicherweise iiber die Probenheterogenitit zu geben, wo eine mogliche
Quantenausbeutenidnderung der als Exzimer auftretenden Pyrene von der Quantenaus-
beutenénderung der Pyrene mit Monomercharakteristik verdeckt wird. Letztere sollte
dann den zuvor dargestellten GesetzméBigkeiten der Interkalation bei benachbartem G-
C und Nichtinterkalation bei benachbartem A-U folgen.

Der Vollstéindigkeit halber soll an dieser Stelle noch erwidhnt werden, dass die In-
terpretation der Fluoreszenzintensitdt als Probe des globalen Hybridisierungsprozesses
aufgrund der im vorigen Abschnitt angestellten Uberlegungen nur bei sehr kurzen RNA-
Stréingen giiltig ist. Dennoch beruht das Loschen der Fluoreszenz aufgrund benachbarter
Basen moglicherweise auf lingerreichweitigen Wechselwirkungen als die Exzimerwech-
selwirkung, die nur im Bereich einiger A effizient auftritt. Alternativ konnte die be-
obachtete Ubereinstimmung zwischen dem durch die Fluoreszenzintensitiit ermittelten
und dem durch die Basenabsorption bestimmten Schmelzpunkt auch nur aufgrund des
verhéltnisméafig kurzen Duplex zustande kommen. Eine Untersuchung eines doppelt mo-
difizierten, lingeren RNA-Strangs kénnte diese Frage klaren.

Die hier prisentierte Moglichkeit, aufgrund des Fluoreszenzverhaltens auf zwei ver-
schiedene, voneinander zumindest partiell unabhéngige Prozesse schlieffen zu kénnen,
macht das aus an zwei verschiedenen Striangen befestigten Pyrenen bestehende Dimer
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Abbildung 4.23. Modell des Schmelzvorgangs des doppelt modifizierten Doppelstrangs: In
einem ersten Schritt bei 35 °C verliert zunichst die direkte Umgebung des Pyren-Komplexes
an Stabilitéit, bevor in einem zweiten Schritt bei 44 °C der gesamte Strang entfaltet.

zu einem variabel einsetzbaren Label zur Untersuchung von RNA-Dynamik.

Insbesondere ist es in vielen Anwendungen gewiinscht, statt einer Intensitétsinde-
rung des Labels einen Prozess mit Hilfe einer spektralen Anderung zu beobachten, da
dies eine Quantifizierung des Prozesses oft erleichtert. Die mit blofem Auge beobacht-
bare spektrale Verschiebung zwischen 9A10A in gefaltetem und ungefaltetem Zustand
stellt eine solche Moglichkeit dar.

4.4.4 Zeitaufgeloste Spektroskopie

Um die Auswirkungen von strukturellen Unterschieden wie Interkalation auf die Pho-
tophysik der pyrenmodifizierten Base zu untersuchen, wurden transiente Absorptions-
spektren im Sichtbaren aufgenommen. Ebenso wie auch bei der pyrenmodifizierten Base
wurde hier auf CaFs-WeiBllicht und Anregung mit Hilfe der Frequenzverdoppelten bei
387,5nm zuriickgegriffen. Die Probenkonzentrationen lagen bei 10 uM. Abbildung 4.24
zeigt eine Zusammenstellung aller aufgenommenen Kinetiken. Die obere Reihe zeigt die
Spektren der Einzelstringe 9A und 10A, die Reihe darunter zeigt die einfach modifizier-
ten Duplexe und unten ist der doppelt modifizierte Duplex zu sehen.

Insgesamt weisen alle fiinf Proben sowohl untereinander, als auch im Vergleich mit
den Untersuchungen des modifizierten Nukleosids (siche Kapitel 4.3), grofle Ahnlich-
keiten auf. Ein breites positives Absorptionssignal tritt ab 530nm auf und erstreckt
sich bis zum Ende des beobachteten Spektralbereiches. Er kann als die Absorption des
angeregten Pyrenzustands interpretiert werden. In dem doppelt modifizierten Duplex
9A10A ist sie im Vergleich zu den anderen Proben um ungefihr 20 nm blauverschoben.
Dieser Effekt ldsst sich mit der Gegenwart des exzimerartigen Zustands in der Probe
erklédren, der sich durch die Niéhe der beiden Pyrenlabel ausbildet. Dies fiithrt zu einer
rotverschobenen Fluoreszenz und, da hoher angeregte Zustéinde durch die Bildung des
Exzimers deutlich weniger verédndert werden, zu einer blauverschobenen ESA. Ein GSB-
Signal, das mit zwei Maxima strukturiert vorliegt, ist vom blauen Ende des Spektrums
bis etwa 420 nm sichtbar. Um 450 nm ist stimulierte Emission beobachtbar. In 9A10A
ist diese Bande, wie bereits erwdhnt, rotverschoben und verschwindet unter der ESA.

Vergleichbar den Ergebnissen fiir das pyrenmodifizierte Nukleosid (siehe Kapitel 4.3)
ist in allen Proben eine dynamische Blauverschiebung der ESA von etwa 10 nm erkenn-
bar, die sich innerhalb einiger Pikosekunden abspielt. Diese findet sich auch in einer
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Abbildung 4.24. Transiente Absorptionsmessung aller untersuchter Einzel- und Doppel-
striange. Die Spektren zeigen Absorptionsdnderungen zwischen angeregter und unangeregter
Probe, wobei rot positive Absorptionsédnderungen und blau negative Absorptionsdnderungen
darstellt. Die Spektren zeigen mit Ausnahme des doppelt modifizierten Strangs 9A10A alle
dieselbe Grundcharakteristik von GSB, ESA und SE, unterscheiden sich jedoch in Details. Im
doppelt modifizierten Strang iiberlappen sich SE und ESA spektral, so dass die SE nicht als
seperate Bande zu erkennen ist.

zugehorigen Rotverschiebung der Region der SE wieder, und deutet an, dass hier eben-

so wie im modifizierten Nukleosid eine Reorientierung im ersten angeregten Zustand
stattfindet.

Alle Proben zeigen eine Zerfallszeit, die die Beobachtungsdauer iibersteigt, bis auf
9A10B, deren Abklingzeit deutlich geringer zu sein scheint. Auf der anderen Seite deu-
tet der Zeitverlauf von 9A10A eine Lebensdauer an, die das Beobachtungsfenster des
Experiments um ein Vielfaches iibersteigt.

Fiir jede der fiinf Proben waren vier Zeitkonstanten notig, um die Dynamik des Sys-
tems komplett zu beschreiben. Eine Zusammenstellung findet sich in der Tabelle 4.7.
Die dazugehorgigen DAS sind in Abbildung 4.25 gezeigt. Die Anordnung der Spektren
erfolgt analog zu Abbildung 4.24. Die Zeitkonstanten ebenso wie die DAS #hneln denen
des modifizierten Nukleosids (siche Kapitel 4.3) und kénnen analog dazu interpretiert
werden. Die doppelt modifizierte Probe 9A10A zeigt leicht verinderte DAS, was auf
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Abbildung 4.25. Ergebnisse der globalen Fitanalyse fiir 9A, 10A, 9A10B, 9B10A und 9A10A.
Die Dynamik aller Proben lie8 sich gut durch vier Zeitkonstanten beschreiben, die in allen
Proben fiir dhnliche Prozesse stehen. Der grofite Unterschied zwischen den Proben liegt im
Verhiltnis der beiden Fluoreszenzkomponenten 73 und 74.

die spektrale Verdnderung der Fluoreszenz und somit auch des angeregten Zustandes
zuriick zu fithren ist.

Die kiirzeste Zerfallszeit (1) liegt zwischen 85fs in 10A und 210fs in 9A10A und
liegt somit innerhalb der Zeitauflésung des Systems. Die generelle Charakteristik ist so-
mit mit Sicherheit durch kohérente Effekte iiberlagert, insbesondere in der Region der
Anregungswellenléinge aufgrund des Uberlapps zwischen Pump- und Probepuls [248].
Dennoch ist eine vorsichtige Interpretation der langwelligen Bereiche der DAS mdoglich,
die einige gemeinsame Charakteristika zeigen und sich auch mit der entsprechenden,
kiirzesten Zerfallszeit des modifizierten Nukleosids in Verbindung bringen lassen. Die
DAS zeigen einen positiven Beitrag im langwelligen Bereich der ESA und einen negati-
ven Beitrag im kurzwellingen Bereich der ESA. Zusétzlich taucht in den einfach modifi-
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Tabelle 4.7. Zusammenstellung der aus der transienten Absorption bestimmten Zerfallszeiten.

71/fs To/PS 73/Ps T4/08
9A 120 2,7 270 2
10A 85 2.8 205 2.1
9A10B 114 3,7 350 2,1
9B10A 160 3,6 550 2,4
9A10A 210 5 275 5

zierten Proben ein positiver Beitrag im Bereich der stimulierten Emission auf. Analog zu
den Schluffolgerungen aus Kapitel 4.3 ist hier jedoch vermutlich auch eine Komponente
zu finden, die, &hnlich wie beim pyrenmodifizierten Nukleosid Eigenschaften entweder
eines Zerfalls aus hoheren angeregten Zustdnden oder einem heiflen untersten angereg-
ten Zustandes aufweist. Die Zerfallszeit ist im allgemeinen schneller als die bei dem
reinen Pyrenadenin beobachtete. Fiir die doppelt modifizierte Probe zeigen die DAS
leicht anderes Verhalten. Dies liegt insbesondere daran, dass der S;-S,,-Ubergang im
Pyrendimer rotverschoben ist. Zusétzlich dazu sollte auch nicht diffusionskontrollierte
Exzimerbildung auf dieser Zeitskala erfolgen.

Analog zu den Beobachtungen am pyrenmodifizierten Adenin (siehe Kapitel 4.3)
taucht auch hier mit 75 eine Ladungstransferkomponente auf, die zwischen 2,7 ps in 9A
und 5ps in 9A10A liegt. Dies ist ebenfalls deutlich schneller als in reinem Pyrenade-
nin. Die gefundene Beschleunigung des Ladungstransfers mit steigender Polaritéit (siehe
Abbildung 4.5) legt jedoch nahe, dass in Wasser der Ladungstransfer schneller ablau-
fen sollte. Zudem veréindert die Einbindung in einen RNA-Strang die Energieschwellen
moglicherweise leicht und ermoglicht so einen schnelleren Ladungstransfer. Der Prozef
lduft in Duplexen generell langsamer ab. Méglicherweise liegt dies an den m-Stapelungen,
die den Ladungstransfer in die RNA leicht erschweren. Der Ubergang ist noch langsamer
im doppelt modifizierten Duplex, wo die Gegenwart des zweiten Pyrens die Injektion
des Elektrons weiter erschwert.

Die dritte und vierte Zerfallskonstante (73 und 74), die von 270 ps bis 550 ps respek-
tive von 2ns bis 5ns reicht, ldsst sich mit der Fluoreszenz aus dem neutralen bezie-
hungsweise dem Ladungstransferfluoreszenz verbinden. Hier finden sich die deutlichsten
Unterschiede zwischen den einzelnen Proben. Insbesondere das Verhéltnis zwischen der
langeren und der kiirzeren Lebensdauer &ndert sich von Probe zu Probe. Ein direk-
ter, absoluter Vergleich der DAS ist aufgrund der leicht unterschiedlichen spektralen
Charakteristika schwierig. Eine qualitative Diskussion kann dennoch zumindest fiir die
einfach modifizierten Strange mit Hilfe der maximalen ESA-Amplitude und einem Ver-
gleich mit den entsprechenden Quantenausbeuten erfolgen (siehe Tabelle 4.8).

Bei Einzelstringen ist ein deutliches Ubergewicht der lingeren Lebensdauer zu er-
kennen. Das Verhéltnis zwischen Aj (lokal angeregt) und A, (Ladungstransfer) ist in
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Tabelle 4.8. Amplitudenverhiltnisse der Fluoreszenzzeiten und zugehorige Quantenausbeuten

As /Ay ge
9A 0,10 0,53
10A 0,18 0,47
9A10B 2,2 0,25
9B10A 0,31 0,58

9B10A groBer als in den Einzelstrangen, kehrt sich in 9A10B jedoch um, so daf nun der
Ladungstransferzustand den dominierenden Fluoreszenzkanal bildet.

Die instabile Konfiguration der Einzelstrange fithrt offensichtlich zu einer Favori-
sierung der Fluoreszenz des Ladungstransferzustandes. Durch Hybridisierung der Ein-
zelstrange gewinnt der lokal angeregte Fluoreszenzkanal im Vergleich zum Ladungs-
transferkanal an Bedeutung, da das modifizierte Adenin nun in ein starreres Netzwerk
eingebunden ist. Der strukturelle Unterschied zwischen 9A10B und 9B10A liegt dar-
in, dass das Pyren in 9A10B interkaliert vorliegt, wiahrend es sich in 9B10A auflerhalb
das Doppelstrangs befindet. Eine Position aulerhalb des RNA-Stranges erlaubt also eine
Starkung des lokal angeregten Fluoreszenzanteils, wihrend durch Interkalation ein selek-
tives Loschen des Ladungstransferzustandes erfolgt. Diese Schlussfolgerung wird durch
TCSPC-Messungen an diesen Stréngen sowie an den Duplexen 1A5B-4A8B bestétigt.

Aus Abbildung 4.26 wird ersichtlich, dass alle Duplexe, die ein interkaliertes Pyren
aufweisen, auch eine insgesamt kiirzere Lebensdauer des angeregten Zustandes zeigen.
Da die kiirzere Lebensdauer sich deutlich unterhalb der Kanalgréfle von 1 ns fiir die Mes-
sung befindet, ist eine exakte Bestimmung der einzelnen Zerfallskomponenten schwierig,
die Tendenz ist dennoch deutlich zu erkennen.

Der doppelt modifizierte Duplex zeigt ein etwas anderes Verhalten als die einfach
modifizierten Komponenten. Wie bereits erwahnt finden sich hier in 7, und 75 ebenfalls
der beobachtete Zerfall aus hoher angeregten Zustédnden sowie der Ladungstransfer. Bei-
de Zeiten sind hier deutlich verlingert, so dafl gefolgert werden kann, dafl das zweite
Pyrenmolekiil offenbar fiir die Dynamik des Pyrenadenin eine Storung darstellt. Es tritt,
entgegen der Erwartung, keine Komponente auf, die klar die Bildung des Exzimers be-
schreibt. Dafiir gibt es eine Reihe von Erkldrungen. Zum einen sind sowohl A; als auch
Ay aufgrund des verdnderten angeregten Zustandes im Vergleich zu den einfach modi-
fizierten RNAs spektral verédndert. Es ist nicht auszuschlielen, dass sich die Bildung
des Exzimers auf denselben Zeitskalen abspielt und somit nicht explizit als einzelne
Amplitude auftaucht. Dies wére eine deutlich kiirzere Formationszeit als sie in anderen
ordnenden Materialien beobachtet wurden [249-251]. Da eine Doppelhelix jedoch eine
sehr hoch ordnende Struktur darstellt und in unserem Fall die Doppelhelix durch das
Einbringen des Pyrens nicht wesentlich gestért wird, kann eine ultraschnelle Bildungs-
zeit durchaus mit Hilfe der grolien Niahe zwischen beiden Pyrenen erkliart werden. Zum
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Abbildung 4.26. Lebensdauermessungen mit Hilfe des Zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlens
(TCSPC) an allen einfach modifizierten Duplexen bei 450nm: Es wird deutlich, dass jene
Proben, die ein interkaliertes Pyren besitzen, eine kiirzere Lebensdauer als jene zeigen, bei
denen sich das Pyren auflerhalb des Duplex befindet.

zweiten ist ein Komplex zwischen den beiden Pyrenen bereits partiell im Grundzustand
vorhanden, wie in Kapitel 4.4.2 erwiahnt, so dass eine Bildung eines reinen Exzimers
moglicherweise nur in eingeschrianktem Mafle stattfindet.

Wie in den einfach modifizierten Komponenten tauchen auch in 9A10A zwei Fluo-
reszenzlebensdauern mit 73 = 275ps und 74 = 5ns auf. Uberraschenderweise ist die
spektrale Charakteristik von As der in den einfach modifizierten Stringen beobachte-
ten nahezu identisch. Das fithrt zu der Schlussfolgerung, dass ein Teil der vorliegenden
Probe weiterhin Monomercharakteristik aufweist.

74 befindet sich deutlich iiber der experimentellen Beobachtungsdauer und ist somit
schwierig zu analysieren. Sie unterscheidet sich spektral deutlich von der in den Einzel-
strangen beobachteten Ladungstransferfluoreszenz und kann somit zumindest teilweise
dem Exzimerzustand des Pyrens zugewiesen werden. Eine weitere Analyse dieser Kom-
ponente erfolgt mit Hilfe des TCSPC, das fiir diesen Zeitbereich deutlich besser geeignet
ist.

Abbildung 4.27 zeigt die TCSPC-Messung des doppelt modifizierten Duplex. Links
ist ein 2D-Spektrum zu erkennen. Das Spektrum ist, wie die transienten Absorptions-
messungen auch, farbkodiert, wobei hier rot starke Fluoreszenz andeutet und dunkelblau
fiir die Abwesenheit von Fluoreszenz steht. Es ist deutlich zu sehen, dass im niedrigen
Wellenlédngenbereich die Fluoreszenz deutlich schneller als bei hoheren Wellenlédngen
zerfillt. Ein globaler Fit, der wie bei den transienten Absorptionsmessungen ausgefiihrt
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Abbildung 4.27. Ergebnis des TCSPC-Experiments an 9A10A. Sowohl im 2-d-Spektrum
(links) als auch in der Analyse von Lebensdauern und zugehorigen Amplituden (rechts) sind
deutlich zwei Zerfallszeiten zu erkennen, die spektral sauber getrennt sind und sich somit als
Monomer- und Exzimerkomponente beschreiben lassen.

wurde, liefert zwei verschiedene Zerfallskonstanten von 2,5ns und 18,5ns. Die DAS fiir
beide Zeiten finden sich im rechten Teil von Abbildung 4.27. Die kleinere Zeitkonstante
ist mit einer Amplitude assoziiert, die die spektrale Charakteristik einer Monomerfluo-
reszenz von Pyren aufweist, wie sie aus den einfach modifizierten Stréangen bekannt ist.
Zusétzlich taucht eine zweite Komponente von 18,7ns auf, die weder in den Einzel-
striangen noch in den einfach modifizierten Doppelstringen beobachtet werden konnte,
und somit mit dem Pyren-Exzimer in Verbindung gebracht werden kann. Der doppelt
modifizierte Strang zeigt also insgesamt drei Fluoreszenzzerfallszeiten, von 275 ps (die in
den TCSPC-Messungen nicht beobachtet werden kann, da die Kanalgrée 1 ns betrégt)
sowie eine von 2,5 ns, die beide mit dem Monomerkomplex assoziiert werden konnen, und
eine von 18,7ns, die zu dem Pyrendimer gehort. In 9A10A liegt somit eine Koexistenz
von Monomer- und Exzimerkomponenten vor.

4.5 Zusammenfassung

Das vorliegende Kapitel stellt eine ausfiihrliche Analyse der Photophysik einer 1-
ethinylpyrenmodifizierten Adeninbase und ihrer Wechselwirkungen mit RNA dar. Eben-
so wie der zugrundeliegende Farbstoff Pyren selbst weist auch das hier verwendete Pyre-
nadenin eine deutliche Abhéingigkeit insbesondere seiner Fluoreszenzeigenschaften von
der direkten Molekiilumgebung auf und ist somit sehr gut als Marker fiir die Konforma-
tion und Dynamik von Nukleobasen geeinigt. Eine Untersuchung der Photophysik zeigt
die Bildung eines fluoreszenten Ladungstransferzustands koexistent mit einem neutralen
Zustand, der jedoch ebenfalls nicht reinem Pyren sondern vielmehr Pyrenadenin zuge-
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ordnet werden muss.

Eingebunden in RNA-Modelldoppelstriange weist Pyrenadenin bei Interkalation in
die RNA eine signifikante Verringerung seiner Fluoreszenz im Gegensatz zu dem nicht
hybridisierten Strang auf. Im Gegensatz hierzu zeigt sich eine Fluoreszenzzunahme,
wenn sich der Chromophor nach Hybridisierung auflerhalb des Strangs befindet. Mit
Hilfe dieses Effektes war es moglich, sequenzsspezifische Interkalation des Pyrenfarb-
stoffs in Abhéngigkeit der Nachbarbasen nachzuweisen. Es konnte gezeigt werden, dass
Interkalation des Pyrens mafigeblich von der Stabilitit der Umgebung abhéingt und nur
in stabilerer Umgebung - also in Nachbarschaft von G-C-Basenpaaren - auftritt.
Transiente Absorptionsmessungen weisen nach, dass diese Fluoreszenzlschung maflgeb-
lich auf Kosten der Fluoreszenz des Ladungstransferzustandes geschieht.

Untersuchungen an einem doppelt modifizierten Strang konnten zeigen, dass es
moglich ist, das Schmelzen eines Stranges mit Hilfe der abnehmenden Exzimerfluores-
zenz eines Pyrenpaars zu beobachten. Insbesondere lésst sich durch gleichzeitige Analyse
des spektralen Verhaltens und der Intensitdt der Pyrenfluoreszenz schlieffen, dass das
Schmelzen eines doppelt modifizierten Stranges in zwei Schritten geschieht und der Ver-
lust der Pyren-Pyrenwechselwirkung bei signifikant niedrigeren Temperaturen als das
Schmelzen des restlichen Stranges auftritt.

Kurzzeitspektroskische Untersuchungen des doppelt modifizierten Pyrens fiihrten zu
der Schlussfolgerung, dass eine Koexistenz von Monomer-und Exzimerzustédnden in der
Probe vorliegt und ein Ubergang zwischen beiden Zustéinden nicht beobachtet werden
konnte. Entweder geschieht dieser also unterhalb der Zeitauflosung der Messung, oder
er findet nach Photoanregung nicht statt.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass das hier untersuchte Pyrenadenin ein vielver-
sprechender Sensor fiir Stabilitdt, Hybridisierung und Dynamik von Nukleobasen ist. Es
bietet vielfiltige Einsatzmoglichkeiten auf dem Gebiet der Biologie, wo Hybridisierungs-
marker vielerlei Anwendungen finden. Ebenso ist Pyren hilfreich bei der Beobachtung
der physikalisch chemischen Eigenschaften von Oligonukleotiden und der Wechselwir-
kung von RNA mit interkalierenden Farbstoffen und Elektroneninjektoren.






5 Ein Tetrazyklin bindendes Aptamer

5.1 Einfiihrung: Genregulation

Unabhéngig von den jeweiligen Zelltypen ist die genetische Information in allen Zellen
eines Organismus identisch. Die historische Annahme, dass eine direkte Verkniipfung
zwischen der Sequenz der DNA und den in einer Zelle vorhandenen Proteinen besteht,
ist aufgrund der deutlich unterschiedlichen Zusammensetzungen spezialisierter Zellen
jedoch nicht haltbar.

Unterschiede in Morphologie und Aufgabenerfiillung innerhalb der einzelnen Zellen ent-
stehen also nicht iiber die DNA an sich, sondern werden in der Entwicklung eines Orga-
nismus durch die Regulation der Genexpression gesteuert [252, 253]. Zudem wird iiber
Regulation auch die Antwort der Zelle auf externe Stimuli organisiert. In der Entwick-
lung hoherer Lebewesen wurden neben einem grofleren Genom auch und insbesondere
die Regulationsmechanismen verfeinert. Die Zellen von Séugetieren besitzen in etwa das
Tausendfache der genetischen Information des Bakteriums Escherichia coli. Ein grofier
Teil dieser zusétzlichen Information beschéftigt sich mit der Regulation der Genexpres-
sion [252]. Daher ist das bessere Versténdnis dieses Prozesses ebenso wie eine Kontrolle
der Regulationskette von immenser wissenschaftlicher wie auch medizinischer Bedeu-
tung.

Regulation greift sowohl auf DNA-, als auch auf RNA- und Proteinebene an. Auf
DNA-Ebene findet Regulation in Eukaryoten hauptséichlich mit Hilfe von Histonen statt.
Nach der Transkription kann mit einer Reihe von Mechanismen die Ausfuhr bestimmter
Sequenzen aus dem Nukleus kontrolliert werden. Zudem besteht die Moglichkeit, bei den
weiteren Verarbeitungsschritten der RNA wie dem Spleiflien oder der Polyadenylierung
anzusetzen. Steuerung der Translation hingegen erfolgt vor allem durch Eingreifen in
die nicht translatierten Regionen an beiden Enden der mRNA (5-NTR und 3-NTR),
wobei vor allem die spezifische Bindung von kleinen, nicht kodierenden RNAs (siRNAs,
miRNAs [254]) sowie von RNA-bindenden Proteinen zu nennen ist [255]. Diese Regula-
tionsmechanismen konnen nun, je nach Art der Interaktion, entweder die Degradation
der mRNA begiinstigen oder erschweren oder Translation unterdriicken [253].

Zusétzlich hierzu wurden gerade innerhalb der letzten Jahre eine Reihe von Regu-
lationsmechanismen insbesondere in Prokaryoten entdeckt, bei denen das regulierende
Element Teil der mRNA ist. Hierbei wird die grofle strukturelle Variabilitdt der RNA
ausgenutzt, so dass ein externes Signal im nicht translatierten Teil der mRNA eine
Konformationséinderung auslost, die wiederum Translation fordert oder verhindert. Zu
den externen Signalen zdhlen Proteine [256], inaktive Ribosomen [257], tRNAs [258],
physikalische Signale wie die Temperatur [259] sowie die zellinterne Konzentration spe-
zifischer kleiner Molekiile [260].
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Abbildung 5.1. Schema eines Riboschalters (nach [261]): Die Aptamerdoméne bindet den Li-
ganden und ist so in der Lage, zwei definierte Zusténde einzunehmen (gebunden/ungebunden).
Die Expressionsdoméne iibersetzt diese Bindungszustinde in zwei mogliche Zusténde der
mRNA (Genexpression erlaubt/inhibiert).

Im vorliegenden Kapitel wird die strukturelle Dynamik eines solchen regulatorisch
aktiven Aptamers mit Hilfe zeitaufgeloster Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Nach
einigen einleitenden Betrachtungen iiber Riboschalter und ihre Funktionen wird das Te-
trazyklin bindende Aptamer vorgestellt. Seine Bindungseigenschaften werden mit Hilfe
des fluoreszierenden Liganden Tetrazyklin untersucht. Fluoreszenzlebensdauermessun-
gen des Liganden bieten Aufschluss iiber die Stabilitdt der RNA-Bindetasche, und mit
Hilfe der Stopped-Flow-Technik wird der Verlauf des Bindevorgangs untersucht.

5.1.1 Riboschalter

Riboschalter (Riboswitches) befinden sich in den nicht translatierten Regionen einer
mRNA und bestehen mit wenigen Ausnahmen aus zwei Doménen. Die Aptamerdoméne
(auch Bindedomiine genannt) bindet spezifisch einen Liganden. Der Bindungszustand
des Aptamers wird dann von der Expressionsplattform interpretiert, die wiederum die
Genexpression beeinflusst. Es existieren fiir einen Riboschalter nur zwei klar definierte
Zustiinde, zwischen denen mit Hilfe des Liganden ein Ubergang besteht, aus denen eben-
so zwei klar definierte Zusténde fiir den translatierten Teil der mRNA folgen (siehe auch
Abbildung 5.1) [261]. Die Kontrolle der Genexpression ist aus verschiedenen Griinden
von groflem Interesse. Zum einen kann durch die Unterdriickung eines spezifischen Gens
dessen Rolle innerhalb des Organismus aufgekliart werden. Zum anderen bieten Ribo-
schalter auch die Moglichkeit, den Metabolismus einer Zelle bis zu einem gewissen Grad
zu kontrollieren. Dies ist vor allem medizinisch relevant.

Das Eingreifen in die Genexpression auf RNA-Ebene bietet eine Reihe von Vorteilen.
Im Gegensatz zur DNA ist bei Regulation der mRNA eine schnellere Antwort des Sys-
tems auf den externen Stimulus zu erwarten. Zum zweiten ist es moglich, Organismen
anzugreifen, die keine DNA in sich tragen (Viren) oder bei denen Transkription nicht
stattfindet (Oozyten). Drittens kann auch durch die begrenzte Lebensdauer von RNA
innerhalb des Metabolismus die Dauer des Eingriffs limitiert und kontrolliert werden. Es
ist also von Interesse, hochaffine Aptamere zu erstellen, die spezifisch an einen bestimm-
ten Liganden binden, der nicht Teil des normalen Metabolismus des Zielorganismus ist.

Innerhalb der letzten anderthalb Jahrzehnte ist es gelungen, in vivo funktionelle
Aptamere fiir eine grofie Zahl an Anwendungen zu finden. Ein guter Uberblick iiber
die bisher vorhandenen Aptamere und die Moglichkeiten ihrer Anwendung findet sich in
den Referenzen [262-264]. Im Folgenden sollen nur eine Auswahl an Aptameren und Me-
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Abbildung 5.2. Uberblick iiber mogliche Funktionsmechanismen verschiedener Riboschalter
(Grafik basierend aus Grafiken der Referenzen [262] und [263]): Néhere Erkldrungen werden
im Text unter den entsprechenden Buchstaben a) - f) gegeben.
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chanismen kurz vorgestellt werden. Abbildung 5.2 zeigt einen Uberblick iiber mogliche
Funktionsmechanismen, die bisher in vivo nachgewiesen wurden.

a.) Regulation der Translationsinitiation in Prokaryoten: Grundlegend gibt es
zwei Moglichkeiten, die Initiation der Translation in Prokaryoten durch den Ein-
satz von Aptameren zu unterbinden. Beide Methoden basieren darauf, die Shine-
Dalgarno-Sequenz (SD) fiir das Ribosom unzugénglich zu machen. Dies kann entwe-
der durch Blockade der SD durch Basenpaarung (oben) oder durch sterische Stérung
aufgrund einer benachbarten Stammschleifenstruktur (unten) geschehen. Mit Hilfe
des Theophyllin-Aptamers [265] gelang es, Genexpression in Escheria coli zu steu-
ern, indem in Abwesenheit des Liganden ein Teil des Aptamers Basenpaarungen mit
der SD-Domiéne der mRNA einging [266-268]. In einer anderen Versuchsanordung
wurde dasselbe Aptamer in Bacillus subtilis verwendet. Hierbei war jedoch der Ef-
fekt der sterischen Storung der Ribosombindung entscheidend fiir die Regulation
der Genexpression [269].

b.) Regulation der Translationsinitiation in Eukaryoten: In Eukaryoten kann
das Aptamer je nach Anbindungspunkt die Bindung des Ribosoms an die mRNA
oder den Scanprozess selbst storen. Erste Arbeiten hierzu erfolgten mit Hilfe von
Farbstoffliganden [270, 271], wihrend insbesondere in den letzten Jahren auch das
Tetrazyklin bindende sowie das Neomycin bindende Aptamer erfolgversprechende
Ergebnisse in Hefen erzielt haben [272, 273].

c.) Allosterisch regelbare Ribozyme: Selbstspaltende Ribozyme sind eine weitere
Moglichkeit, Genexpression zu regulieren. Um aus einem Ribozym einen Riboschal-
ter zu machen, ist es jedoch noétig, allosterische Ribozyme zu verwenden, die einen
deutlichen Aktivitdtsunterschied in Gegenwart eines Liganden zeigen. Die besten Er-
gebnisse wurden hier mit verschiedenen Varianten des Hammerhead-Ribozyms [274]
erzielt, das fiir seine selbstspaltenden Eigenschaften bekannt ist. Trotz einer grofien
Zahl allosterisch aktiver Ribozyme in vitro ist die Zahl in vivo aktiver Molekiile deut-
lich geringer. Die Moglichkeit der Verwendung dieser Methode wurde jedoch sowohl
in Prokaryoten [275] als auch in Eukaryoten [276] nachgewiesen (oberes Schema).
Ebenfalls erfolgreich war die Kombination der Struktur des Hammerhead-Ribozyms
mit den allosterischen Eigenschaften bereits bekannter Aptamere. Hierbei wurde
entweder an einen der Stdmme des Hammerhead-Ribozyms ein bereits bekanntes
Aptamer angebracht [277, 278] (oben) oder das Hammerhead-Ribozym durch eine
vierte Helix erweitert, an der sich das Aptamer befand [279] (unten).

d.) Regelung der Erzeugung von siRNAs: Das Theophyllin bindende Aptamer
konnte dazu verwendet werden, die Endschleifenstruktur einer shRNA (small hairpin
RNA) zu ersetzen und somit die Weiterverarbeitung der shRNA durch Dicer zu
siRNA zu verhindern, um an dieser Stelle in die Genexpression einzugreifen [280,
281] (oben). In anderer Konfiguration wurde durch die Bindung des Liganden an
Theophyllin und Xanthin bindende Aptamere die Basenpaarung der shRNAs gestort
und somit die Funktion des Dicers unterbunden [282] (unten).

e.) Regelung des pre-mRNA-Spleiiens: Mit Hilfe verschiedener Aptamere (insbe-
sondere des Theophyllin und des Tetrazyklin bindenden Aptamers) ist es moglich,
das pre-mRNA-Spleifien zu unterdriicken. Hierbei werden durch Bindung des Ligan-
den an die zuvor flexible Aptamerstruktur fiir das Spleifien wichtige Ankniipfungs-
punkte wie die Branch Point Sequence(unten) oder die 5’-Spleifistelle (oben) blo-
ckiert, so dass Spleifien nicht weiter méglich ist [283-286].

f.) Regelung der Viruspropagation: Um die Replikation eines Virus zu kontrollie-
ren, kann ein Aptamer so in die 5’-NTR der viralen RNA eingebracht werden, dass
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nur bei Prisenz des Liganden (in diesem Falle Theophyllin) Replikation initiiert
werden kann [287] (links). Auflerdem ist es moglich, das Theophyllin-Aptamer ein-
zusetzen, um die Synthese subgenomischer mRNAs zu stoppen, die durch vorzeitiges
Abbrechen des Transkriptionsvorgangs viraler RNA entsteht [288] (rechts).

In den letzten Jahren wurde die Faltungsdynamik von Aptameren und die Bindung
der Aptamer-Liganden-Komplexe in verschiedenen Kontexten untersucht. Einen guten
Uberblick iiber die Entwicklung der letzten Jahre gibt zum Beispiel Referenz [10], wo-
bei sich diese Betrachtung durchaus nicht auf Aptamere und Riboschalter beschrénkt.
An zeitaufgelosten Techniken zur Aufklarung der Strukturbildung von Aptameren sind
vor allem NMR [289-292], auch in Kombination mit der ultraschnellen Freisetzung von
geschiitzten Liganden (caged ligands) [293], Fluoreszenzlebensdauermessungen [294] und
fluoreszenzbasierte Stopped-Flow [295-300] zu nennen. Bei letzterer wurde entweder
mit fluoreszierenden Liganden [297-299] oder mit der Substitution von Adenin durch
2-Aminopurin [295, 296, 299, 300] gearbeitet, dessen Lebensdauer auch iiber den Kon-
formationsraum von Aptameren Aufschluss geben kann [294]. Insbesondere letztere Me-
thode erlaubt es, die Bindungskinetik eines Aptamers ortsaufgelost zu verfolgen und
so eine Aussage iiber die Beteiligung verschiedener Teile des Aptamers an der Bin-
dung zu machen [295, 300]. Ein direkter Vergleich ligandenbasierter und RNA-basierter
Messung der Bindung macht zudem die Wichtigkeit des Beobachtungspunktes fiir die
erhaltene Kinetik deutlich [299]. Insgesamt wurden bei der Beobachtung einer Eigen-
schaft des Liganden einstufige Bindungsprozesse abgeleitet, wihrend die Fluoreszenz
von strategisch platzierten Aminopurinen innerhalb der Aptamere einem zweistufigen
Prozess folgt. Hieraus wurde gefolgert, dass in Abwesenheit des Liganden eine Super-
position verschiedener Konformere der RNA vorliegt, von denen nur eine in der Lage
ist, den Bindungsprozess einzuleiten. Dieser erfolgt dann in einem einzelnen Schritt, bei
dem das Molekiil die endgiiltige Konformation einnimmt.

5.1.2 Das Tetrazyklin bindende Aptamer

Das 2001 zum ersten Mal vorgestellte Tetrazyklin bindende Aptamer [301, 302] zeigt
eine Reihe vielversprechender regulatorischer Fihigkeiten. Als Resultat eines Selekti-
onsprozesses (siche Kapitel 5.1.3) stellte es sich als das Aptamer heraus, das von allen
als hochaffin identifizierten Sequenzen die héchste Translationsregulation der Expression
von Green Fluorescent Protein in Hefen aufwies. Dafiir benotigt das Tetrazyklin binden-
de Aptamer keine seperate Expressionsdoméne. Als Mechanismus fiir die regulatorische
Eigenschaft des Aptamers wurde die sterische Hinderung der Bindung des Ribosoms an
die mRNA bzw. des Scanningmechanismus identifiziert [303]. Insbesondere wurde eine
Stabilisierung der Tertidrstruktur des Aptamers durch das Tetrazyklin als Grundlage
fiir die Funktion postuliert [304]. In spéteren Untersuchungen konnte auch die Regulati-
on des preemRNA-Spleifien in Hefen mit Hilfe des Aptamers nachgewiesen werde [283].
Die Affinitdt des Aptamers befindet sich im sub-nanomolaren Bereich (770 pM) und ist
damit um zwei Groflenordungen besser als die meisten vergleichbaren Systeme [305].

Eine Besonderheit des Liganden Tetrazyklin (CosH24N2Og, Abbildung 5.3 links),
die ihn auch aus spektroskopischer Sicht besonders interessant macht, ist seine Eigen-
fluoreszenz, die sich bei Bindung an das Aptamer um ein Vielfaches erhoht [305] (siehe
Abbildung 5.3 rechts). Dieser Effekt erlaubt es prinzipiell, die Bindung des Tetrazyklins
an das Aptamer in Echtzeit mit Hilfe der Stopped-Flow-Technik (siehe Kapitel 3.1) zu
beobachten.
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Abbildung 5.3. Links: Struktur von Tetrazyklin. Rechts: Bei Bindung des Liganden Tetra-
zyklin an das Aptamer erhoht sich die Eigenfluoreszenz des Tetrazyklins um ein Vielfaches.
(Messung durchgefiihrt von Julia Weigand in Analogie zu [305])
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Abbildung 5.4. Sekundirstruktur des Tetrazyklin bindenden Aptamers, basierend auf [273].

Abbildung 5.4 zeigt eine Darstellung der Sekundérstruktur des Tetrazyklin binden-
den Aptamers. Es besteht aus 69 Nukleotiden, die sich zu 3 Helices (P1-P3), 2 Loops
(L1, L2) und zwei Bulges (B1-2, B2-3) formieren. Die Bindung des Tetrazyklins resul-
tiert vermutlich in einer deutlichen Stabilisierung der Helix P1. In die Bindung direkt
involviert sind jedoch nur der Loop L2, sowie die Bulges B1-2 und B2-3 [304].

Eine systematische Analyse des Aptamers auf Basis der Affinitdten verschiedener
Mutanten sowie verschiedener Tetrazyklinderivate konnte weitere mechanistische Infor-
mationen iiber die Bindung liefern. Signifikante Unterschiede treten insbesondere bei
Mutation der Basen A9, A13 und A50 auf (rot markiert in Abbildung 5.4). Die Un-
tersuchung des tetrazyklindhnlichen Doxyzyklins gab einen deutlichen Hinweis darauf,
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Abbildung 5.5. Ausziige aus der Kristallstruktur des Tetrazyklin bindenden Aptamers [306]:
Mitte: Gesamtiibersicht des Aptamers. Links: Gesamtiibersicht iiber die Bindetasche des Apt-
amers. Base A13 bildet einen direkten Kontakt {iber die OH-Gruppe bei Rgs des Tetrazyklins,
Base A50 ist mit dem Gegenion des Tetrazyklins (Mg2+) verbunden. Rechts: Base A9 ist es-
sentiell fiir die Préformation der Bindetasche.

dass die OH-Gruppe bei Rgg des Tetrazyklins direkt an der Bindung des Liganden an
das Aptamer beteiligt ist [305].

Die Resultate der thermodynamischen und mechanistischen Analyse wurden durch

die in 2009 veréffentliche Kristallstruktur des Aptamers bestétigt [306], deren wichtigste
Ergebnisse in Abbildung 5.5 zusammengefasst sind. Die Kristallstruktur konkretisiert
die essentiellen Rollen der vorher identifizierten Basen A9, A13 und A50. A9 ist maf3-
geblich an der Priformation des Aptamerkomplexes in sowohl Ab- als auch Anwesenheit
des Liganden beteiligt. A13 und A50 binden den Liganden, wobei durch A13 eine direkte
kovalente Bindung zur OH-Gruppe bei Rgg des Tetrazyklins aufgebaut wird, wihrend
A50 einen Kontakt zum Gegenion (Mg?*) ausbildet. Neuere NMR-Studien deuten dar-
auf hin, dass das Tetrazyklin bindende Aptamer in Anwesenheit von Magnesium bereits
praformiert vorliegt, und dass Bindung des Tetrazyklins nur noch kleinere strukturelle
Anderungen nach sich zieht. Diese Beobachtung konnte im Rahmen dieser Arbeit mit
Hilfe von ATR-Infrarotspektroskopie [307] gestiitzt werden.
Es wurden in Anwesenheit, sowie in Abwesenheit von Magnesium Messungen des in DoO
verbrachten Aptamers durchgefiihrt. Die Konzentration des Aptamers wurde hierbei auf
1 mMol eingestellt, die Magnesiumkonzentration wurde auf 2mM, 10 mM und 15 mM
(bei der Messung mit Tetrazyklin) eingestellt. Die anderen Puffersalze wurden analog
zu den in Kapitel 5.1.3 beschriebenen Konzentrationen zugegeben. Die Ergebnisse der
Messung sind in Abbildung 5.6 dargestellt. Im linken Teil der Grafik finden sich die
Spektren, im rechten Teil die Differenzspektren zu der Probe ohne Magnesium.

Da eine genaue Bandenzuordnung zum gegenwiirtigen Zeitpunkt den Rahmen der Ar-
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Abbildung 5.6. Links: Infrarotspektrum des Tetrazyklin bindenden Aptamers in Anwesen-
heit und Abwesenheit von Magnesium, sowie in Anwesenheit von Tetrazyklin bei einer RNA-
Konzentration von 1mM und einer Tetrazyklinkonzentration von 1,1 mM. Rechts: Differenz-
spektren der mit MgCls versetzten Proben und der Probe ohne Magnesium.

beit sprengen iiberschreiten wiirde, erfolgt im Folgenden nur eine quantitative Diskussion
der Vorginge. Bei Zugabe von Magnesium sind deutliche Anderungen im Spektrum zu
erkennen, die auf eine grofle strukturelle Veréinderung innerhalb der RNA hindeuten,
da sie nicht dem Magnesium selbst zugeordnet werden kénnen [308]. Bei Zugabe von
Tetrazyklin werden die Signale verstédrkt, &ndern aber nur noch wenig ihre spektrale
Signatur. Die Differenzspektren zeigen, dass vor allen Dingen die Breite der einzelnen
Banden verringert wird. Hieraus lisst sich schlieffen, dass das Aptamer bereits bei Zu-
gabe von Magnesium vorgeformt wird, und die Bindung des Tetrazyklins hauptséchlich
eine Stabilisierung der Struktur verursacht, die bereits zuvor entstanden ist.

Die vorgestellten Erkenntnisse erlauben nun eine detaillierte kinetische Studie, bei
der die Assoziation des Tetrazyklins an das Wildtypaptamer, ebenso wie an die re-
levanten Mutanten untersucht werden kann, um einen genaueren Uberblick iiber den
Bindungsprozess zu erhalten. Da die Struktur des Aptamers auf eine Priformation in
Abwesenheit des Liganden hindeutet und die Affinitdt des Aptamers sehr hoch ist, sind
fiir den Komplex eher schnellere Formationszeiten zu erwarten, die sich am Rande der
Zeitauflosung einer Stopped-Flow-Apparatur befinden. Zudem erlaubt die Fluoreszenz
des Tetrazyklins auch eine Untersuchung der Position des Tetrazyklins in der Bindeta-
sche.

5.1.3 Identifikation und Herstellung des Tetrazyklin bindenden Aptamers

Wie die meisten anderen synthetisch hergestellten Aptamere wurde auch das Tetrazyklin
bindende Aptamer im Rahmen eines SELEX-Prozesses (Systematic Evolution of Ligands
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Abbildung 5.7. Schema des SELEX-Auswahlprozesses: Eine Bibliothek von RNA-Stringen
wird mit einem Liganden inkubiert. Daraufhin werden die bindenden RNA-Stringe von den
nicht bindenden getrennt und mit Hilfe von PCR und RT-PCR-Techniken vervielfacht. Die so
erhaltenen Sequenzen werden ein weiteres Mal dem Selektionsprozess unterworfen, bis sich eine
Reihe von hochaffin bindenden Sequenzen anreichert.

by EXponential enrichment) identifiziert [309, 310]. Abbildung 5.7 illustriert den Prozess
in schematischer Weise. Eine randomisierte RNA-Bibliothek wird mit dem Liganden
inkubiert. In einem néchsten Schritt werden die bindenden von den nicht bindenden
Sequenzen, meist mit Hilfe von Affinitétschromatographie, getrennt. Die als bindend
erkannten Sequenzen werden nun mit Hilfe von PCR (Polymerase Chain Reaction)-
Techniken vervielfaltigt und dem Selektionsprozess ein weiteres Mal unterworfen. Mit
Hilfe einer Reihe von Wiederholungen dieses Kreislaufs bei gleichzeitiger Verschérfung
der Selektionsbedingungen lassen sich nun hochaffin an den Liganden bindende RNA-
Sequenzen identifizieren. Im Falle des Tetrazyklin bindenden Aptamers wurde in der
SELEX eine Serie von 14 geeigneten Sequenzen identifiziert [301], von denen jedoch nur
die hier vorgestellte eine zufriedenstellende regulatorische Aktivitét in vivo aufwies [302].

Das so identifizierte Aptamer wird fiir weitere Versuche aus einem in FE.coli ge-
wonnenen, linearisierten pSP64-Plasmid im Arbeitskreis Sii8! hergestellt. Der Tran-
skriptionsprozess erfolgt in vitro mit Hilfe eines T7-Promoters. Um ein klar definiertes
3’-Ende des Aptamers zu erreichen, wurde das eigentliche Aptamer mit einem selbst-
schneidenden Hammerhead-Ribozym kombiniert, dessen Stamm mit dem Stamm P1
des Aptamers eine Basenpaarung eingeht. Die Reaktion wurde in einem Volumen von
2ml mit 40mM TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) bei pH 8,0, 5mM DDT,
1mM Spermidine, 30 mM Mg-Azetat, 4 mM pro Nukleinsduren-Triphosphat, 0,1 mg/ml
HindIII-linearisiertem Plasmid und 15mg/ml T7 RNA Polymerase fiir 16h bei 37°C
inkubiert [311]. Die RNA-Bestandteile der Losung wurden nun einer Ethanolfillung un-
terzogen und auf einem 8 % denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Apta-
merbestandteile wurden dann iiber Nacht in 300 mM Na-Acetat iiber Nacht bei Raum-

! Institut fiir Molekulare Biowissenschaften, Goethe-Universitiit Frankfurt
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temperatur aus dem Gel gelost und erneut mit Ethanol gefillt. Das Aptamer wurde
dann in Wasser erneut gelost und bei —20° gelagert.

Zur Vorbereitung der RNA auf die Messung wurde sie dann in einen wissrigen
Phosphatpuffer mit 20 mM eines Gemischs aus KoHPO4 und KHyPO,4, 10 mM NaCl und
10mM MgCls bei pH 7 iiberfiihrt, um eine mdoglichst native Umgebung zu simulieren
und eine mogliche Préformation des Aptamers zu erlauben.

5.2 Zeitkorreliertes Einzelphotonenzihlen

Mit Hilfe der in Kapitel 3.4 vorgestellten TCSPC-Apparatur wurden Untersuchun-
gen {iber die Stabilitdt der Position des Tetrazyklin innerhalb der Bindetasche durch-
gefithrt. Wie bereits in Kapitel 3.4.3 und Kapitel 2.1.2 angedeutet, sowie in den Re-
ferenzen [36, 167] niher ausgefiihrt, ist die Lebensdauer eines Chromophors mit sei-
ner Quantenausbeute verkniipft und beides oft von seiner Beweglichkeit abhéngig. Der
Grund hierfiir findet sich darin, dass ein Teil der nichtstrahlenden Deaktivierungspfa-
de eines Chromophors fiir gewthnlich durch Konformationsinderungen des Molekiils
bestimmt sind, die in einer Bindetasche blockiert werden konnen. Es ist zwar nicht
moglich, ein allgemeines Gesetz zur Einschridnkung der Beweglichkeit eines Chromo-
phors und dessen Lebensdauer zu bestimmen, relative Aussagen, die durch Vergleich
verschiedener Systeme gewonnen werden, kénnen jedoch unter bestimmten Umsténden
getroffen werden. Hierbei muss beriicksichtigt werden, dass Fluoreszenz generell durch
eine sehr grofle Zahl verschiedener Umgebungsfaktoren beeinflusst werden kann. Hier-
zu gehoren Losungspolaritéiten ebenso wie beispielsweise das in Kapitel 4.4.3 erwdhnte
Fluoreszenzlschen durch w-Stacking von Chromophoren mit umgebenden Aromaten.
Die Fluoreszenz des Tetrazyklins selbst ist sehr stark von seinem moglichen Konfor-
mationsraum abhéngig. So fiihrt allein die Komplexbildung mit Gegenionen zu einer
signifikanten Verldngerung der Fluoreszenzlebensdauer des Chromophors [312]. Zusétz-
lich kann die Lebensdauer auch von Effekten wie dem Fluoreszenzloschen durch andere
aromatische Systeme beeinflusst werden. Der deutliche Anstieg der Quantenausbeute
des Tetrazyklins bei Bindung an das Aptamer deutet jedoch darauf hin, dass die kon-
formationelle Einschrankung des Tetrazyklins der Haupteinfluss des Aptamers auf die
Fluoreszenz des Tetrazyklins ist. Die Kristallstruktur des Aptamers deutet nicht auf
sehr grofle, moglicherweise fluoreszenzléschende Stapelwechselwirkungen hin. Unter der
Voraussetzung, dass die Bindetasche in allen Mutanten prinzipiell auf dieselbe Art und
Weise geformt ist, und somit Quenchingeffekte aufgrund unterschiedlicher Bindung aus-
geschlossen werden konnen, lassen sich im Falle des Tetrazyklin bindenden Aptamers mit
Hilfe der Fluoreszenzlebensdauer des Tetrazyklins Informationen iiber die verschiedenen
Zustinde der Bindetasche beim Wildtyp sowie den relevanten Mutanten A9G, A13U und
A50U gewinnen. Die Dynamik des angeregten Zustands des isolierten gelsten Chromo-
phors weist eine Reihe komplexer Vorgénge wie einen intramolekularen Protonentransfer
und mehrkanalige Fluoreszenzzerfille auf [312, 313], die Gesamtlebensdauer des Chro-
mophors liegt jedoch weit unterhalb einer Nanosekunde. Die Bildung eines Komplexes
mit einem Gegenion wie Mgt oder Ca?T verlingert die Lebensdauer [313], jedoch ist
auch hier der Zerfall deutlich schneller als 1ns und somit jenseits der Auflésungsgrenze
der hier verwendeten TCSPC-Apparatur. Durch die Bindung des Tetrazyklins an das
Aptamer jedoch steigt die Fluoreszenz um etwa das 20-fache, was auch eine deutliche
Verldngerung der Lebensdauer erwarten lésst.
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Abbildung 5.8. Vergleich der Lebensdauermessungen von Tetrazyklin, gebunden am Tetra-
zyklin bindenden Aptamer, sowie an 3 Mutanten (A9G, A13U, A50U): Die Messungen wurden
bei einer Anregungswellenldnge von 385 nm durchgefiihrt. Die hier gezeigten Daten wurden bei
470 nm aufgenommen.

Zur Messung der Lebensdauer des an verschiedene Aptamervarianten gebundenen
Tetrazyklin wurde der Laser, wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben, auf 770 nm eingestellt,
so dass mit Hilfe der SHG (siehe Kapitel 3.2.1) eine Anregungswellenléinge von 385 nm
erreicht werden konnte. Es wurde eine Anregungsenergie von 100 nJ pro Puls verwendet.

Die Proben wurden direkt vor der Messung in einem Verhéltnis von 1:1 zwischen
Tetrazyklin und RNA bei einer Konzentration von 20 uM hergestellt. Ein FGL4352-
Filter wurde verwendet, um die Anregung von der Fluoreszenz zu trennen. Es wurden
Messungen bei 25 verschiedenen Wellenléngen zwischen 460 nm und 580 nm im Abstand
von 5nm aufgenommen, wobei iiber 6 * 10° Messungen gemittelt wurde.

Abbildung 5.8 zeigt die gemessenen Transienten bei 470 nm. Die beobachtete Dy-
namik lésst sich innerhalb des beobachteten Bereichs gut durch eine einexponentielle
Kinetik beschreiben. Fiir alle Messungen erfolgte somit eine Anpassung der Messda-
ten an die Funktion y = yo + Ae~+ mit Hilfe des Programms Origin 2. Anders als
in vorherigen Studien [312, 313] lie§ sich im Verlauf dieser Messungen keine komple-
xe Photophysik des Tetrazyklins auflésen. Da sich jedoch die postulierten Prozesse wie
z.B. Ladungstransfer im Picosekundenbereich abspielen und die Zeitauflésung der ver-
wendeten Apparatur 1ns nur wenig unterschreitet, spielt sich der komplexere Teil der
Photophysik des Tetrazyklins unterhalb der Zeitauflosung ab. Mit diesem Experiment
konnte nur die Gesamtlebensdauer des niedrigsten angeregten Zustandes bestimmt wer-

2 ThorLabs, Hans-Boeckler-Str. 6, 85221 Dachau/Miinchen, http://www.thorlabs.de
3 OriginLab Corporation, One Roundhouse Plaza, Suite 303, Northampton, MA 01060, USA,
http://www.originlab.de
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Tabelle 5.1. Zusammenstellung der Lebensdauern von Tetrazyklin gebunden an verschiedene
Derivate des Tetrazyklin bindenden Aptamers: Es lassen sich signifikante Lebensdauerunter-
schiede zwischen dem Wildtyp und den einzelnen Mutanten ausmachen, die den Fehler der
Messung um ein Mehrfaches iibersteigen.

RNA T AT

WT 4,37ns 0,04 ns
A9G 4,06 ns 0,04 ns
A13U 3,78 ns 0,02 ns
A50U 3,62 ns 0,02 ns

den, die jedoch bereits Aussagen iiber eine Tendenz der Stabilitdt der Bindungstasche
des Tetrazyklins zuldsst. In Tabelle 5.1 sind die Lebensdauern fiir alle untersuchten
Proben zusammengestellt. Hieraus lassen sich Riickschliisse auf die Stabilitat der ver-
schiedenen Komplexe ziehen.

Am stabilsten ist der Wildtyp, in dessen Bindetasche Tetrazyklin eine Lebensdauer
von 4,37ns + 0,04 ns aufweist. Dies ist etwa einen Faktor 10 linger als die Lebensdau-
er von Tetrazyklin in Pufferlosung allein und demonstriert eine feste Einbindung des
Chromophors innerhalb des Aptamers. Das an die Mutante A9G gebundene Tetrazy-
klin weist eine Lebensdauer von 4,06 ns £ 0,04 ns auf und ist somit von allen Mutanten
die stabilste. Hieraus wird deutlich, dass die Base A9, die durch Verbinden des Loops
L3 mit dem AGA-Element zwischen P2 und P3 eine Priaformation der Bindetasche ver-
ursacht [306], von allen kritischen Basen den geringsten Einfluss auf die finale Stabilitét
der Bindetasche hat. Der Grund hierfiir liegt moglicherweise darin, dass die Position
des Tetrazyklins in der Bindetasche vor allem durch die direkten Kontakte an A13 und
A50 bestimmt wird, und die Praformation durch A9 nur noch eine untergeordnete Rolle
spielt, da die Bindetasche anstatt durch A9 somit durch das Tetrazyklin selbst geformt
wird.

Mutationen an A13 und A50 fithrten zu deutlich gréflerer Destabilisierung der Tetra-
zyklinposition, da hier jeweils einer der direkten Kontakte zwischen Ligand und Aptamer
fehlt und der Chromophor in der Bindetasche somit beweglicher ist. Insbesondere der
Kontakt zu dem Gegenion, der durch A50 hergestellt wird, ist von herausragender Be-
deutung. Das Gegenion selbst wirkt bereits deutlich stabilisierend auf das Tetrazyklin, so
dass eine weitere Fixierung des Gegenions besonderen Einfluss auf das Chromophor hat.

Es lisst sich also sagen, dass eine Mutation der fiir die Praformation des Komplexes
wichtigen Base A9 nach der Formation einer Bindung zwischen Tetrazyklin und RNA
nur einen geringen Einfluss auf die Position des Chromophors innerhalb der Bindetasche
hat. Der Verlust einer der direkten Ankniipfungspunkte des Farbstoffs an das Aptamer
hat jedoch eine deutlich gréflere Beweglichkeit des Liganden in der Bindetasche zur
Folge.
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5.3 Stopped-Flow-Messungen

In einem néchsten Schritt soll nun ein genauerer Blick auf die Entstehung des Tetrazyklin-
Aptamer-Komplexes geworfen werden. Ein tieferes Verstédndnis des Prozesses, der zur
Bindung an das Aptamer fiihrt, kann genauere Informationen iiber die Regulation sowie
die Zeitkonstanten liefern als eine rein statische Bindungsanalyse. Insbesondere sollte es
so moglich sein, genauere Informationen iiber den Einfluss der relevanten Mutationen
an A9, A13 und A50 zu gewinnen.

Hierzu ist es notig, den Bindungsprozess zeitaufgelost zu beobachten. Als Beobach-
tungsgrofe sollte eine Observable gewéhlt werden, die sich wéhrend der ablaufenden
Kinetik deutlich #ndert und deren Anderung verspricht, charakteristisch fiir den Ge-
samtprozess zu sein. Fine vielversprechende Variable ist die bereits in den Abschnit-
ten 5.1.2 und 5.2 erwdhnte Eigenfluoreszenz des Tetrazyklins. Da die Quantenausbeute
des Chromophors mit seinen Freiheitsgraden und somit mit seiner Bindung an das Apt-
amer verkniipft ist, steht zu vermuten, dass sich die Vorgéinge in der Bindungstasche
direkt auf die Fluoreszenz des Tetrazyklins auswirken. Die zu erwartenden Kinetiken
befinden sich im Millisekunden- bis Sekundenbereich, so dass sich eine Verwendung der
Stopped-Flow-Technik (siche Kapitel 3.1) anbietet. Hierbei wird in zwei Spritzen zum
einen das Aptamer, zum anderen Tetrazyklin angeboten. Schnelle Mischung von beiden
bei gleichzeitiger Beobachtung der Tetrazyklinfluoreszenz gibt dann Aufschluss tiber die
Geschwindigkeit und den Verlauf des Bindungsprozesses.

Es steht zu erwarten, dass die Bindung sowohl von der Konzentration des Aptamers,
als auch von der Konzentration des Tetrazyklins abhéingt (es sich also mindestens um
eine Kinetik zweiter Ordnung handelt). Fiir die Untersuchungen klassischer Assoziati-
onsprobleme ist es zweckméfig, in Substratiiberschufl zu arbeiten. Es wird eine Reihe
von Messungen mit konstant gehaltener Aptamerkonzentration und variierender Sub-
stratkonzentration fiir den Wildtyp sowie die drei relevanten Mutanten aufgenommen.
Die Tetrazyklinkonzentrationen wurden mit Hilfe von Absorptionsspektren und dem
molaren Extinktionskoeffizienten von 14,15 L mol~*cm ™! bei 366 nm bestimmt [314].
Zur Anregung der Tetrazyklinfluoreszenz wurde eine LED* mit einer Zentralwellenlinge
von 375 nm verwendet die durch eine Linse in die Beobachtungskiivette fokussiert wurde.
Detektion erfolgte unter 90° mit Hilfe eines selbst entwickelten Adapters, der das auf-
gefangene Licht zunéchst durch eine Linse biindelt. Das Streulicht der Anregung wurde
durch zwei FGL435-Filter > von der Fluoreszenz getrennt und die iibrige Fluoreszenz
direkt auf einen Detektor (Hamamatsu H9696-20°) geleitet. Pro Transiente wurden je
nach RNA-Konzentration zwischen 20 und 40 Mittelungen durchgefiihrt, die dann um
das Signal des ungebundenen Tetrazyklins korrigiert wurden. Die Auswertung erfolgte
mit Hilfe des Programms Dynafit 7, das, im Gegensatz zu den in Kapitel 2.5 vorge-
stellten mathematischen Betrachtungen, auf einer direkten Simulation der Transienten
aus den Ratengleichungen des Systems beruht. Dies ist hier von Vorteil, da nicht bei

1 PUR-LED CmbH & Co. KG, Bahnhofstr. 18, 55278 Selzen, Deutschland, http://www.pur-
led.de

5 ThorLabs GmbH, Hans-Boeckler-Str. 6, 85221 Dachau/Munich, Deutschland,
http://www.thorlabs.com

5 Hamamatsu Photonics, Arzbergerstr. 10, 82211 Herrsching am Ammersee, Deutschland,
http://www.hamamatsu.com

7 Biokin Ltd, 15 Main St, Suite 232, Watertown, MA 02472, USA,
http://www.biokin.com/dynafit/
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allen Konzentrationen von Substratsidttigung ausgegangen werden kann und somit die
in Kapitel 2.5 hergeleiteten Beziehungen nicht ohne weiteres verwendet werden konnen.
Hierbei wird anhand eines postulierten Modells eine Anpassung der mikroskopischen
Ubergangsraten, sowie der relativen Fluoreszenzunterschiede der Anfangs- und End-
sowie moglicher Zwischenzustdnde vorgenommen. Eine genauere Beschreibung des Pro-
gramms und der zugrundeliegenden Algorithmen findet sich im Anhang B.4.

Zur besseren Anpassung der Daten und zur Korrektur von Langzeitdrifts der LED
wurden alle Transienten vor der Anpassung bearbeitet. Das Fluoreszenzsignal des Apt-
amerkomplexes am Ende der beobachteten Kinetik wurde als konstanter Offset von allen
Transienten abgezogen. In einem néchsten Schritt wurde davon ausgegangen, dass der
Gesamtfluoreszenzanstieg aufgrund der gleichbleibenden Aptamerkonzentration in allen
Proben vergleichbar ist und dies zur Normierung der Gesamtamplitude verwendet. Der
innerhalb der Totzeit aufgetretene und somit nicht beobachtete Fluoreszenzanstieg wird
durch ein Anpassen der Daten mit Exponentialfunktionen und ein Aufsummieren der
einzelnen Amplitudenkomponenten abgeschétzt. Zuletzt erfolgt eine Multiplikation des
gesamten Datensatzes mit —1. Es ergeben sich also Fluoreszenzkurven, bei denen die
Anfangsintensitdt auf 1, die Endintensitdt auf 0 gesetzt wurde. Dies sollte prinzipiell
die Kinetik nicht verdndern, da mit Tetrazykliniiberschuss iiberhalb der Bindekonstante
(kp) des Aptamers gearbeitet wurde. Somit bindet an jedes vorhandene Aptamer ein
Tetrazyklin und es treten stets vergleichbare Anstiege der Fluoreszenz auf.

5.3.1 Bindungskinetik des Wildtyps

In einem ersten Versuch wurde die Bindungskinetk des Wildtyps untersucht. Hierzu
wurde die RNA in einer Konzentration von 1,8 uM in dem in Abschnitt 5.1.3 beschrie-
benen Puffer vorgelegt. Die Tetrazyklinkonzentration wurde zwischen 6 pM und 46,1 pM
in 10 Schritten variiert und fiir jede Konzentration eine Stopped-Flow-Messung mit ei-
ner Schrittweite von 20 pus und 40 Mittelungen durchgefiihrt.

In Abbildung 5.9 sind eine Reihe von Transienten dargestellt, die die Anderung
der Tetrazyklinfluoreszenz in Gegenwart des Aptamers bei verschiedenen Tetrazyklin-
konzentrationen zeigen. Das die Kurve iiberlagernde Rauschen ist etwa zu gleichen
Teilen durch die Schwankungen der LED-Emission sowie durch Rauschen im Detek-
tor begriindet. Die Transiente ist jedoch frei von iiberlagerten Schwingungssignalen, so
dass Beeinflussung der Messungen durch Storsignale wie Luftblasen oder Riickkopplung
durch Start- und Stop-Signale ausgeschlossen werden kénnen.

Bei steigender Substratkonzentration beschleunigt sich die Reaktion deutlich. Diese
Beschleunigung nimmt jedoch merklich ab, wenn der Tetrazykliniiberschuss sehr hoch
wird. Insgesamt sind die hier beobachteten Kinetiken deutlich schneller als die fiir an-
dere Aptamere beobachteten Bindungsprozesse [297-300], was im Einklang mit dem
auBlergewohnlich niedrigen kp des Tetrazyklin bindenden Aptamers ist.

Es erfolgte nun eine Datenanpassung an verschiedene Modelle. Eine Vorauswertung
bei der die Reaktionsgeschwindigkeiten einzelner Transienten durch Anpassung von Ex-
ponentialfunktionen bestimmt wurden, deutet auf eine mehr als einstufige Kinetik hin.
Dementsprechend wurden fiir die Simulation der Transienten mit Hilfe von Dynafit eine
Reihe verschiedener moéglicher Modelle untersucht, die in Tabelle 5.2 ndher ausgefiihrt
sind. RMS bezeichnet die Wurzel der mittleren Abweichungsquadrate (root mean square
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Abbildung 5.9. Anderung des Fluoreszenzsignals von Tetrazyklin bei Bindung an das Apt-
amer bei einer RNA-Konzentration von 1,8 uM und verschiedenen Tetrazyklinkonzentrationen
zwischen 6 pM und 46,1 uM: Bei steigender Konzentration des Tetrazyklins beschleunigt sich
die Bindungsreaktion. Bei sehr hohem Tetrazykliniiberschuss nimmt die Beschleunigung der
Reaktionsgeschwindigkeit deutlich ab.

deviation) der Anpassung des entsprechenden Modells an den gesamten Datensatz, k;
bezeichnet die Reaktionsgeschwindigkeiten fiir den entsprechenden Fit. Von den verwen-
deten Modellen konvergierten nur jene, die auf einer einzigen bindenden Ausgangspo-
pulation beruhten, so dass sich die weitere Auswertung auf diese Modelle beschrankt.

Als beste Anpassung an die Daten, wurde der dreistufige Prozess (Modell 3) identifi-
ziert. Die Unterschiede in den Abweichungsquadraten zu den meisten anderen Modellen
sind jedoch sehr gering, so dass eine genauere Priifung der Datenanpassung erfolgen
muss. In Abbildung 5.10 ist die Datenanpassung aller 6 Modelle an eine Reihe von
zu verschiedenen Tetrazyklinkonzentrationen gehorigen Transienten dargestellt. Es ist
deutlich zu sehen, dass die Anpassung einer einstufigen Kinetik sowohl bei besonders
niedrigen, als auch bei besonders hohen Tetrazyklinkonzentrationen eine deutlich weni-
ger gute Beschreibung der Daten liefert als die Modelle 2-6. Dies gemeinsam mit dem
deutlich hoheren RMS-Wert fiir Modell 1 fiihrt zu dem Schluss, dass es sich bei der vor-
liegenden Kinetik um keinen reinen einstufigen Prozess handeln kann. Dies widerspricht
den bisher in anderen Aptameren beobachteten, auf einstufige Kinetiken hindeutenden
Zusammenhéngen zwischen Ligandenfluoreszenz und Ligandenkonzentration und deu-
tet bereits auf eine Besonderheit des Tetrazyklin bindenden Aptamers im Vergleich zu
anderen bisher untersuchten Aptameren hin [298, 299).

Zur Bestimmung des genauen Bindungsmechanismus muss jedoch eine weitere Ana-
lyse der Fits und die daraus erhaltenen Reaktionskonstanten erfolgen. Eine Zusammen-
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Tabelle 5.2. Zusammenstellung der untersuchten Modelle fiir die Simulation der Wildtyp-
Bindungskinetik: T steht hier fiir Tetrazyklin, R fiir das Aptamer. Die hochgestellten Indices
bezeichnen verschiedene Konformationen des Molekiils. Mit k; werden die Reaktionsgeschwin-
digkeiten der einzelnen Schritte bezeichnet. Die Auswahl der Modelle erfolgte anhand von
Vergleichen zu &hnlichen Systemen und einer groben ersten Abschétzung der Konzentrati-
onsabhingigkeit der Geschwindigkeitskonstanten. Die dritte Spalte (RMS) gibt die root mean
square deviation, also die Wurzel der mittleren Abweichungsquadrate fiir die einzelnen Modelle,
bezogen auf den gesamten Datensatz, an. Die mit n.k. bezeichneten Modelle konvergieren nicht.

Prozess Reaktionsschema RMS
kl,k71

1.) Einstufiger Prozess T+R = TR 0,027 44
Kk Kok

2.) Zweistufiger Prozess T+R = TR = TR* 0,026 43
Kk koo ke

3.) Dreistufiger Prozess T+R = ' TR =" TR &2 0,026 38

TR**

key ko

4.) Zweistufiger Prozess mit T + R "= TR E TR 0,026 43

irreversiblem zweiten Schritt

1,k-1 ko kb

k
5.) Zweistufiger Prozess mit T+R = TR —=°TR*+TR™* 0,02643
alternativem zweiten Schritt
1,k

i,k

6.) Dreistufiger Prozess mit T+R = '"TRE TR & TR~ 0,026 38
reversiblem ersten Schritt

ki,k_1,ky,k
7.) Zwei parallele einstufige 27 + R+ R’ = TR+ nk
Prozesse TR

k1,k_1,k1,E
8.) Zwei zweistufige Prozesse 2T + R + R’ = TR+ nk

verschiedener Populationen TR kQ_’}fé TR* + TR

stellungen der Ergebnisse fiir die relevanten Modelle findet sich in Tabelle 5.3, anhand
derer nun eine weitere Analyse vorgenommen wird.

Die Modelle 2 und 4 beschreiben sehr dhnliche Prozesse, mit dem Unterschied, dass
in Modell 2 noch eine zusitzliche Riickreaktion k_o in den zweiten Reaktionsschritt mit
einbezogen wird. Die erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten sind im Rahmen der Fehler
nahezu gleich, die zusétzliche Riickreaktionsrate ist um 9 Grofenordnungen kleiner als
die entsprechende Hinreaktion ko und zusétzlich mit einem ausgesprochen grofien Fehler
behaftet. Somit kann die Riickreaktion des zweiten Schritts vernachlissigt werden und
Modell 2 geht in Modell 4 {iber.

Modell 5 unterschiedet sich von Modell 4 dadurch, dass ein alternativer zweiter
Schritt zu einer unterschiedlichen Endkonfiguration angenommen wird. Der Fit liefert
fiir diesen zweiten Schritt zwei deutlich verschiedene Fluoreszenzanstiege AFrg. Auf
Weg 1 tritt ein AFrg+ von 0,342 auf, wihrend auf Weg 2 ein AF.p., von 1,67 bestimmt
wurde. Zusétzlich sollte Weg 2 deutlich weniger beschritten werden, da die Reaktions-
geschwindigkeit etwa einen Faktor 6 niedriger als die von Weg 1 ist. Ein solch deutlicher
Unterschied im Anstieg der Fluoreszenzquantenausbeuten der beiden Wege sollte sich
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Abbildung 5.10. Anpassung der Bindung von Tetrazyklin an das Aptamer bei verschiedenen
Tetrazyklinkonzentrationen mit einer Reihe von Modellen: Deutlich ist zu erkennen, dass Modell
1 (einstufige Kinetik) eine wesentlich schlechtere Anpassung an die Daten erlaubt als 2-6. Der
Einschub zeigt vergrofiert den Anfang der Kinetik bei einer Tetrazyklinkonzentration von 6 pM.
Die RNA-Konzentration betrug bei allen Messungen 1,8 M.

jedoch, da die Lebensdauer eines Chromophors mit seiner Quantenausbeute verkniipft
ist, auch in den Lebensdauern widerspiegeln. In diesem Falle sollte als Ergebnis der
Lebensdauermessung ein zweiexponentieller Zerfall auftreten, bei dem jeder Zerfall mit
einer Population assoziiert ist und somit die kiirzere Lebensdauer insgesamt eine hohere
Amplitude aufweisen sollte als die ldngere. Dies ist jedoch, wie in Abschnitt 5.2 gezeigt,
nicht der Fall, so dass auf dieser Basis Modell 5 ebenfalls ausgeschlossen werden kann.

Die Modelle 3 und 6 beschreiben dreistufige Prozesse, wobei Modell 3 eine Riick-
reaktionsrate zwischen den beiden Intermediatszustdnden erlaubt. Modell 6 ist somit
die Erweiterung von Modell 4 um einen weiteren Reaktionsschritt. Der Fit zeigt jedoch
deutlich aufgrund des grofien Fehlers, dass das Auftreten dieses zusétzlichen Reaktions-
schritts ohne eine zusétzliche Riickreaktionsrate durch die Daten nicht gestiitzt wird.
Die Reaktionsraten liegen in derselben Groéflenordnung wie bei Modell 4, wobei eine
Abhéngigkeit insbesondere zwischen k_1, ko und k3 besteht, die zu einer signifikanten
Instabilitdt des Fits fithrt und die Fehler dieser Reaktionskonstanten weiter erhoht. So-
mit kann Modell 6 ebenfalls auf Modell 4 zuriickgefithrt werden, so dal an relevanten
Prozessen zur Beschreibung der Bindungskinetik des Tetrazyklins an das Aptamer nur
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Tabelle 5.3. Zusammenstellung der aus der Datenanpassung erhaltenen Reaktionskonstanten
fiir die in Tabelle 5.2 zusammengestellten Modelle: k; beschreibt die Reaktionsgeschwindigkei-
ten, wihrend durch AFx die Anderungen des Fluoreszenzsignals fiir die einzelnen Zusténde
beschrieben wird. Aufgrund der Hintergrundkorrektur und Normierung der Daten beschreibt
AFx keine direkten Quantenausbeutenunterschiede. Das Verhéltnis der einzelnen Werte ent-
spricht jedoch dem der urspriinglichen Quantenausbeuten, da es sich um eine populations-
unabhingige Grofle handelt. Anhand einer Analyse der Gemeinsamkeiten und Unterschiede
der einzelnen Modelle konnen Riickschliisse auf die tatséchlichen Vorgénge gezogen werden.

Modell 2 Modell 3 Modell 4

ky 15 (/J,l\/[S)_1 + 2% k1
2415 £ 24% k_
ko 163%s + 7% ko

17,8 (uMs)~! + 6% ky
801/s + 42% ko1
300 /s + 26 % ks

15 (uMs)~t £ 2%
2815 + 20 %
1681s £ 6%

ko 8x10771s£100% k_o 33 £33%
ks 126 1/s + 24 %

AFrp 0,46 £ 1% AFrp 043 £3% AFrp 0,462 £1%
AFrp- 0,53 + 1% AFrg« 0,55 + 2% AFrp- 0,523 + 1%
AFrp0,54 £ 1%

Modell 5 Modell 6

k_y 28 +3%
ks 1447 £ 1%

by 24 £ 0,1%
AFrp 0462 + 1%
AFrg- 0,342 £ 0,1%

k1 15 (/utl\/[S)_1 +1% k1

16 (uMs)~! + 3%

ko, A4Ys 4+ 28%
ke 224%s +13%

ks 111/ + 200 %
AFrp 0451 £ 1%
AFrp- 0,529 £ 1%

AFrp-0,538 &+ 2%

AFp 1,67 £ 0,1%

mehr Modell 3 und Modell 4 als mégliche Mechanismen {ibrig bleiben.

In Abbildung 5.11 werden beide Modelle miteinander verglichen. Es ist deutlich zu
erkennen, dass trotz leicht unterschiedlicher RMS (Siehe Tabelle 5.2: 0.02638 fiir Modell
3 sowie 0.02643 fiir Modell 4) durch das dreistufige Modell 3 gegeniiber dem zweistufigen
keine wesentliche Verbesserung der Anpassung erreicht wird.

Somit kann die Bindung des Tetrazyklins an das Wildtypaptamer durch eine zwei-
stufige Kinetik beschrieben werden, bei der der erste Schritt einem Gleichgewicht unter-
worfen ist, der zweite hingegen irreversibel ist. Eine zweistufige Kinetik mit irreversiblem
zweiten Schritt tritt insbesondere bei Ligandenbindung an Proteine auf und wird dort
als Bindungsschritt mit anschliefender Umordnung des Proteins interpretiert [315, 316].
In allen bisher untersuchten Aptameren wurde bei Beobachtung der Ligandenfluores-
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Abbildung 5.11. Vergleich der Fits nach Modell 3 und Modell 4 bei ausgewéhlten Transienten:
Optisch ldsst sich kein wesentlicher Unterschied erkennen, so dass fiir beide Prozesse eine nahezu
gleich gute Anpassung vorliegt.

zenz eine einstufige Kinetik festgestellt [298, 299]. Der Grund fiir das hier beobachte-
te, davon abweichende Verhalten liegt in der deutlichen Praformation des Tetrazyklin
bindenden Aptamers [317], in der es sich deutlich von den in den zitierten Studien un-
tersuchten Purin-Riboschaltern unterscheidet. Hierbei fithrt eine Bindung des Liganden
an die RNA aufgrund der grolen konformationellen Einschréinkung durch die Préfor-
mation bereits zu einem deutlichen Fluoreszenzeffekt, der etwas weniger als 50 % des
Gesamteffekts ausmacht. Es ergibt sich eine Formationsrate von 15 (uMs)~! + 2% und
eine Dissoziationsrate des Komplexes von 281/s + 20 %. Beides zusammen fiihrt zu ei-
ner Equilibrierungskonstante des ersten Schritts von kg = 1,9uM % 22%. In einem
zweiten Umordnungsschritt wird der Ligand dann mit einer Rate von 168/s +6 % in
der Bindetasche des Aptamers eingeschlossen. In offeneren Konfigurationen (z.B. dem
Adenin bindenden Riboschalter) ist der erste Schritt der Bindung méglicherweise nicht
mit einem direkten Effekt auf das Chromophor verbunden.

Auffillig ist, dass sich die Reaktionskonstanten des ersten Schritts nicht direkt mit
dem aus den Gleichgewichtsmessungen bekannten kp des Aptamers im picomolaren Be-
reich in Verbindung bringen lassen. Der Grund hierfiir liegt in der Tatsache, dass bei
Gleichgewichtsmessungen die Diffusion keine Rolle spielt, wéhrend sie in den hier durch-
gefithrten Messungen durchaus einen Einfluss insbesondere auf k; und somit auch auf
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Abbildung 5.12. Anderung des Fluoreszenzsignals von Tetrazyklin bei Bindung an das Apt-
amer bei verschiedenen Tetrazyklinkonzentrationen und einer RNA-Konzentration von 6,8 p/M:
Bei steigender Konzentration des Tetrazyklins beschleunigt sich die Bindungskinetik. Bei sehr
hohem Tetrazykliniiberschuss nimmt die Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit deutlich
ab, die Reaktionen sind insgesamt schneller als bei niedrigerer RNA-Konzentration.

den bestimmten kp ausiibt.

Die Abhéngigkeit der Reaktion von der Tetrazyklinkonzentration wurde in obigem
Experiment durch deren Variation untersucht. Ahnliches in systematischer Weise fiir den
Einfluss des Aptamers durchzufiihren, ist aufgrund der hohen benétigten Konzentratio-
nen nicht praktikabel. Eine grobe Abschétzung erfolgt jedoch durch die Untersuchung
der Bindungskinetik bei einer zweiten Konzentration, wie es im Folgenden dargestellt ist.
Es wurde also dieselbe Messung wie zuvor beschrieben bei einer Aptamerkonzentration
von 6,8 uM durchgefiihrt. In gleichem Mafle wurde auch die Tetrazyklinkonzentration
erhoht, so dass Messungen zwischen 25 M und 218 uM durchgefithrt wurden. Ebenso
wie bei der niedrigeren Tetrazyklinkonzentration wurde auch hier eine Schrittweite von
20 ps gewéhlt. Aufgrund der hoheren Signale und des gleichzeitig grofleren Probenver-
brauchs wurden pro Transiente 25 Mittelungen verwendet. Hier beschleunigt sich die
Reaktion im Vergleich zu der Messung mit niedrigerer RNA-Konzentration von 1,8 uM,
wie in Abbildung 5.12 dargestellt. Dies entspricht dem Bild einer Reaktion zweiter Ord-
nung.

Trotz dieser beobachteten Beschleunigung sollte die Erhéhung der Aptamerkonzen-
tration keine prinzipiellen Anderungen des Bindungsprozesses nach sich ziehen. Zudem
kann angenommen werden, dass sich die Geschwindigkeit des zweiten Reaktionsschritts
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Abbildung 5.13. Anpassung der Messung der Bindung des Liganden an das Wildtyp-Aptamer
bei einer RNA-Konzentration von 6,8 uM mit einem zweistufigen Modell mit k2 = 168 /s.

nicht &ndert, da sie nicht von der Konzentration der Reaktionsedukte abhéngen sollte.
Es wird somit bei festgehaltenem ks nur eine Anpassung von k; und k_; vorgenom-
men. Die resultierenden Fits sind in Abbildung 5.13 dargestellt. Es ergeben sich eine
Assoziationskonstante von k; = 13,5 (uMs) ™! 4+1% und eine Dissoziationskonstante von
k_1 = 35,5%/s & 6 %. Die Assoziationskonstante ist leicht niedriger, die Dissoziations-
konstante hoher als bei der niedrigeren Konzentration von 1,8 uM. Hieraus lédsst sich
folgern, dass bei hoher Konzentration zum einen die verschiedenen benachbarten Tetra-
zyklinmolekiile einander bei der Bindung behindern. Zum anderen wird die Dissoziation
des Aptamer-Liganden-Komplexes dadurch erleichtert, dass schneller ein weiterer Bin-
dungspartner zur Verfiigung steht. Die Gleichgewichtskonstante erhéht sich somit auf
keg = 2,6 uM £ 7 %. Diese Erhohung gibt auch einen Hinweis darauf, warum bei diesen
hohen Konzentrationen eine andere Gleichgewichtskonstante bestimmt wird als bei den
im picomolaren Bereich durchgefiihrten kp-Messungen.

In einem weiteren Schritt wurden in analoger Weise die Bindungsvorgénge der be-
reits in den vorherigen Abschnitten erwéhnten relevanten Mutanten untersucht, um den
Einfluss der Basen A9, A13 und A50 auf die Kinetik ermitteln zu konnen.

5.3.2 Bindungskinetik der Mutante A50U

In diesem Abschnitt soll die Bindungskinetik einer Aptamervariante untersucht werden,
bei der die Base A50, die an das Gegenion des Tetrazyklins bindet, durch ein Uracil
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Abbildung 5.14. Anderung des Fluoreszenzsignals von Tetrazyklin bei Bindung an
die Aptamermutante A50U bei verschiedenen Tetrazyklinkonzentrationen und einer RNA-
Konzentration von 6,9 uM: Die Geschwindigkeit der Bindung ist der des Wildtyps sehr dhnlich.

ersetzt wurde. Insbesondere ist interessant, an welchem Schritt der Bindung die Base
A50 mafigeblich beteiligt ist, und wie grofy die Auswirkung auf die Bindungskinetik ist.
Die Messungen der Lebensdauer erlaubten die Interpretation, dass das Tetrazyklin bei
dieser Mutante nach Bindung an das Aptamer die grofite Beweglichkeit aufweist.

In Kontrast dazu zeigen die Bindungskinetiken in Abbildung 5.14, die bei einer
RNA-Konzentration von 6,9 uM aufgenommen wurden, keinen deutlichen Unterschied
zu den Kinetiken des Wildtyps, wie sie in Abbildung 5.12 gezeigt wurden. Es wurde
eine Aptamerkonzentration von 6,9 uM angesetzt und die Kinetik bei neun Tetrazyklin-
konzentrationen zwischen 25 M und 219 uM vermessen. Es wurde eine Schrittweite von
50 ps mit 8000 Punkten gewihlt und fiir jede Transiente 21 Mittelungen vorgenommen.

Analog zu den Messungen der Kinetik des Wildtyps wurde auch fiir diese Mutan-
te eine Analyse der Kinetiken auf Basis verschiedener Reaktionsmodelle mit Dynafit
durchgefithrt. Ahnlich wie auch bei den Betrachtungen der Wildtypkinetik erwies sich
ein einstufiges Modell als ungeeignet, so dass auf Basis der vorliegenden Daten wiederum
mit einem zweistufigen Modell zur Datenanpassung gearbeitet wurde. Die Ergebnisse
der Datenanpassung sind in Abbildung 5.15 gezeigt. Es ergibt sich ein zweistufiges Mo-
dell mit leicht veriinderten Reaktionskonstanten von k=84 (uMs) 142 %, k_1=461/s
+ 12% und ke=160"/s £ 9 %.
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Zur Analyse der Relevanz der Gemeinsamkeiten und Unterschieden zwischen der
Kinetik der Mutante A50U und dem Wildtyp wurde nicht nur eine zweistufige Kinetik,
bei der alle drei Parameter des Modells variabel sind, angesetzt, sondern zum Vergleich
wurden auch Modelle untersucht, bei denen einzelne Reaktionskonstanten des Wildtyps
iibernommen und fiir einen Fit konstant gesetzt wurden. Durch eine Quantifizierung der
Verschlechterung des jeweiligen Fits durch die Verringerung des Parameterraums 1483t
sich eine Abschitzung der Einfliisse treffen.

Tabelle 5.4 fithrt die Ergebnisse der Datenanpassung ebenso auf wie die mittlere qua-
dratische Abweichung des Fits von den Daten (RMS), sowie den Akaike-Vergleichswert
(sieche Anhang B.4) gegeniiber dem Modell mit der besten Datenanpassung. Letzterer
berechnet sich nach Gleichung B.2 und ist sowohl von der RMS, als auch von der Zahl der
Freiheitsgrade des Systems abhéngig. Die obere Zeile zeigt die Anpassung der Kinetik
mit drei frei wihlbaren Reaktionsgeschwindigkeiten, sowie, zum Vergleich, die Reakti-
onskonstanten des Wildtyps. In der unteren Zeile ist rechts die Anpassung aufgefiihrt,
bei der nur die mit dem ersten Schritt assoziierten Reaktionsgeschwindigkeiten k£ und
k_4 variiert wurden, unter der Annahme, dass die Base A50 nur am ersten Bindungs-
schritt beteiligt ist. In der unten links aufgefithrten Anpassung wiederum wurde davon
ausgegangen, dass nur der zweite Bindungsschritt durch die Abwesenheit der Base A50
verdndert wird.

Die Reaktionskonstanten der Mutante A50U unterscheiden sich moderat von denen
bei der Analyse der Kinetik des Wildtyps bestimmten. Insbesondere erfihrt k; eine
Verringerung um 38 % und k_; eine Beschleunigung von 30 %. ko zeigt innerhalb der
Fehlerbalken keine Verdnderung zu der Wildtypkinetik, was bereits auf einen geringen
Einfluss von A50 auf ko hindeutet.

Es zeigt sich, dass die Anpassung bei fest vorgegebenem zweiten Schritt keine si-
gnifikant schlechtere Anpassung der Daten ergibt, als die Anpassung mit variablem ko,
so dass sich fiir das in Tabelle 5.4 unten rechts angegebene Modell aufgrund der ge-
ringeren Zahl der Freiheitsgrade sogar ein besserer Akaike-Vergleichswert als fiir das
Ausgangsmodell ergibt. Letzteres ist mit einem AAIC von 1,8 jedoch nur unwesentlich
schlechter zu bewerten. Im Kontrast dazu fithrt ein festes Vorgeben der Geschwindig-
keiten des ersten Schritts zu einem AAIC von 1060, was auf eine deutlich schlechtere
Ubereinstimmung des Modells mit den Daten deutet. Der Austausch der Base A50 be-
einflusst also insbesondere den ersten Bindungsschritt. Hieraus folgt, dass vermutlich
bereits beim ersten Schritt die Bindung zwischen dem Gegenion des Liganden und dem
Aptamer gebildet wird. Der Gesamteinfluss der Base auf den Bindungsprozess ist bei
den vorliegenden Konzentrationsverhéltnissen jedoch nur moderat.

Insgesamt bietet eine Anpassung, bei der sich nur der erste Schritt gegeniiber dem
Wildtyp dndert, die beste Anpassung der Daten. Da fiir gewthnlich bei einem AAIC< 2
von einem Fit gesprochen werden kann, dessen Qualitét sich im Bereich des Referenzfits
bewegt, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass in der Mutante A50U der zweite
Schritt mit einer anderen Reaktionsrate als im Wildtyp ablauft, weswegen sich im Fol-
genden auf das alle Geschwindigkeitskonstanten variierende Modell bezogen wird.

Fiir den ersten Reaktionsschritt der Mutante A50U ergibt sich also eine Hinreaktionsrate
von 8,4 (uMs)~! & 2% und eine Riickreaktionsrate von 46 1/s + 12 %. Hieraus folgt eine
Gleichgewichtskonstante von ke, =5,4 uM=+ 14 %, die etwa um einen Faktor 2 schlechter
als die im Wildtyp bestimmte ist. Aufgrund der hohen Konzentrationen, die auch fiir die
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Tabelle 5.4. Zusammenstellung der aus der Datenanpassung erhaltenen Reaktionskonstanten
fiir die Anpassung der Bindungskinetik der Mutante A50U: Es wurden nur zweistufige Modelle
mit irreversiblem zweiten Schritt betrachtet, da diese in einer vorherigen Studie als passendstes
Modell bestimmt wurden. k; beschreibt die Reaktionsgeschwindigkeiten der einzelnen Schritte.
Mit * sind diejenigen Groflen bezeichnet, die fiir die jeweilige Datenanpassung als konstant
gesetzt und im Verlauf des Fits nicht variiert wurden. Mit AAIC werden die nach dem Akaike-
Informationskriterium (siehe Anhang B.4) im Vergleich zu dem Fit der Daten ohne festgesetzte
Parameter berechneten Gewichtungen dargestellt.

WT A50U
ky 13,5 (uMs)~t £ 1% 8,4 (uMs)~t £ 2%
k_1 3551/s + 6% 461 £ 12%
ko 168 1/s 1601 £ 9%
RMS 0,026 43 0,03251
AAIC - 1,8

A50U (1. Schritt fix) A50U (2. Schritt fix)
k1 *13,5 (uMs) ! 8,5 (uMs)~!t £ 2%
k_q 35,5 /s 481 £ 8%
ko 1501 £ 4% *168 /s
RMS 0,035 66 0,03251
AAIC 1060 0

schlechter bindenden Mutanten noch mindestens einen Faktor 5 oberhalb des statischen
K4 liegen [305], ist jedoch auch dieser Wert nicht mit den aus statischen Messungen
erhaltenen zu vergleichen. Der zweite Schritt, der mit einer Geschwindigkeit von 160 /s
+ 9% abliuft, ist nur wenig langsamer als die Kinetik des Wildtyps.

5.3.3 Bindungskinetik der Mutante A13U

In dhnlicher Art wurde ebenfalls die Bindungskinetik der Mutante A13U untersucht.
Hier fehlt der direkte Kontakt des Aptamers iiber eine kovalente Bildung zum Tetra-
zyklin. Uberdies wird vermutet, dass die Region bei A13 den ersten Anlagerungspunkt
des Tetrazyklins an das Aptamer darstellt, da hier die Anderung der Bindungskonstante
hauptséchlich enthalpische Anteile zeigt [305].

Die Messung der Kinetik des modifizierten Aptamers erfolgte bei neun verschiedenen
Tetrazyklinkonzentrationen zwischen 15 M und 207 uM sowie einer RNA-Konzentration
von 10 uM. Die Schrittweite lag bei 50 us, fiir eine Transiente wurden 30 Mittelungen
vorgenommen. Ahnlich wie bei der Mutante A50U ist auch hier der Unterschied der
Transienten zu denen des Wildtyps nicht besonders grof}, wie Abbildung 5.16 zeigt. Es
findet sich jedoch insgesamt eine leichte Verlangsamung der Transienten im Vergleich
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Abbildung 5.15. Messung der Bindung des Liganden an die Aptamermutante A50U bei einer
RNA-Konzentration von 6,9 uM und Anpassung mit einem zweistufigen Modell mit irreversi-
blem zweiten Schritt und k1=8,4 (uMs)™' + 2%, k_1=46 /s + 12% und k2=160"/s + 9%.

zu den vorher untersuchten Aptamervarianten.

Eine genauere Analyse der Bindungskinetik in Abwesenheit der Base A13 weist, wie
bei den anderen bisher untersuchten Aptamervarianten, eine zweistufige Kinetik auf,
deren Anpassung in Abbildung 5.17 dargestellt ist. Anders als bei der Mutante A50U
ist der Einfluss dieser Mutation auf beide Reaktionsschritte signifikant. Bei einer wie im
vorherigen Abschnitt beschriebenen Auswertung ergeben sich sowohl fiir eine Variation
des ersten, als auch des zweiten Schritts sehr hohe AAIC-Werte von 5960 respektive
720, so dass gefolgert werden muss, dass beide Schritte der Reaktion durch das Fehlen
der Base A13 stark beeinflusst werden.

Es ergibt sich also, dass bei Fehlen der Base A13 eine Hinreaktionsrate von 6,06 (uMs) !+
2% und eine Riickreaktionsrate von 55 1/s + 5 % beobachtet werden, aus denen sich eine
Gleichgewichtskonstante von k., = 9,1 uM £ 7% ergibt. Dies ist etwas weniger als das
Vierfache von k., des Wildtyps und etwas weniger als das Doppelte der Gleichgewichts-
konstante von A50U. Dies weist darauf hin, dass das Fehlen des direkten Kontaktes zum
Tetrazyklin eine deutlichere Storung der Bindungskinetik als das Fehlen des Kontaktes
zum Tetrazyklin-Gegenion darstellt und steht im Einklang mit der Vermutung, dass A13
ein erster Ankniipfungspunkt des Tetrazyklins bei der Bindung ist. Der zweite Schritt
wird durch das Fehlen von A13 zu 106 /s &+ 2 % verlangsamt, was eine Verringerung der
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Abbildung 5.16. Anderung des Fluoreszenzsignals von Tetrazyklin bei Bindung an
die Aptamermutante A13U bei verschiedenen Tetrazyklinkonzentrationen und einer RNA-
Konzentration von 10 uM: Die Geschwindigkeit der Bindung ist der des Wildtyps, sowie der
Mutante A50U sehr &hnlich, verlauft jedoch etwas langsamer.

Reaktionsgeschwindigkeit um 36 % im Vergleich zum Wildtyp bedeutet. Diese Verlang-
samung ist deutlich stérker als die bei der Mutante A50U, die keinen nennenswerten
EinfluBauf den ersten Bindungsschritt aufweist.

5.3.4 Bindungskinetik der Mutante A9G

Bei der Mutante A9G wird die hiochste Anderung der Bindungskinetik des Aptamers
im Vergleich zum Wildtyp erwartet. Die Messung erfolgte bei einer RNA-Konzentration
von 9 pM und bei Tetrazyklinkonzentrationen zwischen 22 pM und 228 pM. Es wurden
jeweils 21 Messungen pro Mittelung mit einer Schrittweite von 0,5ms vorgenommen.
Da die Base A9, wie bereits mehrfach erwéahnt, insbesondere fiir die Priformation des
Aptamers verantwortlich ist, fithrt ihr Fehlen zu einer deutlich flexibleren Konformation
der RNA in Abwesenheit des Liganden. Hieraus folgt, dass das Tetrazyklin bei Bindung
eine weniger praformierte Bindetasche vorfindet und es somit deutlich langer dauert, bis
es seine finale Position eingenommen hat. Diese Uberlegungen werden durch die in Ab-
bildung 5.18 dargestellten Transienten bestétigt. Die Reaktion verlangsamt sich deutlich
sichtbar um ein Vielfaches im Vergleich zum Wildtyp. In derselben Art und Weise wie
oben beschrieben wurde auch hier eine Analyse verschiedener Reaktionsmodelle durch-
gefiihrt, die ebenfalls einen zweistufigen Prozess als wahrscheinlichstes Modell ergaben.
Die dazugehorigen Datenanpassungen sind in Abbildung 5.19 dargestellt, die erhaltenen
Reaktionsgeschwindigkeiten sind in Tabelle 5.5 angefiihrt.
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Abbildung 5.17. Anpassung der Messung der Bindung des Liganden an die Aptamermutante
A13U bei einer RNA-Konzentration von 10 pM mit einem zweistufigen Modell, irreversiblem
zweiten Schritt und k1 =6,06 (uMs) ™'+ 2%, k_1=55/s + 5% und k2=106'/s & 2 %.

Tabelle 5.5. Ergebnis der Datenanpassung der Kinetik der Mutante A9G mit einem zweistu-
figen Reaktionsmodell: Zum Vergleich ist ebenfalls das Ergebnis fiir den Wildtyp bei gleicher
RNA-Konzentration von 9 uM angefiihrt.

A9G Wildtyp
kq 63 (uMs)~t 4 31,4% 13,5 (uMs) 1+ 1%
k1 134 x 10315 +31,5%  35,5/s+ 6%
ks 51Ys +5,2% 1681/
Alre 0,07 +£ 404 % 0,45 £ 1,2%
Alfrs 0,93 £ 104 % 0,55 & 0,4%%

Der Gesamtprozess ist in der Mutante A9G im Vergleich zum Wildtyp deutlich ver-
langsamt. Der Hauptgrund hierfiir liegt in der Riickreaktionsrate des ersten Schritts, die
sich um mehrere Groéflenordnungen beschleunigt. Dies deutet entweder auf eine Maskie-
rung der korrekten Bindestele, oder auf eine grofie Zahl an Aptameren hin, die zwar fahig
sind, einen Liganden in einem ersten Schritt zu binden, die jedoch keine korrekte Binde-
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Abbildung 5.18. Anderung des Fluoreszenzsignals von Tetrazyklin bei Bindung an die Apt-
amermutante A9G bei einer RNA-Konzentration von 9 M und verschiedenen Tetrazyklin-
konzentrationen: Die beobachtete Kinetik ist insgesamt bei dhnlichen Substrat- und RNA-
Konzentrationen deutlich langsamer als bei allen bisher untersuchten Proben.

tasche ausbilden kénnen, bevor eine Dissoziation des Liganden stattfindet. Unterstiitzt
wird dieses Bild von den zu den jeweiligen Schritten gehoérenden Fluoreszenzanstiegen
AFrr und AFrpg, die ebenfalls mit Hilfe der Datenanpassungsroutine ermittelt wur-
den. In Tabelle 5.5 sind die auf den Gesamtfluoreszenzanstieg bezogenen Anteile von
erstem und zweitem Schritt an der Fluoreszenzéinderung aufgefiithrt. Auffillig ist, dass
der erste Bindungsschritt in A9G nur etwa 7 % des Gesamtfluoreszenzanstiegs ausmacht,
wihrend er im Wildtyp mit 45 % fiir beinahe die Hélfte des Gesamtsignals verantwort-
lich ist (Ahnliches wie im Wildtyp ergibt sich mit geringen Variationen auch fiir die
Mutanten A13U und A50U). Der erste Bindugsschritt fiihrt also nur zu einer schwachen
konformationellen Einschréankung des Liganden durch das Aptamer. Dies ist aufgrund
der geringen Priformation von A9G durchaus plausibel.

In diesem Lichte ist auch die Beschleunigung der Assoziation des Chromophors an
die RNA um etwa einen Faktor 4 zu sehen. Aufgrund der mangelnden Priformation
des Aptamers sind die Bindestellen A13 und A50 einzeln moglicherweise leichter fiir
den Liganden zugénglich. Die Bindung an eine der beiden Bindungsstellen reicht offen-
bar bereits fiir eine schwache Anderung der Tetrazyklinfluoreszenz, wie sie fir AFrp
bestimmt wurde, aus. Es ist jedoch deutlich unwahrscheinlicher, dass der Ligand auf
eine Konformation des Aptamers trifft, die die Formation einer korrekten Bindetasche
ermoglicht, so dass ein Grofiteil der temporéir gebildeten Komplexe wieder dissoziiert,
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Abbildung 5.19. Anpassung der Messung der Bindung des Liganden an die Aptamermutante
A9G bei einer RNA-Konzentration von 9 uM mit einem zweistufigen Modell mit irreversiblem
zweiten Schritt und k=63 (uMs) '+ 31,4%, k_1=13,4 x 10%Y/s &+ 31,5% und ko=511/s +
5,2%.

bevor eine vollstédndige Bindung erfolgen kann.

Es kann somit nur die Schlussfolgerung gezogen werden, dass nur Konformationen,
die zufillig trotz der Abwesenheit von A9 eine der Wildtyppréaformation dhnliche Struk-
tur einnehmen, eine vollstindige Bindung des Liganden erméglichen. In Abwesenheit
von A9 sind hierfiir vermutlich sowohl die Bindung an A13, als auch an A50 vonndten,
um eine Stabilisierung der Tertidrstruktur der RNA einzuleiten.

Die Umordnung der RNA aus dieser Konformation zur Bindetasche wird um etwa
einen Faktor 3,5 gegeniiber dem Wildtyp verlangsamt. Dies ist, gemessen an der Tatsa-
che, dass das Tetrazyklin keine sehr geordnete Bindetasche vorfindet, nur eine geringe
Verlangsamung. Der Grund fiir die trotzdem relativ hohe Geschwindigkeit dieses Pro-
zesses ist,dass nur wenige Konformationen in der Lage sind, diesen Schritt iiberhaupt
durchzufiithren. Diese Konformationen sind dann vermutlich in ihrer Tertifrstruktur
nicht weit von der des Wildtyps entfernt. Ahnliche Effekte wurden bereits fiir andere,
weniger priformierte Aptamere beobachtet und diskutiert [296, 299]. Ist eine solche bin-
dende Konformation gefunden, so erfolgt die Formation des Liganden-RNA-Komplexes
mit relativ hoher Geschwindigkeit.
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Tabelle 5.6. Zusammenstellung der Fitkonstanten.

WT A9G A13U A50U
ky 13,5 (uMs) 1 63 (uMs) 1 6,06 (uMs) ! 8,4uM~1/s
k4 35,5 1/5 13,4 x 103 1/5 59 1/5 46 1/5
ko 168 1/s 511/s 106 /s 160 /s
T 4,37ns 4,06 ns 3,78 ns 3,62 ns

5.3.5 Zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse

Es wurde das Tetrazyklin bindende Aptamer durch Messungen der Bindungskinetik des
Wildtyps sowie dreier verschiedener Mutanten (A9G, A13U, A50U) untersucht. Der
direkte Vergleich dieser Ergebnisse erlaubt eine Deutung, die Riickschliisse auf den ab-
laufenden Mechanismus zulésst.

Fiir alle untersuchten Proben folgt, dass die Bindung in zwei Stufen ablduft. Der
erste Schritt der Bindung ist reversibel, wéhrend der zweite keine nennenswerte Riick-
reaktionsrate aufweist. Dies ist ein Unterschied zu den bisher untersuchten, weniger
praformierten Aptameren, wo bei Beobachtung des Liganden einstufige Kinetiken beob-
achtet wurden. Die Untersuchung von Aptameren mit Hilfe des Austauschs von Adeni-
nen durch fluoreszente 1-Aminopurine gab allerdings schon deutliche Hinweise darauf,
dass bei manchen Riboschaltern durchaus komplexere mehrstufige Reaktionsmechanis-
men auftreten [298].

Aus dem Einfluss der Mutationen auf die Bindungskonstanten lassen sich Riick-
schliisse auf die Beteiligung der verschiedenen Segmente des Aptamers an der Bindung
treffen. Ein zusétzlicher Vergleich der Lebensdauern gibt Aufschluss iiber den Endzu-
stand der Bindung und die Stabilitdt der Bindetasche. In Tabelle 5.6 sind die wesent-
lichen Eigenschaften der einzelnen Proben zusammengestellt. Hierbei werden fiir den
Wildtyp die Reaktionskonstanten bei 6,8 uM Aptamerkonzentration verwendet, da die-
se Konzentration nidher an der liegt, mit der die Messungen der Mutanten durchgefiihrt
wurden.

Insgesamt lassen sich bei den verschiedenen Mutanten deutlich unterschiedliche
Anderungen des Mechanismus feststellen. Die Abwesenheit eines der beiden direkten
Kontakte fithrt nicht nur zu gréferen Einfliissen in der Lebensdauer - und somit einer
Destabilisierung der Bindungstasche - sondern auch zu einer Verdnderung der Geschwin-
digkeit einer oder beider Schritte der Bindung. Insbesondere ist der Einfluss auf den
ersten Bindungsschritt des Aptamers deutlich zu erkennen, da sowohl bei der Mutan-
te A13U als auch bei A50U eine Reduktion der Geschwindigkeit k; um etwa 40-50 %
auftritt. Die Riickreaktion hingegen zeigt dhnliche, genau gegenldufige Variationen, die
jedoch aufgrund des generell hohen Fitfehlers der Reaktionskonstante k_; generell we-
niger aussagekriftig ist. Dies zeigt sich vollig anders bei der Mutante A9G, die sogar
eine Beschleunigung von k; zeigt, die jedoch von einer sehr hohen Riickreaktionsrate
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iiberlagert wird.

Der erste Schritt beinhaltet also bereits die Bindung an die Base A13 und A50. Die
Kinetik der Mutante A9G, die eine deutlich geringere Préformation aufweist, deutet
darauf hin, dass die Basen zumindest teilweise durch die Préformation maskiert sind, so
dass die einzelnen Ankniipfungspunkte A13 und A50 bei Abwesenheit der Priformation
sogar leichter zu erreichen sind. Alternativ kann jedoch auch nicht ausgeschlossen wer-
den, dass aufgrund der hohen Konzentrationen, die auch bei den Mutanten die Gleichge-
wichtsbindungskonstante kp des Aptamers um eine Gréfenordnungen iibersteigen, eine
Bindung an eine sehr eng geformte Bindungstasche durch die Priasenz weiterer moglicher
Liganden im Vergleich zu einer eher offenen Bindetasche erschwert wird.

Die hohe Riickreaktionsrate der Mutante A9G, die um einen Faktor 500 hoher als die
aller anderen untersuchten Aptamere liegt und die der Hauptgrund fiir die deutliche Ver-
langsamung der Reaktion dieser Mutante gegeniiber den anderen ist, deutet darauf hin,
dass es aufgrund der deutlich geringeren Praformation dieses Aptamers zwar eine grofle
Zahl von Konformationen gibt, die in der Lage sind, das Tetrazyklin temporér zu bin-
den. Wenige davon jedoch sind in der Lage, von diesem Bindungszustand ausgehend eine
regulire Bindetasche zu formen oder das Tetrazyklin auf Dauer am Aptamer zu halten.
Dies ist im Einklang mit der Untersuchung weniger préaformierter Aptamere, bei denen
durch Beobachtung der Fluoreszenz von in das Molekiil verbrachten Aminopurinen in
Verbindung mit NMR-Studien nachgewiesen werden konnte, dass dem Bindungsschritt
eine Auswahl der bindenden Konformation aus einer Reihe verschiedener Aptamerkonfi-
gurationen vorausgeht [289]. Eine mechanistisches Beispiel dies zu erkliren, ist im Falle
des Tetrazyklin bindenden Aptamers, dass bei Abwesenheit von A9, und somit nicht
vorhandener Préaformation der Bindetasche, nur wenige Konfigurationen die Bildung
einer Bindetasche erlauben. Diese Konfigurationen dhneln vermutlich der des préfor-
mierten Wildtyps und ermoglichen eine Bindung sowohl an A13 als auch an A50. Bei
einer groBeren Mobilitdt des Gesamtaptamers ist es deutlich unwahrscheinlicher, dass
diese beiden Basen einander nahe genug und im richtigen Winkel zueinander sind. Dies
fiihrt zu der groflen Zahl an Dissoziationen von nicht korrekt geformten Aptameren.

Der geringe Unterschied der Lebensdauer des an die A9G-Mutante gebundenen Te-
trazyklins zum Wildtyp zeigt jedoch, dass die auf diese Art geformte Bindungstasche
der des Wildtyps entweder sehr dhnlich ist oder zumindest eine dhnlich starke konforma-
tionelle Einschrankung bietet. Die Erkldrung hierfiir wiederum liegt vermutlich darin,
dass beide direkten Kontakte an das Aptamer vorhanden sind. Dies fithrt zu einer deut-
lich geringeren Mobilitédt als bei den Mutanten A13U und A50U, wo eine der beiden
Bindungen fehlt.

Die Unterschiede innerhalb des zweiten Schritts, der als Umordnung des Aptamers
um den Liganden und die endgiiltige Formung der Bindungstasche interpretiert wer-
den kann, sind deutlich weniger ausgepragt. In allen Mutanten findet die Umordnung
langsamer statt als im Wildtyp, die Verlangsamung tibersteigt jedoch in keinem Fall
einen Faktor 3,5. Am geringsten ist der Einfluss der Mutation in A50U, wo der direkte
Kontakt zum Tetrazyklin an A13 allein den Liganden genug fixiert, um die Umordnung
der Bindungstasche zu erlauben. Das Tetrazyklin selbst ist in dieser Mutante mogli-
cherweise zwar nicht exakt in der richtigen Position, um den zweiten Bindungsschritt
einzuleiten, die kovalente Bindung erlaubt jedoch Rotation in der Bindungsachse. Dies
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Abbildung 5.20. Aus den Stopped-Flow-Daten gefolgertes Schema der Ligandenbindung an
das Tetrazyklin bindende Aptamer: In einem ersten Schritt entstehen zwischen Ligand und Apt-
amer Bindungen an A13 und A50. In einem zweiten Schritt erfolgt dann eine konformationelle
Umordnung, bei der das Tetrazyklin in die Bindetasche integriert wird.

kann moglicherweise die etwas ungiinstigere Position ausgleichen.

Das Fehlen dieser kovalenten Bindung wirkt sich deutlich stérker auf ko aus, da
die Bindung an A50 prinzipiell eine gréfere konformationelle Einschrinkung des Tetra-
zyklins nach sich zieht. Diese ist moglicherweise bei nicht ganz korrekter Position des
Tetrazyklins aufgrund des Fehlens der Bindung an A13 am Ende von Schritt 1 ein deut-
lich groBeres Hindernis bei der Formation der endgiiltigen Bindetasche. Bei der Mutante
A9G schlieBlich riithrt die Verlangsamung von Schritt 2 von der gréfleren Beweglichkeit
des Aptamers her, die die Einnahme der endgiiltigen Position aufgrund der grofleren
Zahl moglicher Konformationen erschwert.

Zusammenfassend kann der Mechanismus der Bindung des Liganden an das Tetrazy-
klin bindende Aptamer wie folgt erkléirt werden: Die Bindung lauft in zwei aufeinander
folgenden Schritten ab. In einem ersten Schritt erfolgt die Bindung des Tetrazyklins an
die Basen A13 und A50, die durch die Préformation des Aptamers teilweise maskiert
sind. Darauf folgt eine Umordnung des Aptamers, bei der die endgiiltige Bindetasche
um das Tetrazyklin herum geformt wird. Ein Schema der Bindung ist in Abbildung 5.20
dargestellt.



A Steuerung des Messaufbaus

Die Steuerung des kombinierten TCSPC-Aufkonvertierungs- Aufbaus (siehe Kapitel 3.4.2
und 3.5.2) erfolgte mit Hilfe eines selbst entwickelten Programms auf der Programmier-
sprache LabView. LabView bietet den generellen Vorteil, dass die meisten Hersteller von
Geriiten bereits vorgefertigte Routinen zur Ansteuerung auf dieser Programmierebene
anbieten. Dies kann entweder mit Hilfe von entsprechenden Unterprogrammen (VIs)
oder mit Hilfe von Treiberdateien (DLLs) erfolgen, die dann iiber die Labviewroutine
Knoten zum Aufruf externer Bibliotheken in das selbstgeschriebene Programm einge-
bunden werden kénnen.

Die Kontrolle des in dieser Arbeit erstellten Aufbaus erforderte die Synchronisati-
on und Ansteuerung vier verschiedener Komponenten. Der Linearverschiebetisch wird
nur wihrend dem Aufkonvertierungsbetrieb verwendet und ist fiir die zeitliche Verzoge-
rung zwischen Anregung und Torpuls verantwortlich, der Monochromator selektiert die
Detektionswellenlénge, die TCSPC-Zahlkarte steuert die Datenerfassung selbst und ein
Shutter blockiert das Anregungslicht, wenn keine Messung erfolgt, um eine minima-
le Strahlenbelastung der Probe zu ermoglichen. Die Ansteuerung von Verschiebetisch,
Monochromator und Shutter erfolgte iiber die vom jeweiligen Hersteller bereitgestellten
VIs, die Zahlkarte wurde mit Hilfe mitgelieferter DLLs angesteuert.

Generell erfolgte die Ansteuerung des Aufbaus auf Basis ereignisorientierter Pro-
grammierung. Nach dem Ablauf verschiedener Initialisierungsroutinen, deren Ablauf
vor allem durch die Anforderungen der verschiedenen verwendeten Gerite gegeben ist,
reagiert das Programm auf die Eingabe des Benutzers und startet das zu der Eingabe
passende Unterprogramm.

Abgesehen von einem Strahlblocker, der im TCSPC-Betrieb den Torpuls vor dem
Kristall abblockt, erfolgt eine Diskriminierung zwischen den beiden Techniken des Auf-
baus hauptséchlich auf Programmebene. Dementsprechend stellt die Steuerung zwei
verschiedene Modi mit unterschiedlichen Bedienungsoberflichen bereit, die in Abbil-
dung A.1 dargestellt sind.

Im rechten Teil der Programmoberfliche befinden sich allgemeine Statusangaben
wie das Fehlerausgabefenster, eine Statusleuchte fiir die Offnung des Shutters, sowie ein
Drop-Down-Menu fiir die Wahl des Messmodus. Beide Experimente bieten die M&glich-
keit eines Farbscans, die TCSPC-Ebene stellt zudem noch einen Modus bereit, bei
dem ein weiter Zeitbereich mit kleinen Schritten zur Suche des Uberlapps zwischen
Anregungs- und Torpuls abgefahren wird. Anders als im Femtosekundenmodus wird
hier nicht iiber das gesamte Spektrum integriert sondern die Zeitinformation der Zahl-
karte aus experimentellen Griinden behalten.



148

A Steuerung des Messaufbaus

TCSPC aptions Foto [ Mode
-
Threshold(¥)  Holdoff(ns)  Start Delayins)
Trigger:  |-0,0980% 05 o Cffline
Signal: 0.1 0,5
Trigaer Condition(y) Signal Condition Binning
Risingedge | Falingedge = | 'j 1
Error
Points Resolution(ns) s
He+ +J|0,00097¢ 5B
Linear command
)07 ! T T |
0000 0,010 0020 0080 0040 0080 0,060 0,070 shutter
Zeit
MowePlus |0 Moseblinus |9 -
Movelater |0 moveEarisr |0 Lonadhrertater ept it
Go Home Define Hame Pogitionintme Position Entrance sit sean start
0 0 gz 200
Exit slit center wavelength Enillon)
Find overlapp 9e 4 00,008 A5o0
Step size Direction
o = Intermedite sii EEE Base path i=1
¥ 4 too
8 3
Mumber of steps
do Shutter options .
[ime Corellated Single Photon Courting TCSPC - ‘
= u
Femto options Plot 0 n Mode
Threshold(y) ~ Holdofffns)  Start Delay{ns) 1= -
Trigger:  |-D,0117€ 0,5 f =
Cfline
Signal: | -0,0098¢ 0,5
Trigger Condition Signal Condition L
Motrigger 1 Falingedge . 1 e
13 Error
Linear command
MovePlus |0 Mowerinus |0 -8 ! ! : : : ! : :
i 0,0 1000 200,0 3000 400,0 S00,0 00,0 OO0 8OO0 900,0
Movelater |0 MoveEarlier
= zeit
Go Home Define Home Postionintime~ Position -
0 0 Manachromstor options
42 o 200
Mumber of linear steps Lingar step (time in ps) . ‘
’,J 10 :; 0,1 Exit sl center wavelength scan stop
Mureber of logarithmic steps Logarithmic Factor v 5 600,008 o0 u
Lo . Intermediate sl Steps
jl 7 ) 10 Base path =
First channel Measuring time (5)
= o1
v 7 Shutter options B
Last channel Humber of scans
:j E :j ' ﬂ -
] n ]

Femtosecond fluorescence upconversion spectroscopy

(= o |

Abbildung A.1. Oben: Steuerungsoberfliche des TCSPC-Aufbaus. Unten: Steuerungsober-
fliche des Aufkonvertierungs-Aufbaus.

Auf beiden Oberflichen finden sich im oberen linken Teil die zugéinglichen Steue-
rungsparameter fiir die Zéhlkarte. Es konnen die Schwellen fiir Trigger- und Photonen-
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signal eingestellt werden. Auf der Steuerungsseite des TCSPC-Experiments kénnen hier
auch die Messparameter wie Wiederholungszahl (Sweeps), Zeitauflosung (Resolution *
binning; minimal 1ns) und die Zahl der Messpunkte (Points; zwischen 64 und 1000)
eingestellt werden.

Unter diesem Fenster befindet sich das Steuerungsfenster fiir den Linearverschie-
betisch, bei dem die Verzogerung manuell sowohl durch Angabe der zu verschieben-
den Counts (kleinste verschiebbare Einheit: 0,1 ym Verschiebestrecke = 0,66 {s)) , als
auch durch Angabe der gewiinschten Zeitverzogerung angesteuert werden kann. Zudem
ermoglicht ein Eingabefenster die Weiterleitung weiterer, seltener verwendeter Befehle
an den Verschiebetisch.

Unter dem graphischen Ausgabefenster ist die Steuerung des Monochromators und
die manuelle Anwahl des Shutters zu finden. Je nach Messmodus (Farbscan oder einzelne
Transiente) sind verschiedene Bereiche des Steuerungsfelds fiir den Benutzer zugénglich.

Im TCSPC-Modus wird bei Anwahl des Startknopfes (Go) eine Messung auf der
angewéhlten Wellenldnge, oder im Farbscanmodus Messungen nacheinander auf den
verschiedenen Wellenldngen ausgefiihrt. Dabei wird die Steuerung grofitenteils von der
Messkarte iibernommen, die selbst die Zahl der auszufithrenden Wiederholungen kon-
trolliert und nach Ablauf der vollsténdigen Messung den Messvorgang anhilt.

Abgespeichert werden die Daten in dem in Base path angegebenen Verzeichnis in
zwei verschiedenen Dateien: data.txt enthéhlt die Rohdaten als ascii-Tabelle, und
parameter.txt enthdhlt die Messparameter. Bei Farbscans wird noch eine zusétzli-
che Datei mit den unterschiedlichen Wellenléngen erstellt.

Im Aufkonvertierungsmodus kénnen die Zahl linearer (z, = kz,—1) und expo-
nentieller (z, = a"x,_1) Schritte ebenso wie die Faktoren k und a variiert werden.
Mit einer bestimmten Messzeit (Measuring time) wird dann fiir jede Verzogerungszeit
ein TCSPC-Spektrum aufgenommen, dessen Form der der Instrumentenantwort des
TCSPC-Experiments gleicht (sieche Abbildung 3.7), und dessen Integral proportional
zu der Intensitidt des aufkonvertierten Lichts ist. Je nach Stédrke und Form des Rau-
schens konnen die Kanile, tiber die integriert wird, mit First channel und Last channel
eingeschrinkt werden. Die so entstehende komplette Transiente mit Number of line-
ar steps + Number of logarithmic steps Schritten wird im ascii-Format abgespeichert,
wobei die x-Achse aus den in Verzogerungszeiten umgerechneten Positionen des Linear-
verschiebetischs besteht. Dieser Vorgang wird nun mehrfach (Scans) wiederholt. Da der
Linearverschiebetisch etwa 1s benétigt, um zuverléssig die néchste Position einzuneh-
men, wird wihrend dieser Zeit zur Schonung der Probe der Anregungsstrahl blockiert.
Die einzelnen Scans werden zu einer Gesamttransiente aufsummiert, die wiederum ab-
gespeichert werden kann. Ebenso wie im TCSPC-Modus wird auch hier zusétzlich eine
Parameterdatei mit den wichtigsten Messparametern abgespeichert.

Es ergibt sich somit beispielhaft fiir eine TCSPC-Transiente mittlerer Auflésung
(100 000 sweeps) eine Gesamtmesszeit von 100s, wihrend eine durchschnittliche Auf-
konvertierungsmessung mit 100 Punkten, 60 Scans und einer Messzeit von 1 s pro Punkt
eine Messzeit von etwa 3,25 h benstigt.
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Mit Hilfe dieses Messprogramms war es moglich, vollautomatisierte, zeitaufgeloste
Fluoreszenzmessungen durchzufithren und gleichzeitig eine maximale Variabilitéit des
Programms zu gewéhrleisten. Die verschiedenen Messmodi und der direkte Zugriff auf
die wichtigsten Instrumentenparameter erlauben es, jede Messung genau auf die Anfor-
derungen des jeweiligen Experiments einzustellen.



B Datenauswertung

Zur Auswertung der gemessenen zeitaufgelosten Daten wurden im Rahmen dieser Arbeit
eine Reihe kommerzieller oder frei zugénglicher (open source) Programme verwendet,
iiber deren Moglichkeiten und Limitierungen im Folgenden ein kurzer Uberblick gegeben
wird. Mit Hilfe des von Jorg Enderlein! und Rainer Erdmann? erstellten TCSPC-Fit-
Programms war es moglich, eine Anpassung unter Miteinbeziehung der exakten Instru-
mentenantwort des TCSPC-Experiments durchzufithren. Zur Auswertung transienter
Absorptionsmessungen wurde eine globale Fitroutine angewandt, die von Ingo Lutz und
Sebastian Sporlein programmiert wurde und generell im AK Wachtveitl verwendet wird.
Zur Auswertung von Stopped-Flow-Transienten wurde schliefflich auf das kommerziell
erhéltliche Kinetikprogramm Dynafit von Petr Kuzmic¢ zuriick gegriffen, das mehrere
Transienten verschiedener Konzentrationen an die Ratengleichungen eines vorgegebe-
nen Reaktionsmodells anpasst.

B.1 TCSPCHit

Das in Matlab programmierte TCSPCfit? beruht im wesentlichen auf den in Refe-
renz [318] vorgestellten Prinzipien. Ein Nelder-Meade-Algorithmus [319] wird dazu ver-
wendet, um eine Summe exponentieller Zerfille, gefaltet mit der gemessenen Instru-
mentenantwort des Systems, an einen Satz realer Daten anzupassen. Auf diese Weise
ist es moglich, Lebensdauern in der Groflenordnung der Instrumentenantwort aus den
vorliegenden Daten zu bestimmen.

Die Besonderheit des TCSPCfit-Programms liegt in der ausgefeilten Weise, in der die
Startparameter fiir die Anpassungsroutine bestimmt werden, da die Qualitéit eines Fits
aufgrund der Uberbestimmung des Systems sehr stark von den Anfangsparametern
abh#ngt. Die verwendeten Algorithmen beruhen auf der Linearisierung der Fitgleichun-
gen, folgend den Argumentationen aus Referenz [320] unter Miteinbeziehung der statis-
tischen Schwankungen, denen eine TCSPC-Transiente unterliegt.

B.2 Globales Fitten mit IDL

Zur Auswertung von transienten Absorptionsmessungen, sowie von spektral breiten
Fluoreszenzlebensdauermessungen wurde das Programm z20 verwendet, das auf der
Programmierumgebung IDL5.3 operiert und im Rahmen der Dissertationen von Ingo

! Drittes Physikalisches Institut, Universitit Gottingen, Friedrich-Hund-Platz 1, 37077 Géttin-
gen

2 PicoQuandt GmbH, Rudower Chaussee 5, 12489 Berlin

3 Quelle: http://www.joerg-enderlein.de/?250
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Lutz [321] und Sebastian Sporlein [322] am Institut fiir Biomlekulare Optik der Ludwig-
Maximilians-Universitdt entwickelt wurde. Es bietet die Moglichkeit der Datenaufbe-
reitung mit Hilfe verschiedener, auf die Anforderungen einer transienten Absorptions-
messung angepassten Korrekturfunktionen und erméglicht es, den gesamten Datensatz
unter gewissen Voraussetzungen an ein globales Modell anzupassen. Hier soll nur ein
Uberblick iiber die verwendeten Korrekturen und die Moglichkeiten des Programms ge-
geben werden. Fiir Details wird auf die entsprechende Literatur verwiesen [321, 322].

Der erste Bearbeitungsschritt besteht bei transienten Absorptionsmessungen in der
Mittelung der einzelnen Daten. Hier ist es moglich, einzelne Transienten aus der Mit-
telung zu entfernen und durch Vergleich frither und spéter Transienten bei gleicher
Wellenlinge einen Uberblick iiber Langzeiteffekte (z.B. Degradation der Proben) zu
erhalten. Fiir Fluoreszenzlebensdauermessungen ist dieser Schritt, wie in Anhang A
beschrieben, ins Messprogramm integriert und kann somit iibersprungen werden.

In einem n#chsten Schritt erfolgt, wenn notig, eine Subtraktion einer Losungsmittel-
messung. Auch wenn die Absorption der meisten Losungsmittel selbst auf den verwen-
deten Anregungswellenléngen {iber einen weiten spektralen Bereich minimal ist, treten
aufgrund der Uberlagerung von Anregungs- und Abtastpulsen auch in nichtabsorbieren-
den Proben Signale auf. Diese sind hauptséchlich durch elektronische Kohérenzeffekte
begriindet, kénnen jedoch durch eine Subtraktion des Signals einer reinen Losungs-
mittelmessung weitgehend aus den Daten eliminiert werden [248]. Eine Korrektur der
Wellenldngenabhéingigkeit des zeitlichen Nullpunkts, der sich aus dem Chirp des abtas-
tenden Weifllichts ergibt, erfolgt mit Hilfe des Losungsmittelsignals oder eines Farbstoffs
mit méglichst instantaner Antwort auf ein Anregungssignal (beispielsweise Rhodamin
6G, DCM [66]). Hierbei wird zunichst die Verschiebung des Nullpunkts graphisch ab-
geschétzt und die so erhaltenen Datenpunkte unter Annahme der verwendeten Dicken
der verwendeten Kristalle wie in Referenz [323] erldutert, angepasst.

Diesen Korrekturen folgend wird die Kinetik schlieBlich quantitativ mit Hilfe ei-
nes globalen Auswertungsalgorithmus analysiert. Nach der Methode eines Levenberg-
Marquart-Algorithmus wird der Datensatz insgesamt an eine Modellfunktion angepasst.
Hierbei werden einige der beobachteten Groflen iiber den gesamten Spektralbereich als
global, also fiir alle Wellenléngen gleich angesetzt.

In dem hier verwendeten Modell wird die Dynamik des Systems mit einer Summe von
Exponentialfunktionen beschrieben, wobei die Zeiten iiber den gesamten Wellenldngen-
bereich als konstant, die Amplituden jedoch als variabel angesehen werden. Diese werden
dann mit der zuvor bestimmten Kreuzkorrelation des Systems gefaltet, um eine korrekte
Beschreibung der Daten zu erhalten. Es ergibt sich also fiir die Anpassungsfunktion
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mit der Kreuzkorrelation t.., dem wellenléngenabhéingigen Nullpunkt to(A) und n der
Zahl der globalen Zerfallszeiten 7;. Die linearen Vorfaktoren a;(A\) als Funktion der
Wellenlénge ergeben die in Kapitel 3.3 erwihnten decay associated spectra (DAS), mit
deren Hilfe eine Zuordnung von Prozessen zu den einzelnen Lebensdauern moglich ist.
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B.3 Generelle Fehlerabschitzung transienter
Absorptionsmessungen und ihrer Fits

Anders als bei der Anpassung einzelner Transienten, die bei konstanter Schrittweite auf-
genommen wurden, ist die Bestimmung der Fehler einer wie in Abschnitt 3.3 beschrieben
aufgenommenen und nach Kapitel B.2 ausgewerteten transienten Absorptionsmessung
deutlich schwieriger. Die Genauigkeit der erhaltenen Zerfallszeiten ist abhéngig von der
Wellenldnge und dem Zeitbereich, in dem sie liegen. Dennoch soll im Folgenden eine
grobe Diskussion der zu erwartenden Genauigkeiten erfolgen, um eine Abschétzung der
Zuverlissigkeit der Messungen zu liefern.

Abgesehen von der inhdrenten Ungenauigkeit der aus der Anpassung resultieren-
den Zeiten gibt es um den Zeitnullpunkt aufgrund kohérenter Effekte und der Null-
punktskorrektur auch systematische Einfliisse, die zu Fehlern der Lebensdauerbestim-
mung fithren kénnen. Die Nullpunktskorrektur ist potentiell aufgrund der Tatsache, dass
alle Kanéle hierzu mit einbezogen werden, sehr genau. Der Fehler des Nullpunkts ist
mit Atyr = % (mit der Ungenauigkeit des Nullpunkts der Einzelkanile Ateinzein)
aufgrund der Kanalzahl n = 42 theoretisch weniger als 1fs [323]. Dispersion innerhalb
der Probe, sowie ein nicht chirpfreier Anregungspuls verbreitern den Nullpunkt jedoch
betrachtlich, zumal absolut identische Probenbedingungen fiir Lésungsmittel und Probe,
wie sie zu einer fehlerfreien Korrektur kohérenter Artefakte notwendig ist, experimentell
schwer zu realisieren sind. Aus diesen Rahmenbedingungen lésst sich fiir die im Rah-
men dieser Arbeit erstellten Messungen eine Genauigkeit des Nullpunkts von einigen
10 fs abschétzen. Hierbei ist allerdings zu erwdhnen, dass kohérente Artefakte aufgrund
der Lénge der Anregungspulse, die iiber Frequenzverdopplung der Laserfundamentalen
gewonnen wurden, bis in den Bereich von etwa 200 fs reichen. Aus diesem Grund sind
in diesem Zeitbereich erhaltene Zeitkonstanten insbesondere in Bezug auf ihre DAS in
der Region der Anregungswellenléinge nur bedingt aussagekréftig.

Generell unterliegen die mit Hilfe des globalen Fits gewonnenen Zeitkonstanten ei-
ner groflen Abhéngigkeit von den gewéhlten Startparametern. Es ist also im Zuge der
Auswertung mit Hilfe des oben beschriebenen Programmes nétig, durch Variation der
Anfangsparameter einen Uberblick iiber die Stabilitiit des Parameterraums zu erhalten.
Hieraus ergibt sich fiir die einzelne Messung eine grobe Abschitzung der Genauigkeit
der Fitkonstanten. Zusétzlich hierzu lésst sich auch auf die einzelne Transiente bezoge-
ne Giite des Fits (dargestellt durch die Aufsummierung der Abweichungsquadrate) zur
Fehlerabschétzung heranziehen. Da das Signal-Rausch-Verhéltnis iiber den gesamten
beobachteten Spektralbereich bei einer Messung um mehr als eine Groflenordnung va-
rileren kann, sind Zeitkonstanten mit grofien Beitrégen in Kanélen mit verhéltnisméBig
niedrigem Signal generell mit hoherem Fehler behaftet als Zeitkonstanten, deren Haupt-
komponenten sich in einem Bereich mit hohem Signal befinden.

Letztendlich muss auch beriicksichtigt werden, dass die Schrittweite der Messung zu
langen Verzogerungszeiten immer groffer wird, und somit der Bereich um 100 ps eine
deutlich geringe Auflésung als der Bereich um 1 ps aufweist. Es sind also Zeitkonstanten
von {iber 100 ps generell mit einem deutlich gréfleren Fehler behaftet als solche, die sich
in Zeitbereichen mit besserer Auflésung befinden.
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B.4 Fitten von Kinetiken mit Dynafit

Dynafit ist ein von Petr Kuzmié¢ entwickeltes und von der Firma Biokin* vertriebenes
Programm zur nichtlinearen Datenanpassung von chemischen, enzymatischen oder bin-
dungskinetischen Reaktionen, sowie von Gleichgewichtsbindungsmessungen [324]. Die
durch Messung von Reaktionsparametern erhaltenen, charakteristischen Kurven werden
an ein vorgegebenes kinetisches Reaktionsmodell angepasst, das auf einen Satz linearer
Differentialgleichungen erster Ordnung fiihrt.

Zur Losung dieser Differentialgleichungen wird der Livermore Solver of ODe Sys-
tems, LSODE [325] verwendet. Zur Anpassung der aus dem Reaktionsmodell folgen-
den kinetischen Konstanten an die Messdaten wird auf einen Levenberg-Marquart-
Algorithmus [326] zuriickgegriffen.

Zur Steuerung des Programms sowie des Anpassungsverlaufs sind Skripte notwen-
dig, in denen die genauen Parameter der jeweiligen Reaktion spezifiziert werden. Zur
Veranschaulichung findet sich im Anschluss ein typisches Anpassungsskript, wie es zur
Auswertung der kinetischen Daten der Bindung des tetrazyklin bindenden Aptamers
geschrieben wurde:

[task]
data = progress
task = fit

model = twostep 7

[mechanism]
E + S <==> ES k1 k-1
ES -—--> ES* . kr

[constants]

k1 =0.16 7
k-1 =1.87
kr = 0.88 7

[responses]
ESx = -0.5 7
ES = -0.5 7

[concentrations]
E=1.8

[progress]
directory ./examples/Temp/WT
extension txt
delay 0.0017

4 BioKin, ILtd., 15 Main St., Suite 232, Watertown, MA 02472, U.S.A.,
http://www.biokin.com/dynafit/
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file 1 | offset =1 ? | conc S =9

file 2 | offset =1 ? | conc S = 11.5
file 3 | offset =1 ? | conc S = 15.6
file 4 | offset =1 7?7 | conc S = 17.5
file 5 | offset =1 ? | conc S = 20.4
file 6 | offset =1 ? | conc S = 23.7
file 7 | offset =1 ? | conc S = 30.6
file 8 | offset =1 ? | conc S = 36.1
file 9 | offset =1 ? | conc S = 46.1

[output]

directory ./examples/Temp/WI/allinone

[task]
data = progress
task = fit

model = onestep 7

[mechanism]
E + S <==> ES k1 k-1

[constants]
k1 =0.32 7
k-1 = 2.907

[responses]

[concentrations]

Mit Hilfe dieses Skripts werden beispielweise die sich im Verzeichnis ./examp-
les/Temp/WT/ befindlichen Daten (benannt mit 1.txt-9.txt) an zwei verschiedene
Modelle angepasst und diese miteinander verglichen. Die beiden méglichen Modelle sind
jeweils im Abschnitt [mechamism] aufgefiihrt, wobei es sich beim gezeigten Beispiel ein-
mal um einen zweistufigen (twostep), einmal um einen einstufigen Prozess (onestep)
handelt. Fiir die benotigten Reaktionskonstanten werden im Abschnitt [constants]
passende Startwerte vorgeschlagen, die variiert oder als iiber den Fit konstant gesetzt
werden konnen. Unter [concentrations] finden sich die iiber die Gesamtmessung kon-
stanten Konzentrationen, widhrend die einzelnen Tetrazyklinkonzentrationen bei den
jeweiligen Dateien angegeben sind. Unter [responses] schlieBlich sind die Signalédnde-
rungen zu finden, die nach Start der Reaktion fiir die einzelnen an dem Mechanismus
beteiligten Komponenten zu erwarten sind. Alle Parameter einschliefflich der Konzentra-
tionen sind potentiell variierbar. Fiir einen aussagekriftigen Fit sollte jedoch die Zahl der
variierten Parameter eingeschrinkt werden, da insbesondere Konzentrationen auf ande-
rem Wege wie z.B. iiber Absorptionsmessungen genauer bestimmt werden kénnen und
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eine grofle Zahl an veriablen Parametern die Giiltigkeit des Fits deutlich einschrénken
kann.

Dynafit stellt eine grofle Zahl numerischer Auswertungen des angesetzten Fits bereit.
Neben den mittleren Abweichungsquadraten und dem reduzierten x? fiir den Gesamtfit
wird auch eine statistische Auswertung fiir die einzelnen Fitparameter bereit gestellt,
die neben der Verlisslichkeit auch Aufschluss darauf geben, an welcher Stelle das System
iiberbestimmt sein konnte. Des weiteren zeigen graphische Analysen die Abweichungen
iiber den gesamten beobachteten Zeitbereich, um systematische Abweichungen ausschlie-
Ben zu konnen. Fiir Details wird an dieser Stelle auf die zitierte Literatur verwiesen [324].

Ein ebenfalls von Dynafit verwendetes, sehr griffiges Mittel zur Diskriminierung zwi-
schen verschiedenen Modellen ist das Akaike-Informationskriterium [327, 328]. Es ist
definiert als

AIC =2k — 2In(L) (B.2)

mit der Zahl der freien Parameter k und L, dem maximierten Wert der Wahrscheinlich-
keitsfunktion des verwendeten Modells. Hierbei erfolgt eine Gewichtung der Wahrschein-
lichkeitsfunktion mit der Zahl der verwendeten Parameter, um der Tatsache Rechnung
zu tragen, dass mehr Parameter in der Regel auch eine bessere Anpassung der Daten
ermoglichen. Der AIC-Wert selbst ist nur von untergeordneter Bedeutung, es lésst sich
sagen, dass der AIC-Wert je niedriger desto besser ist. Fiir die Diskriminierung zwischen
verschiedenen Modellen wird insbesondere der Unterschied AAIC gegeniiber einem Re-
ferenzmodell verwendet. Generell gilt bei einem AAIC < 2 | dass das entsprechende
Modell in adhnlich guter Weise wie das Referenzmodell die Daten beschreibt, und bei
AAIC > 10 davon gesprochen werden kann, dass das Modell im Vergleich zur Referenz
sehr unwahrscheinlich ist [327].
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