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,,Den Rest meines Lebens werde ich dariiber nachdenken, was Licht ist

-Albert Einstein im Jahre 1917-
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1. Vorwort

Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum von Oktober 2006 bis Februar 2011 am In-
stitut fiir Physikalische und Theoretische Chemie der Universitit Regensburg unter An-
leitung von Prof. Dr. Bernhard Dick erstellt.

Einleitend einige Hinweise beziiglich dieser Arbeit. Es wurden in dieser Arbeit unter-
schiedliche Themengebiete bearbeitet. Aus diesem Grund schien es sinnvoll nicht eine
Einleitung zu verfassen, sondern jedes Thema in den jeweiligen Kapiteln einzeln ein-
zufiithren. Des Weiteren ist darauf hingewiesen, dass fiir die Darstellung aller présentierten
Daten durchgehend die englische Zahlennotation mit Punkt als Dezimaltrennzeichen ver-

wendet wurde.

Zu Beginn werden Einzelheiten zu den Materialien und Methoden dieser Arbeit gege-
ben. Der methodische Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in dem Aufbau und der Charak-
terisierung einer 2D-transienten Absorptionsspektroskopie. Zusétzlich wird von weiteren
Methodenentwicklungen berichtet. Dazu gehort zum einem die Konstruktion eines mo-
difizierten Kiivettenhalters, der stationéire Belichtungsexperimente bei sehr definierten
Bedingungen erméglichte, und zum anderen der Aufbau einer Time Correlated Single
Photon Counting (TCSPC)-Apparatur, mit der Fluoreszenzlebensdauern im ns-Bereich
bestimmt werden konnen. Den Abschluss des Methodenteils macht die Beschreibung der

Expressionsbedingungen der vermessenen biologischen Photorezeptoren.

Mit dem beschriebenen Methodenspektrum wurden vier Themengebiete bearbeitet.
Anfangs wird von den Untersuchungen der flavin-katalysierten Photooxidation von 4-
Methoxybenzylalkohol zum entsprechenden Aldehyd berichtet. Es konnten entscheiden-
de Kenntnisse iiber den Mechanismus gewonnen werden, mit Hilfe derer eine Verbesse-

rung der untersuchten Photokatalyse erzielt werden konnte.

Die anschlieBenden Themen umfassen biologische Systeme mit hoherer Komplexitét.

Als erstes System wird das LOV1-Protein (Light Ozygen and Voltage) des Phototropins
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aus der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii (C.r.) betrachtet. Die Untersuchungen
werden verglichen mit Messungen am Chromophor Flavinmononukleotid (FMN) allein
in Losung und mit einer LOV1-C52S Mutante, in der das reaktive Cystein durch ein Serin
ausgetauscht wurde. Dies Ergebnisse geben einen weiteren Einblick auf den Mechanismus

der Adduktbildung innerhalb von LOV-Doménen.

Weiter wurde ein Teilaspekt der Signalweiterleitung innerhalb von LOV-Doménen
untersucht. Es wurde der Fragestellung nachgegangen, ob allein die Ausbildung eines
Cysteinyladduktes, ohne gleichzeitige Bindung zum Proteinriickgrat, essentiell fiir die
Weiterleitung eines Signals zur Aktivierung einer Effektordoméne ist, oder ob der me-
chanische Zug durch die Cysteinyladduktbildung zusétzlich erforderlich ist. Dazu wurden
Aktivitdtsmessungen an einem kiinstlichen Sensor-Effektor-Protein bestehend aus einer
LOV-Doméne aus Bacillus subtilis (B.s.) YtvA und einer Histidinkinase des FixL aus

Bradyrhizobium japonicum (B.j.) durchgefiihrt.

Das zweite biologische System basiert auf dem Chromophor Retinal. Es konnte der
Photozyklus der Protonenpumpe Acerhodopsinl (AR1) aus Acetabularia acetabulum
(A.a.) charakterisiert werden. Die Ergebnisse werden mit dem Photozyklus des Bacte-

riorhodopsins verglichen.

Abschlielend wird iiber Lichtsammelsysteme basierend auf der DNA-Architektur be-
richtet. Es zeigten sich in einigen mit Chromophoren markierten DNA Proben Hinweise
auf ladungsgetrennte Zustédnde, die unabhéngig von der Anregungswellenlénge zwischen
350 nm und 700 nm erzeugt werden konnten. Diese Proben sind potentielle Kandidaten

fiir die chemische Photokatalyse.



2. Materialien und Methoden

In diesem Kapitel wird auf alle in dieser Arbeit verwendeten Materialien und Methoden

néher eingegangen.

Der apparative Schwerpunkt aller in dieser Arbeit prisentierten Projekte liegt in dem
Aufbau eines 2D-transienten Absorptionsspektroskopie Experimentes. Die Besonderheit
in diesem Experiment ist die Verwendung einer Streak Camera (SC) mit sehr hohem
dynamischen Bereich. Details dazu sind in Abschnitt 2.1 gegeben. Zusétzlich ist im Ab-
schnitt 2.1.5 der Aufbau einer konventionellen Blitzlichtphotolyse bei fester Wellenldnge

zur Detektion dynamischer Prozesse im ms- bis s-Bereich gegeben.

Des Weiteren wurde eigens zur Durchfithrung von stationdren Belichtungsexperimen-
ten ein thermostatisierbarer Kiivettenhalter mit eingebauten Belichtungs- Light Emitting
Diode (LED)s geplant und konstruiert. Detaillierte Informationen dazu sind in Ab-
schnitt 2.2 zu finden.

Fiir die Aufnahme von Fluoreszenzlebensdauern ist eine alte dem Lehrstuhl geschenk-
te TCSPC Apparatur von Herrn Dr. Kensy erneuert und wieder funktionsfihig gemacht

worden. Die Einzelheiten zu dieser Apparatur sind Abschnitt 2.3 zu entnehmen.

Letztlich sind in Abschnitt 2.4 die Expressionsbedingungen aller in dieser Arbeit

vermessenen biologischen Photorezeptoren zu finden.
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2.1. Aufbau eines Experiments fiir 2D-transiente

Absorptionsspektroskopie

Die Transiente Absorption (TA) einer Probe nach Anregung mit einem kurzen Licht-
puls, A(t, A), ist eine Funktion von Wellenlénge A und Verzogerungszeit ¢ nach der An-
regung. Diese Matrix wird iiblicherweise zeilenweise durch Messung von Spektren zu
festen Verzogerungszeiten oder spaltenweise durch Messung von Zeitprofilen bei festen
Wellenlédngen gemessen. Derartige Messungen werden meist mit einem Photomultiplier
mit einem aktiven Spannungsteiler durchgefiihrt. Dies hat den Nachteil, dass bei star-
ken Fluoreszenzsignalen dieser Photomultiplier fiir mehrere Millisekunden iibersteuert
wird. Dies macht somit eindimensionale TA-Messungen von fluoreszierenden Proben im
Spektralbereich der Fluoreszenz unmoglich. Ein weiterer Nachteil ergibt sich, wenn nur
geringe Substanzmengen verfiighar sind oder die beobachtete Photoreaktion irreversibel
ist, da in solchen Fillen nur eine begrenzte Zahl von Anregungszyklen erfolgen kann.
Hier wire ein Multiplex-Verfahren wiinschenswert, das in jedem Anregungszyklus die

gesamte Datenmatrix A(t, A\) aufnimmt.

In dieser Arbeit wurde ein derartiges Multiplex-Verfahren mittels einer SC mit ei-
nem besonders hohem dynamischen Bereich (1:10000) fiir den Wellenléngenbereich 325-
750 nm und den Zeitbereich 500 ns-10 ms realisiert. Der Multiplexfaktor verglichen mit
einer spaltenweisen Messung der Datenmatrix betrédgt bei gleichem Signal zu Rausch-
Verhéltnis mehr als 50. Auch sind nun aufgrund der Funktionsweise der SC fluoreszieren-
de Proben im Spektralbereich ihrer Fluoreszenz fiir die TA zugénglich. Fiir die Auswer-
tung der Daten wurden spezielle Algorithmen entwickelt. Diese erlauben eine Korrektur
der Datenmatrix in Bereichen mit ungiiltigen Daten (z.B. Streulicht vom Laser an der
Kiivettenwand oder auch ein starkes Fluoreszenzsignal der Probe) und resultieren in
so genannten Decay Associated Difference Spectrum (DADS). Die DADS sind Ampli-
tudenverteilungen iiber Wellenldngen, denen ein dynamisches Verhalten in Form einer
unimolekularen Ratenkonstante zugeschrieben wird. Aufbauend auf diesen DADS kann
man eine Analyse auf der Basis spezifischer kinetischer Modelle durchzufiithren. Oft sind
mehrere kinetische Modelle mit den Daten vereinbar, so dass zu deren Unterscheidung

zusitzliche Information (z.B. iiber die Spektren der Spezies) herangezogen werden muss.
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2.1.1. Allgemeines Prinzip

Die transiente Absorptionsspektroskopie gehort zu den zeitaufgelosten spektroskopischen
Verfahren zur Detektion der spektralen Signaturen kurzlebiger Spezies sowie deren Dyna-
mik im sub-piko- bis hin zum ms-Bereich. Die Pioniere der zeitaufgelosten Spektroskopie
sind Ronald George Wreyford Norrish und George Porter, die fiir ihre Entwicklung der
Blitzlichtphotolyse im Jahre 1967 zusammen mit Manfred Eigen den Nobelpreis erhalten
haben [NP49; Por50; Nor67; Por67].

Kurzlebige Spezies sind z.B. angeregte Zustidnde molekularer Einheiten oder reakti-
ve Intermediate einer chemischen Reaktion. Das Verfahren basiert auf der Erzeugung
transienter Spezies durch Photoanregung mit einem intensiven und im interessierenden
Zeitbereich zeitlich sehr kurzen Lichtpuls (,,Pump”) und anschlieflender zeitabhéngiger
Abfrage des angeregten Probevolumens mittels eines Weisslichtpulses (,,Probe”). Die
zeitliche Anderung der Absorption in der Probe stellt das Messsignal dar. In Abbil-
dung 2.1 ist die transiente Absorptionsspektroskopie schematisch anhand eines typischen
Jablonski-Termschema-Schemas fiir ein organisches Molekiil dargestellt. Die TA ergibt
sich prézise gesagt, durch die Messung der zeitaufgelosten transmittierten Intensitéaten
eines Weisslichtpulses zum einen durch die angeregte Probe (/*) und zum anderen durch
die nicht angeregte Probe (Ip). Demnach wird nicht wie iiblich auf das Losungsmittel
bezogen, sondern auf die Probe vor der Anregung. Nach dem ,,LAMBERT-BEER'SCHEN”
Gesetz [Beeh2] folgt fiir die Anderung der Absorption bzw. der Optische Dichte (OD)

der Probe folgender funktioneller Zusammenhang:

AA(A#) = AOD(A, 1) = — log (;82) , 2.1)

Im Allgemeinen werden bei TA-Spektren drei Beitrige beobachtet:
Ground State Bleach (GSB): Ausbleichen des Grundzustands
Stimulated Emission (SE): Stimulierte Emission

Excited State Absorption (ESA): Absorption der angeregten Zusténde

Der GSB weist dabei negative Amplituden (AOD < 0) auf, da nach der Anregung die
Population des Grundzustands abgenommen hat und somit weniger Molekiile diese spe-
ziellen Frequenzen absorbieren kénnen als zuvor. Ebenfalls werden im Fall auftretender
SE negative Amplituden beobachtet, da das transmittierte Abfragelicht im spektralen

Bereich der Fluoreszenz aufgrund stimulierter Emission verstéarkt wird. Die positiven
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Abb. 2.1.: Schematische Darstellung der transienten Absorptionsspektroskopie anhand eines
typischen JABLONSKI-Schemas fiir ein organisches Molekiil mit einem Singulett Grundzustand
|So)®. Mit einem intensiven und im interessierenden Zeitbereich zeitlich sehr kurzen Lichtpuls
wird die zu untersuchende Substanz elektronisch angeregt, so dass deutlich erh6hte Konzentra-
tionen an transienten Spezies (hier: Angeregter Singulett- und Triplett-Zustand) erzeugt wer-
den. Dem angeregten Probevolumen wird nun ein zeitabhéngiger Abfragelichtpuls iiberlagert,
das aus einem Weisslichtkontinuum besteht, so dass die erzeugten transienten Spezies je nach
Resonanzbedingung fiir die Singulett-Singulett- bzw. Triplett-Triplett-Ubergiéinge Bereiche des

Weisslichtkontinuums absorbieren.

“In diesem Jablonski-Termschema-Schema sind die ratenbestimmenden Schritte als Pfeile eingezeich-
net, so dass ky,, und k,_1gc die nicht strahlenden Prozesse Internal Conversion (IC) bzw. Intersystem
Crossing (ISC) gefolgt von Internal Vibrational Relazation (IVR) zusammenfassen. Mit k, und k&

werden die spinerlaubten bzw. die spinverbotenen strahlenden Prozesse gemeint.

Beitrige (AOD > 0) in den TA-Spektren rithren alleine von der ESA her, da dort reso-
nante Ubergénge aus den angeregten Zusténden in energetisch hohere liegende Zustéinde

auftreten.

Die Signatur des GSB kann als ein Mafl dafiir angesehen werden, welcher Anteil an
Grundzustandsmolekiilen in einem Intermediat oder einem Produkt einer photochemi-
schen Reaktion iibergegangen ist. Ein nicht vollsténdig zuriickkehrendes GSB, deutet

auf einen Verlustkanal innerhalb der photoinduzierten Reaktion hin.
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Funktionsweise einer Streak Camera als Analysator fiir Lichtpulse: Zeitlich und

spektral

Eine (SC) ist ein Gerét, das schnelle Lichtphdnomene vermessen kann. Es gibt derzeit
SC-Typen die bis in den fs-Bereich auflésen kénnen. Eine SC liefert mit einer einzelnen
Messung eine vollstéindige Datenmatrix, in der Intensitédt gegen Zeit und gegen Position
bzw. Wellenlénge korreliert vorliegen. SCs bieten in Kombination mit einem Spektro-
graph somit ein zweidimensionales Verfahren, das simultan die Zeitabhéangigkeit von
unterschiedlichen Lichtkanélen messen kann. Es gibt keinerlei andere Geréte mit einer
besseren Zeitauflosung als SCs, die auf direkte Weise schnelle Lichtphdnomene messen
konnen. Abbildung 2.2 zeigt schematisch die Funktionsweise einer SC. Der zu analysie-
rende Lichtpuls wird vor dem Eintreffen in die SC mittels eines Spektrographen spektral
dispergiert und anschlieend {iber einen horizontalen Spalt und ein Linsensystem auf
die Photokathode der SC in der horizontalen Ebene abgebildet. Das Zeitverhalten des
Lichtpulses ist in Abbildung 2.2 mit ¢; bis t3 gekennzeichnet. Der einfallende Lichtpuls
trifft auf die Photokathode. Dort wird der Photonenpuls in eine Elektronenwolke kon-
vertiert. Die Anzahl an erzeugten Elektronen ist dabei proportional zur Lichtintensitét.
Die Elektronenwolke wird anschlieBend durch eine Elektronenoptik beschleunigt und
zwischen zwei Ablenkelektroden gegen einen Micro-Channel Plate (MCP) geschossen.
Wird dabei im Focus Mode (siehe Abbildung 2.2 (A)) gearbeitet, werden die Elektronen
nicht aus ihrer vertikalen Position heraus abgelenkt, sondern werden in einem horizon-
talen Spektrum am MCP aufintergiert. Arbeitet man jedoch im Operate Mode (siehe
Abbildung 2.2 (B)) wird eine zeitabhéingige Hochspannung an den Ablenkelektroden
angelegt, die mit dem eintreffenden Lichtpuls synchronisiert ist, so dass es zu einer Ab-
lenkung der Elektronen kommt (von oben nach unten iiber das MCP). Wéhrend der
Ablenkung werden zu leicht unterschiedlichen Zeiten eintreffende Elektronen in leicht
unterschiedlichen Winkeln in vertikaler Richtung abgelenkt und treffen somit an unter-
schiedlichen Orten (korreliert mit ihrem zeitlichen Eintreffen) auf das MCP. Im MCP
werden die Elektronen mehrere tausend mal vervielfacht und treffen dann auf einen
Phosphorschirm auf. Dort werden die Elektronen erneut in Licht umgewandelt. Der
leuchtende Phosphorschirm wird letztlich von einer Charge Coupled Device (CCD) Ka-
mera aufgenommen. Da die Zeitinformation des Pulses in eine vertikale Ortsauflosung
und die Spektralinformation in eine horizontale Ortsauflosung konvertiert wurde, erhélt

man zweidimensionale Daten-Matrizen, deren Zeilen Spektren zu bestimmten Zeiten und
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( A) MCP
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Platten zur elektrostatischen und
Ablenkung der Elektronen mit- Phosphorschirm

gsrampe abbildende

spektral
dispergierter

Lichtpuls

0.5ns - 10ms

Abb. 2.2.: Operationsprinzip einer streak camera (SC). (A): Focus Mode. (B): Operate Mode.
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deren Spalten Zeitverlaufe zu bestimmten Wellenléngen enthalten.

2.1.2. Experimenteller Aufbau

Das gesamte 2D-TA-Experiment wurde in einem bei 20+ 3°C temperierten Raum aufge-
baut. Ein schematischer Abriss sowohl des optischen wie auch des Personal Computer
(PC) gesteuerten Aufbaus ist Abbildung 2.3 zu entnehmen. Als Anregungsquelle dient
ein Optical Paramagnetic Oscillator (OPO) (OPO, Continuum), der gepumpt wird von

Datentransfer I | GPIB _I

GPIB "

PC2

Spektrograph p streak tube

— CCD

Kamera

Verschluss 2 (pump) Zylinderlinse

]

/
\./' Teleskop

Fe-s.

rn OPO

Nd:YAG

PC1

RS232

Abb. 2.3.: Experimenteller Aufbau des 2D transienten Absorptionsspektroskopie.

der Third Harmonic Generation (THG) eines Neodym doped Yttrium-Aluminium-
Garnet (Nd:YAG) bei 10Hz (Surelite II, Continuum). Der OPO ist durchstimmbar
im Bereich von 430-680 nm mit Pulsenergien von 55 + 0.5mJ im Maximum des Durch-
stimmbereichs. Die Pulsenergien in den einzelnen Experimenten werden entweder mittels
Verzogerung zwischen Blitzlampenpuls (Anregung des Nd:YAG-Stabes) und Triggerpuls
fiir den Q-Switch, Giiter-Schalter, (QS) oder mittels Herabsetzung der Blitzlampenspan-
nung auf zwischen 5 und 10 mJ eingestellt (Die maximale Energie erhélt man bei einem

Delay von Atgg = 190 ps'). Die Einstellung der Anregungswellenléinge erfolgt iiber PC2

'Atqg ist die Zeitdifferenz zwischen Blitzlampenpuls zur Anregung des Nd:YAG-Stabes und Trigger-
puls fiir den QS
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mittels serieller Schnittstelle (RS-232). Der Anregungspuls wird iiber 2 Prismem (P1-2),
einem einstellbaren Linsenteleskop zur Korrektur der Divergenz des OPOs und einem Sil-
berspiegel (S2) orthogonal zum Abfragestrahlengang auf die Probe geleitet. Zusétzlich
ist ein elektronisch schaltbarer Verschluss (LS055, nmLaser) fiir hohe Pulsenergien in
den Anregungsstrahlengang zur gezielten Auskopplung nur eines einzelnen Laserpulses

eingebaut.

Als Abfragelichtquelle wird eine pulsbare 150 W Xe-Blitzlampe (MSP-05, Miiller Ele-
ktronik-Optik) verwendet. Der Strahlengang fiir die Abfrage verlduft {iber eine dreifache
1 zu 1 Abbildung des Lichtbogens oberhalb der Kathodenspitze mittels torischer Spiegel
(TS1-3) (siehe Abschnitt 2.1.2).

Am Ort der ersten Abbildung befindet sich ein elektronisch schaltbarer Verschluss
(LS6ZM, Uniblitz) zur Unterdriickung des Continuus Wave (CW) Anteils der Abfrage-
lampe. Somit kéonnen empfindliche Proben - also Proben, die photochemisch entweder
in einen langlebigen Zustand iiberfiihrt werden konnen oder aber iiber einen Verlustka-
nal degeneriert werden - schonender behandelt werden. Dies wiederum ermoglicht eine

Mittelung iiber eine groflere Anzahl an Messungen.

Am Ort der zweiten Abbildung ist die Probe platziert. Als Probezellen werden Fluores-
zenz-Kiivetten aus Quartzglas verwendet, welche in einem eigens dafiir angefertigten
Kiivettenhalter mit entsprechenden Blenden eingesetzt werden konnen. Der gesamte Kii-
vettenhalter befindet sich auf zwei senkrecht aufeinander stehenden Verschiebetischen,
was eine prézise Positionierung der Probe im Abfragestrahl fiir ein optimales Signal
ermoglicht. Die Abfrageschichtdicke betrigt bei allen verwendeten Kiivetten 10 mm.
Entlang der Anregungsachse kénnen derzeit Schichtdicken von 2 und 10 mm verwendet
werden. Im Fall der Anregung iiber 10 mm wird der Abfragestrahlengang parallel zum
Kiivettenfenster, welches der Anregung zugewandt ist, durch das Anregungsvolumen
gefithrt, um die maximale transiente Konzentration abzufragen. Durch die orthogonale
Strahlfithrung fiir Anregung und Abfrage ergibt sich bei Kinetiken erster Ordnung ein
Fehler von unterhalb von 1.5 %, falls die vermessene Probe eine optische Dichte von we-
niger als 0.5 bei der Anregungswellenldnge aufweist. Eine detailliertere Diskussion iiber
die verschieden Anregungsgeometrien ist in der Dissertation von Herrn Wajih Al-Soufi

zu finden [AS91].

Am Ort der dritten Abbildung erfolgt die spektrale und zeitliche Analyse des Abfra-
gepulses mittels einer Kombination aus Spektrograph (Bruker 250is, Gitter: 100 Linien -



2.1 2D-transiente Absorptionsspektroskopie 11

mm !, Bruker Optics) und SC (C7700, Hamamatsu Photonics). Die SC besteht aus zwei
Teilen. Zum einen die streak tube, die ein Bild auf einem Phosphorschirm erzeugt, und
zum anderen eine CCD-Kamera (ORCA-CR, Hamamatsu Photonics), welche dieses Bild
digitalisiert. Einstellungen sowohl am Spektrograph als auch an der SC werden iiber die
Herstellersoftware (HPD-TA, Hamamatsu Photonics) von PC1 aus via General Purpose
Interface Bus (GPIB) getétigt. Die SC hat Detektionsfenster von 500 ps bis zu 10 ms.
In dem hier geschilderten 2D-TA Aufbau sind jedoch nur Detektionsfenster von 500 ns
bis hin zu 10ms sinnvoll, da die Photonendichte des Weillichtpulses fiir Zeitbereiche
kleiner 500 ns nicht mehr fiir ein ausreichendes Signal zu Rausch-Verhéltnis fithrt. Das
Auslesen der CCD-Kameradaten erfolgt ebenfalls {iber die Herstellersoftware (HPD-TA,
Hamamatsu Photonics) von PC1 aus via einer RS-422A Datentransferverbindung in eine

Frame Grabber Karte (PC-DIG).

Der gesamte Messablauf wird von einem eigens dafiir gebauten Delay-Controller
(DC) gesteuert, der via PC2 programmiert und gestartet wird. Das Kernstiick des
DC ist ein Complex Programmable Logic Device (CPLD)-Patterngenerator, der einen
,,schnellen” Ablaufzyklus einen First In First Out (FIFO) mit einer Speichertiefe von
131072 Adressen ansteuert. An den Adressen kann ein 8 bit Wert geschrieben werden, der
den Pegel von acht Kanile (ChO...Ch7) beschreibt. Die Logik ist dabei immer ,,low”-
aktiv und startet immer mit allen Kanélen auf logisch 1. Im ,,schnellen” Ablaufzyklus
wird der FIFO mit einer einstellbaren Taktfrequenz f, abgearbeitet. Die Taktfrequenz
wird dabei von der Frequenz fy eines Referenz-Oszillators, einem Schwingquarz, abge-
leitet. Diese betréigt typischerweise 80 MHz (in diesem DC betrigt sie 76.76 MHz). Die

einstellbare Taktfrequenz ldsst sich mittels

Jo
2n71

£, = mit n=1,2,...,8 (2.2)

berechnen, wobei n der Teilerfaktor fiir die gesamte Zeitbasis darstellt. Somit sind Takt-
frequenzen von 76.76 MHz bis 0.6 MHz mit entsprechenden Zeitbasen von 1.7ms bis
218.4 ms einstellbar. Es wird typischerweise mit einer Zeitbasis von 13700 ps und einer
Auflésung von 0.1 us gearbeitet, was eine mehr als ausreichende zeitliche Prézision fiir

die 2D-TA darstellt. Zusétzlich existiert ein zweiter ,,langsamer” Ablaufzyklus, der mit

fo

1056 = 18.74kHz einen kleineren Speicher innerhalb

einer kleineren Taktfrequenz f, =
des CPLDs abarbeitet. Die Zeitauflosung betragt hier 53 us und ist fiir die Steuerung
der tragen optischen Verschliisse (sieche Abbildung 2.5) ausreichend. Der DC besitzt so-

mit insgesamt neun Ausgéinge, welche die in Tabelle 2.1 aufgefithrten Charakteristika
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aufweisen. Der DC kann prinzipiell im Einzelschuss- und Repetitionsmodus betrieben

Kanal-Nr. Beschriftung Impedanz Pulsbreite angesteuertes Gerat
Cho 50825 502 10.2 pus Nd:YAG (Blitzlampe)
ChoO 50 Q-6 50 Q2 10.2 us Nd:YAG (Q-Switch)

50 ©2-5 und 50 -6 werden zusammengefiihrt, so dass der zeitliche Abstand A
die Breite der Einhiillenden darstellt.

Chl 50 Q-4 50 Q2 2.2us SC (GATE)
Ch2 50 Q-3 502 2.2ps SC (TRIGGER)
Ch3 50 2-2 50€2 2.2us frei

Ch4 50 Q-1 502 2.2 us frei

Chb TTL-3 1MQ variabel Xe-Blitzlampe

Ch7 TTL-1 1 MSQ variabel /invertiert frei

Tab. 2.1.: Charakteristika der neun Ausginge am Delay-Controller.

werden. Die Repetitionsfrequenz f, fiir die interne Triggerung eines einzelnen FIFO-
Durchlaufs wird dabei ebenfalls von der Frequenz des Referenz-Oszillators f; abgeleitet.
Einstellbare Werte liegen zwischen 4.6 Hz bis 1.2 MHz. Im 2D-TA Experiment wurde
eine Grundfrequenz von 10Hz fiir eine optimale Funktionsweise des Nd:YAG Lasers
gewihlt. Des Weiteren ist im Repetitionsmodus des DCs vorgesehen, dass zu der stan-
dardméBigen FIFO-Ausgabe, die mit der konstanten Frequenz f, ausgelost wird, eine
von maximal fiinf weiteren vorprogrammierten Masken durch den Benutzer gesteuert
einmal geladen und durchgefiihrt werden kann. So ist es mdoglich, wéhrend der Laser mit
seiner optimalen Frequenz durchlauft, zusétzliche Triggersignale in grofleren zeitlichen
Absténden unabhéngig von der Grundfrequenz zu generieren. Dies ermoglicht es die SC
im Einzelschussmodus zu verwenden, was fiir TA Messungen zwingend notwendig ist. In
Abbildung 2.4 ist schematisch der zeitliche Ablauf des 2D-TA Experiments dargestellt.

Die komplette Steuerung erfolgt durch ein selbst geschriebenes LabView-Programm.



2.1 2D-transiente Absorptionsspektroskopie 13

,,schneller” FIFO-Patterngenerator

1 1

I MONITOR

B oLE
I pATA
I EMISSION
Il DARK

Ch7

Peristaltikpumpe — Ch6 ‘ nach XI<*5\1'<*11<1(\1‘ ‘
Xe-Blitzlampe — Chb ' —;)_,4;— A > 800 ps! !

Ch4

Ch3

SC (TRIGGER) — Ch2 U

SC (GATE) — Chl

1 1 1 1 1
Nd:YAG — Ch0 i: T)I-I(—Aoptzl% ps (Pulsenergievariation) I I I I
" 0
"
A=1bi 10— = = A~ 500 sl Masken
e D MO MI M2 M3 M4

—)E A =192ns bis 12 ms" 'ﬂ—

(10Hz

)
‘l 1 1
Ch8b , | Verschluss 1 (probe) , I I I I I
‘l 1 1 |
ChS8a . Verschluss 2 (pump) , I l . I I
—

,Jangsamer” CPLD-Patterngenerator —> Zeit E(— A > 25!

Abb. 2.4.: Schematischer zeitlicher Ablauf des 2D-TA Experiments gesteuert iiber den DC.
Von oben nach unten sind die im DC zur Verfiigung gestellten Triggerausgénge mit der entspre-
chenden zeitlichen Programmierung dargestellt. Ob ein programmierter Puls in einem Kanal
durchgefiihrt wird, héingt von der entsprechenden Maskierung ab, die jeweils rechts daneben
abgebildet ist (griin = aktiv; rot = inaktiv). Die Standard Maske ist MO und wird mit 10 Hz
abgerufen. In dieser Maske ist lediglich die Triggerung des Lasers aktiv. Zur Durchfiihrung
des Experiments werden nun im zeitlichen Abstand von zwei oder mehr Sekunden zusétzliche
Masken eingespielt, welche die Aufnahme der vier méglichen Messungen (M1 = DATA =
pump + probe + sample volume change, M3 = MONITOR, = probe + sample volume change,
M2 = EMISSION = pump + sample volume change und M4 = DARK = dark current) im

Einzelschussmodus bewerkstelligen.

Folgende Punkte sind fiir die zeitliche Abstimmung des 2D-TA Experiments wichtig:

1. Die beiden optischen Verschliisse sind zeitlich sehr trige und miissen daher min-
destens 4 ms vor Triggerung der SC geoffnet werden. Der Aux-Ausgang generiert
zwei gleich lange Pulse, dessen Pulsbreiten die Offnungszeiten der Verschliisse be-

stimmen (siche Abbildung 2.5).

2. Die SC wird im GATE-Modus zur Minimierung des Untergrundrauschens betrie-
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ben. Es ist darauf zu achten, dass das GATE 1 bis max. 10 us vor der Triggerung
des SWEEPS geschaltet wird.

3. Die Triggerung der zu analysierenden optischen Ereignisse (pump und probe) hingt
vom eingestellten Messzeitfenster der SC ab. Die Verzogerungszeiten liegen im Be-
reich von 145 ns und 12 ms und miissen aufgrund der verwendeten unterschiedlichen

Kabellangen entsprechend feinjustiert werden.

4. Der zeitliche Abstand zwischen der Triggerung der Xe-Blitzlampe und dem tat-
séchlichen Laser-Ereignis ist optimal bei ~ 500 us. Bei diesen Bedingungen liegt

der Laserpuls zu Beginn des zeitlichen Weifllichtplateaus der Xe-Blitzlampe.

5. Die Pulsbreite des Triggerpulses fiir die Xe-Blitzlampe muss bei > 800 us liegen,

da ansonsten der Puls nicht registriert wird.

6. Durch die Pulsbreite des Triggerpulses fiir den Nd:YAG Laser lésst sich die Puls-
energie fiir die Anregung einstellen. Der optimale Wert fiir maximale Energie liegt

bei 190 us.

7. Sollte eine Durchfluss-Kiivette verwendet werden, welche pulsweise das Probevolu-
men nach jeder Messung weiter driickt, sollte die Triggerung der Pumpe erst nach

dem Messfenster erfolgen.

0] @A) o)

—

- 1 15) —

20 04 [ B

=

= 1 ]

a

g 02} .

2 lo5 ] .

O | | | | | O | | | \ | | | |
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit / ms Zeit / ms

Abb. 2.5.: Offnungszeiten der optischen Verschliisse 1 (probe) (A) und 2 (pump) (B) in
Abhingigkeit der Pulsbreite des angelegten Triggerpuls. Die Messungen der Offnungszeiten er-
folgte iiber die Abbildung einer Wolframlampe durch den jeweiligen Verschluss auf eine Photo-
diode. Das Photodiodensignal wurde von einem Digitalspeicheroszilloskop (DSO) (Tektronix)

aufgezeichnet. Dunkle Linien: Photodiodensignal. Blasse Linien: Angelegter Triggerpuls.
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Torische Spiegel fiir den Detektionsstrahlengang

Sphérische Hohlspiegel zeigen bei gewinkelter Strahlfiihrung Astigmatismus als Bildfeh-
ler. Dies bedeutet, dass ein Punkt in zwei strichférmige Bilder in zwei unterschiedlichen
Bildebenen abgebildet wird [Nau60]. Schleift man nun den Hohlspiegel von vornherein
so, dass die Kriimmungsradien in zwei senkrechten Schnitten verschieden sind (Tori-
scher Spiegel), lassen sich unter einem bestimmten Winkel die effektiven Brennweiten
wieder zur Deckung bringen. Ist f die gewiinschte Brennweite, und spannen Gegen-

stand, Mittelpunkt des Spiegels und Objekt einen Winkel 2« auf, dann ergeben sich fiir

die Kriitmmungsradien bei einer von Astigmatismus freien Abbildung r; = COi @) (in
der Ebene) und ry = 2f cos(a) (senkrecht zur Ebene). Dies gilt fiir einen Abbildungs-
mafstab nahe 1. Die in dieser Arbeit verwendeten torischen Spiegel sind nachtréglich
mit Aluminium bedampfte Brillenglasrohlinge der Firma Rodenstock, die uns freundli-
cherweise geschenkt worden sind. Die beiden Radien der torischen Spiegel betragen ca.
r1 = 205 mm und ro = 191 mm, was in einer Brennweite f von 99 mm und einem Win-
kel a von 15° resultiert. Der Durchmesser eines torischen Spiegels betrigt 75 mm. Dies
fithrt bei einer relativen Apertur (auch f-number genannt) von 4 des verwendeten Spek-

trographen zum vollstédndigen Ausleuchten des Gitters und bietet somit eine maximale

spektrale Auflésung von besser als 3nm iiber den Bereich von 300 bis 750 nm.

Berechnung der 2D transienten Absorption

Ublicherweise wird ein einzelner Datensatz der 2D-TA aus vier Bildern berechnet, die

meist mit einer Frequenz von 0.5 Hz aufgenommen werden:

IDATA) .

Y

e Ein Bild mit Blitzlampe und Laser (

e cin Bild ohne einfallendes Licht (IPARK);

e cin Bild nur mit der Blitzlampe (IMONITOR)

9

e und ein Bild nur mit dem Laser (IFMISSION)

Die erzeugten Daten sind meist Mittelungen iiber 100 individuelle Einzelmessungen im
entsprechenden Zeitfenster. Die Zeitauflosung in Zeitfenstern von < 1us wird durch
die Laserpulsbreite bestimmt und betrigt etwa 15ns. Bei Zeitfenstern > 1 us wird die
Zeitauflosung von der SC bestimmt. Fiir die Berechnung der 2D-TA wird ein in der

Programmiersprache C selbst geschriebenes Programm verwendet, welches iiber eine
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LabView Benutzeroberfliche gesteuert wird. Dieses Programm sieht mehrere Moglich-
keiten fiir die Verarbeitung der individuellen Einzelmessungen vor, je nach dem, ob
Korrekturmessungen beziiglich der Emission und/oder des Hintergrunds durchgefiihrt

wurden. Allgemein lautet die Berechnungsformel

N
Z (IPATA _ [EMISSION)
AA(\t) = —log AZT : (2.3)

Z (I?/IONITOR o I?ARK)

i

wobei N die Gesamtzahl aller Messsequenzen darstellt. Sollen keinerlei Korrekturen

[DARK JEMISSION
(2 (2

erfolgen fallen und weg. Ist keine Korrektur beziiglich der Emission

DATA EMISSION
Ii - Iz )

erwiinscht, werden in der Differenz 37 ( die Emissionsdaten durch

IPARK argetyt.

Weiterhin ist in dem Programm eine Jitter-Korrektur Routine implementiert. Diese
Routine berechnet in einem gegebenen Bereich innerhalb der Datenmatrizen und ab
einem gegebenen Schwellwert den Gewichtungsschwerpunkt eines dominanten Signals,
wie z.B. des Laserpulses, nach folgender Formel:

) Dy
j k

J
> Di
J k

wobei Dj; ein Datenbereich innerhalb der gesamten Datenmatrix mit dem Zeitbereich

, (2.4)

Gewichtungsschwerpunkt = lroundf

vom Index j bis m und dem Spektralbereich vom Index £ bis n ist. Basierend auf die-
sen Gewichtungsschwerpunkten kann dann zusétzlich eine Jitter-Korrektur durchgefiihrt
werden, in dem alle Bilder entsprechend beschnitten und auf den zeitlich kiirzesten Ge-

wichtungsschwerpunkt zusammengeschoben werden.

2.1.3. Datenanalyse - Global Fit

Eine Datenmatrix zeitaufgeloster spektroskopischer Daten A(t,A) besteht aus einer
Summe von Spektren verschiedener Spezies, wobei angenommen wird, dass das Spek-
trum einer einzelnen Spezies S;(A) sich nicht mit der Zeit dndert, sondern nur dessen
Gewichtungsfaktor bzw. dessen Konzentration C;(t). Dies ist eine sehr gute Annahme
fiir Messungen im Zeitbereich von einigen ns und gréfler, da spektrale Verschiebungen

aufgrund von Losungsmittelrelaxationen iiblicherweise im fs- bis ps-Bereich beobachtet
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werden. Bei einer Gesamtzahl von N beteiligten Spezies, wobei Spezies N zum einen
die Ausgangsspezies (vor der Anregung) und zum anderen auch die Endspezies (bei An-
nahme eines reversiblen Photozyklus) sein soll, ist die Absorption des Systems zu jedem

Zeitpunkt gegeben durch
N
A(t,\) = Z Ci(t)Si(A) (2.5)
i=1

mit der Zusatzbedingung, dass die Summe der Konzentrationen

S Cit) = Cy (2.6)

A i A

— — e—

| TR

Abb. 2.6.: Graphische Representation der Gleichung 2.5 in Matrixform.

ist die Gesamtkonzentration aller Spezies und gleichzeitig die Anfangskonzentration an
Spezies N vor der Anregung. Bei transienten Absorptionsmessungen ist in der Regel die
Probe vor der Anregung die Referenz, so dass fiir die Absorptionsénderung dann

AA(LN) = A(t,A) = A(0,)) =) Ci(t)Si(A) — CoSn())
AA(LA) = Y Ci)Si(\) mit Ci(t) = Cilt) LEN (2.7)
i=1 CN(t) - CO l == N

gilt. Unter Verwendung von Gleichung 2.6 kann man jedoch auch

N

AA(LN) = ) Ci(t)Si(A) — CoSn())

= D_GHS:i() - _Cit)Sn(Y)
AA(LY) = 3O .0 — Sy() 2.
=1 —SADS

schreiben, wobei nun der Klammerausdruck in Gleichung 2.8 das so genannten Species

Associated Difference Spectrum (SADS) der Spezies ¢ darstellt, und die Funktionen
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Allgemeines sequentielles Schema

mit unimolekularen Schritten

Cy(t) = 3 exp(—kun(t — 10)) My = 3 Fu(t)M,,

[lineare Parameterj

[nicht—lineare Parameterj

Abb. 2.7.: Beispiel eines allgemeinen sequentiellen Schemas mit unimolekularen Schritten,
dessen Losung eine Summe von exp-Funktionen ist. Zusétzlich ist eine graphische Representa-

tion der Gleichung 2.9 in Matrixform gegeben.

C,(t) die Konzentrationsverlaufe jeder Spezies ¢ wiedergibt. Wird die Annahme gemacht,
dass es sich nur um unimolekulare Reaktionsschritte (sieche Abbildung 2.7) handelt, so
bestehen die C;(t) aus einer Summe von Exponentialfunktionen (Die Herleitung hierfiir
ist in [Sac71] zu finden.):

N

Zexp 5t —t0))My; = Y Fi(t)My; (2.9)

j=1
Somit tragen prinzipiell alle Ratenkonstanten zu allen Konzentrationsverldufen aller Spe-
zies bei. Sind allgemein gesprochen N Spezies beteiligt, die sich allesamt in einander
ibergehen konnen, so sind N(/N — 1) Ratenkonstanten moglich. Allerdings sind nur N

Kombinationen dieser messbar.

Im Folgenden sei auf ein aus N konsekutiven Schritten bestehendes Reaktionsmodell
ndher eingegangen, in welchem die N-te Spezies den Dunkelzustand symbolisiert. In
solch einem Fall gibt es dann N — 1 Ratenkonstanten. Der Dunkelzustand sei nur mit
einem kurzen Lichtpuls depopuliert, also ky = 0o, und von alleine wandelt er sich nicht

um, also gilt ky = 0. Durch Einsetzen eines solchen Modells in Gleichung 2.7 erhélt man

AA(t,N) = ZZeXp ki (t — t0)) MjiS; (A Zexp t—to))iMﬁSi(A)

=1 j=1 =
~—_————
=D;(A)

= Zexp i(t —10))D;(N), (2.10)
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wobei das D; () als das DADS definiert wird und eine Linearkombination aller gesuchten
Speziesspektren darstellt. Dieses Spektrum beinhaltet also denjenigen Anteil der tran-
sienten Absorption, dessen Dynamik durch die Ratenkonstante k; gegeben ist. Dabei
zeigen positive Amplituden zerfallende Spezies und negative Amplituden entstehende
Spezies an. Die DADS D;(\) ergeben sich durch einen multiexponentiellen globalen Fit
an die Daten. Der Fit liefert ein eindeutiges Ergebnis, dessen Qualitéit an den Residuen

(Abweichung zwischen Fitkurve und gemessenen Daten) bewertet werden kann.

Die D;(\) sind nun eine Linearkombination der gesuchten Species Associated Spectra

(SAS) gegeben durch

D;(\) = M;Si(\). (2.11)

Die Koeffizienten M,; spiegeln dabei den zugrunde liegenden Reaktionsmechanismus wi-
der. Mogliche Reaktionsmechanismen waren z.B. parallele Reaktionen, Zerfallssequen-
zen oder auch Gleichgewichtseinstellungen. Festzuhalten bleibt an dieser Stelle, dass
die exakten Ratenkonstanten des vorliegenden Reaktionsmechanismus und somit auch
eine exakte Zerlegung der Datenmatrix A (¢, \) in seine absoluten SAS und entsprechen-
den Konzentrationszeitprofile sich grundsétzlich nicht durch den multiexponentiellen Fit
bestimmen lassen, da jede Variation der Mj; nichts an der Summe der kleinsten Feh-
lerquadrate dndert. Abbildung 2.8 macht noch einmal deutlich, dass die Zerlegung der
Datenmatrix A(t, A\) nicht eindeutig ist. Will man Gleichung 2.11 somit nach seinen SAS

auflosen, so sind Zusatzannahmen zwingend erforderlich.

Abb. 2.8.: Die Zerlegung der Datenmatrix A(¢,\) in seine absoluten Species Associated
Spectra (SAS) S(A\) und entsprechenden Konzentrationszeitprofile C(t) ist grundsétzlich nicht

eindeutig.
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Global Fit - Algorithmus

Wie in Abschnitt 2.1.3 bereits beschrieben wurde, werden im Fall der 2D-TA zweidi-
mensionale Datensétze erhalten, welche mit Hilfe von Modellfunktionen fiir mogliche
Interpretationen beschrieben werden sollen. Gegeben ist zum einen die Datenmatrix
A € R™*™ deren Spalten n die zeitliche und Zeilen m die wellenldngenabhéngige Infor-
mation beinhalten, und zum anderen eine Modellfunktionsmatrix F(a) € R™**, welche
in ihren Spalten k die jeweiligen Dynamikfunktion der entsprechenden Komponente
entlang der Zeilen m enthilt. Die jeweilige Dynamikfunktion héngt wiederum von ent-
sprechenden nichtlinearen Parametern ab, die im Parametervektor a vorliegen. Im Pro-
gramm GlobFit sind derzeit Exponentialfunktionen (als Kinetikmodell) gefalten mit
einer GAUss-Funktion (als Apparatefunktionsmodell) implementiert. Auch vorgesehen
ist eine konstante Funktion, falls Datensétze vorliegen, in denen sich aufgrund von Pho-
todegeneration die Grundlinie mit der Messzeit verdndert hat. Denn dieses fiihrt dazu,
dass spektrale Anderungen bereits vor der Initiierung der zu beobachteten Photoreaktion

auftreten, die eine konstante Dynamik aufweisen.

Ziel ist es die Spektrenmatrix X € R**", welche in ihren Zeilen k die jeweiligen DADS
der entsprechenden Komponente entlang der Spalten n beinhaltet, bei gleichzeitiger
Optimierung der Parameter im Vektor a zu ermitteln. Das zu minimierende Problem ist

somit gegeben durch:

a* = main{Y(a)} (2.12)
mit
Y(a) = =33 (y;—(j)) (2.13)
und mit

yij(a) = (A—AM(a)),; = (A —-F(a)X)y,

wobei typischerweise ein einheitlicher Fehler o;; = 1.0 angenommen wird. Die Funk-
tion kleinster Fehlerquadrate besteht sowohl aus einem linearen als auch aus einem
nichtlinearen Problem (siche Abbildung 2.9). Eine Losung wird in einem iterativen Ver-
fahren erhalten. In einem Iterationszyklus wird geschachtelt bei anfanglich geschétztem
a das lineare Problem und das nichtlineare Problem gelost, um die optimalen Para-
meter a der Modellfunktionen zu erhalten. Das Losen des linearen Problems geschieht

tiber eine Standard-subroutine DGELS() aus der LAPACK-Bibliothek (LAPACK-3.1.1,
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Gesucht ist Matrix X

{ Methode: ,,Linear least squares” }

X =|A-FX[ =f(a)|

{ Minimierung nach den nicht-linearen Parametern im Vektor a }

Abb. 2.9.: Lineares vs. nichtlineares Problem.

siehe auch ,,LAPACK User’s Guide” [And-+99]), welche das iiberbestimmte reelle linea-
re Gleichungssystem unter Verwendung einer QR- oder LQ-Faktorisierung der Matirx
F, welche vollen Rang hat, 16st. Das nichtlineare Problem kann durch allgemeine sehr
effiziente Optimierungsmethoden gelost werden [MNTO04]. Der in dieser Arbeit verwen-
dete Algorithmus basiert auf einem geddmpften GAUSS-NEWTON Verfahren, das zu-
erst von LEVENBERG (1944) und spéter von MARQUARDT vorgeschlagen wurde [Levdd;
Mar63]. Es handelt sich genau genommen um eine weitere Abwandlung des LEVENBERG-
MARQUARDT-Algorithmus nach [MNT04], welcher im Allgemeinen den urspriinglichen
Algorithmus in Konvergenzgeschwindigkeit und Stabilitéit {iberragt. Eine genauere Be-

schreibung des Algorithmus ist im Anhang A.1 zu finden.

Der komplette Optimierungszyklus des Programms GlobFit ist in Abbildung 2.10
schematisch dargestellt. Die Berechnung der Modellmatrix DMedell aus der Losungmatrix
X, welche spaltenweise die DADS der £ Komponenten enthélt, und der Funktionsmatrix
F(a) erfolgt iiber:

AMedell(q) — F(a)X. (2.14)
Der Gradienten-Vektor beziiglich der Parameter a ist aus k& Matrizen Gy(a) aufgebaut

und wird numerisch nach folgender Gleichung berechnet:

B AModell(ak + 5) _ AModell(ak _ 5)
B 20 ’

Gu(a) (2.15)

wobei AMedell(a, + §) jeweils nach Gleichung 2.14 erfolgt, und § typischerweise gleich
10.0e-10 gewahlt wird.
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Algorithmus: Iteratives Losen

B h
//’, SN\
Lase
Variiere k
min(|]A — FX]?)

NEIN Konver- /
genz?
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= resultierendes X = DecayAssociatedDifferenceSpectra

Abb. 2.10.: Schematische Darstellung des iterativen Optimierungszyklus des globalen Fit-

Programms.

Exemplarische globale Analyse simulierter Datensatze

Anhand von zwei simulierten Datensétzen fiir eine 2D-TA wird exemplarisch die globale
Datenanalyse diskutiert. Fiir die Simulationen wird jeweils von einem photochemischen
Modellsystem bestehend aus vier Spezies ausgegangen. Es werden fiir dieses Modellsy-
stem zwei unterschiedliche kinetische Modelle (Modell 1 und Modell 2) betrachtet. Beide
Modelle umfassen dieselben vier Spezies (siehe Abbildung 2.12), deren Spektren durch

GAUss-Profile nach folgender allgemeiner Form beschrieben werden:

Sp(\) = ﬁmz exp (—2 (A - AO)Q) (2.16)

w

2

Dabei steht Amp fiir die Flache, w fiir die Halbwertsbreite und \q fiir die Lage des
GAUss-Profils. Fiir eine bessere Anschaulichkeit sollen alle vier Spektren die gleiche
Form haben, und die Lage der Spektren so gewéahlt werden, dass sie um mehr als ihre

Halbwertsbreite auseinander liegen.

Die jeweiligen kinetischen Modelle sind in Abbildung 2.11 dargestellt. In beiden Mo-

dellen ist zu Beginn ausschlielich der Grundzustand (GZ) mit einer Konzentration von
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= —IRF(t) T Bkll’A(t> = (Skgl‘B(t) = k3$c(t)
= [RF<t) — kle(t)

= akijza(t) — koxg(t)

= yhowp(t) — kszc(t)

A
aky 5 dxij(” = —Inp(t) + Bkiza(t) + kszc(t)
k2 dSL’A(t)
= IRF(t> — k’}'EA(t)
Bl C dxit@)
Ok T = akjxa(t) — vhoxp(t) + 0kaxc(t)
dzo(t
| ks ng ) _ haes(t) - Skazo(t) — kazo(?)
CZ

mit a+pf=7+5=1 und Iyp(t)= G\J})g exp (‘% (t;t0)2>

Abb. 2.11.: Schematische Darstellung des kinetischen Modells mit den entsprechenden DGL-
Systeme fiir (Modell 1) und (Modell 2).

1mol - L' vorhanden, so dass gilt:

zaz(0) =1 zA(0) = 25(0) = 2¢(0) =0 (2.17)

caz(0) =1 ca(0) = ¢cg(0) = cc(0) = 0. (2.18)

Die Dynamik wird in beiden Fiéllen durch einen kurzen Lichtpuls initiiert, der einen
Anteil fy des GZ in die Spezies A anregt. In beiden Modellen zerfiillt die Spezies A
mit einem Anteil o in Spezies B und mit einem Anteil § zuriick in den GZ. Die bei-
den Modelle unterscheiden sich ab den Prozessen ausgehend von Spezies B. In Modell
1 zerfallt Spezies B mit einem Anteil v in Spezies C und mit einem Anteil ¢ zuriick in
den GZ. In Modell 2 dagegen besteht zwischen den Spezies B und C ein Gleichgewicht
mit den jeweiligen Anteilen 7 fiir die Reaktion von B nach C und ¢ fiir die Reaktion
von C nach B. Die Spezies C zerfillt schliellich in beiden Modellen zuriick in den GZ.
In Abbildung 2.12 sind die eingesetzten Spektren, die zeitabhéingigen Molenbriiche und
die entsprechenden Parameter der vier Spezies zu finden. Die Datensétze werden geméf
Gleichung 2.5 und Addition von Rauschen mit einer Standardabweichung von 0.05 er-

zeugt. Zusétzlich wird das Grundzustandsspektrum von den Datenmatrizen subtrahiert,
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Abb. 2.12.: (S): Simulierte GAUss-Funktionen repriisentativ fiir die vier Spezies GZ, A, B
und C. (C): Zeitabhingige Molenbriiche x;(t) der jeweiligen Spezies simuliert entsprechend der
DGL-Systeme aus Abbildung 2.11. Durchgezogene Linien gelten fiir Modell 1 und gestrichelte

Linien fiir Modell 2. In den Tabellen sind die eingesetzten Parameter eingetragen.

um eine Differenzabsorption zu erhalten. Die Datensétze fiir die beiden Modelle sind als
Falschfarbendarstellung in Abbildung 2.13 (D1) und (D2) gezeigt. Der Spektralbereich
erstreckt sich von 300 bis 800 nm und der Zeitbereich von 0 bis 500s bei einem jeweiligen

Inkrement von 1.

Zu Beginn werden die beiden Datensétze global gefittet. Als Zeitfunktionen dienen
einfache Exponentialfunktionen, die mit einer GAUSS-Funktion als Antwortfunktion ge-
faltet werden. In beiden Féllen sind mindestens drei Zeitfunktionen fiir eine sehr gute
Beschreibung der Daten notwendig (sieche Abbildung 2.13 (R1) und (R2)). Die dazu-
gehorigen DADS sind in Abbildung 2.13 dargestellt. In Abschnitt 2.1.3 wurde bereits
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Abb. 2.13.: Falschfarbendarstellung der simulierten Datensétzen entsprechend der DGL-
Systeme aus Abbildung 2.11. (R1)-(R2): Residuen nach einem globalen Fit mit drei einfachen
Exponentialfunktionen gefalten mit einer GAuUss-Funktion als Antwortfunktion. (DADS1):
DADS fiir Datensatz 1 mit 71 = 10s, 7o = 333s und 73 > 500s. (DADS2): DADS fiir
Datensatz 2 mit = 10s, 79 = 333 s und 73 > 500s.
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erldutert, dass die positiven Amplituden zerfallende Spezies und negative Amplituden
entstehende Spezies anzeigen. Anhand der beiden gewéhlten Simulationen wird dies sehr

deutlich veranschaulicht.

Zuerst seien die DADS fiir den Datensatz 1 betrachtet. Das DADS mit der kiirzesten
Lebensdauer von 7 = 10s zeigt eine positive Bande bei 700nm und zwei negative
Banden bei 400 und 500 nm. Geméf des gewéhlten Modell 1 zerféillt demnach die mit
der Lichtanregung erzeugte Spezies A (A\g = 700nm) mit einer Lebensdauer von 10s
zu einem Teil in Spezies B (A\g = 400nm) und zu einem anderen Teil die GZ-Spezies
(Ao = 500nm). Dieser Zerfall ist vollsténdig, da in den weiteren DADS im Bereich um
700 nm keinerlei Signal mehr beobachtet wird. Im DADS mit 7, = 333 s sind eine positive
Bande bei 400 nm und zwei negative Banden bei 500 und 600 nm zu erkennen. Mit einer
Lebensdauer von 75 = 333 s zerfillt demnach die zuvor gebildete Spezies B (Ag = 400 nm)
zu einem Teil in die GZ-Spezies (A9 = 500nm) und zu einem Teil in Spezies C (A\g =
600nm). Das DADS, dessen Lebensdauer viel grofier als das Zeitfenster der Simulation
ist, zeigt schliefllich durch eine positive Bande bei 600 nm und eine negative Bande bei
500nm den Ubergang von Spezies C (Ao = 600nm) ausschlieBlich in die GZ-Spezies
(Ao = 500 nm).

Die Deutungen der DADS fiir den Datensatz 2 erfolgen analog. Modell 2 sieht bis hin
zur Bildung der Spezies B die gleichen Reaktionsschritte vor. Demzufolge gilt fiir das
DADS mit 71 = 10s die gleiche Aussage wie in Datensatz 1. Das DADS mit 75 = 333 s
aus Datensatz 2 zeigt jedoch Unterschiede im Vergleich zum entsprechenden DADS aus
Datensatz 1. Es liegt hier neben der positiven Bande bei 400 nm nur noch eine negative
Bande bei 600nm vor. Es wird somit ersichtlich, dass die Spezies B (A\g = 400nm)
in diesem Fall nicht mehr zu einem Teil in die GZ-Spezies, sondern ausschlielich in
die Spezies C (Ao = 600nm) zerféllt. Das DADS mit 7 > 500s besitzt zwei positive
Banden bei 400 und 600 nm und eine negative Bande bei 500 nm. Im Vergleich zum
entsprechenden DADS aus Datensatz 1 wird hier ersichtlich, dass sowohl Spezies B
(Ao = 400nm) als auch Spezies C (Ao = 600nm) auf der gleichen Zeitskala in die GZ-
Spezies zerfallen. Geméf des gewéhlten Modell 2 wird durch die beiden positiven Banden

deutlich, dass sich Spezies B und C in einem Gleichgewicht befinden.

Im néchsten Schritt der Analyse werden entsprechend der verwendeten Modelle aus
den jeweiligen DADS die SAS ermittelt. Fiir eine vereinfachte Analyse beider Datensétze

wurden die Ratenkonstanten so gewéhlt, dass sie sich um einen Faktor von mehr als 30
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zueinander unterscheiden. Dadurch tragen in jedem einzelnen DADS nur diejenigen SAS
bei, die am jeweiligen Reaktionsschritt entweder als Edukt oder als Produkt beteiligt
sind. Entsprechend der gewéhlten Modelle findet man folgende Beziehung zwischen den

DADS D, und den SAS Sr:

Modell 1:
D; = Sa—aSg— x8Sas Sa = Di+Dy+ D3+ xSgs
Dy = aSp— aySc — radScs = Sp = 22tDs 4 2Sqg (2.19)
D3 = a7vSc — raySas Sc = 2—,? + 2Sas

Modell 2:
D; = Sa —aSg — x6Sas SA = Di+Ds+ D3+ 2Scs
Dy = aySg — aySc = Sp = 22D 4 2Scq (2.20)
D3 = aySc+ adSg — xaSas Sc = é <—%D2 + D3) + xSas

Das x stellt dabei einen unbekannten Anteil der GZ-Population dar, der in die Spezies
A angeregt wird. Es zeigt sich, dass Sp und Sg in beiden Modellen in gleicher Weise von
den jeweiligen DADS abhéngen, wiahrend S¢ eine unterschiedliche Abhéngigkeit von den
DADS aufweist. Des Weiteren zeigt sich, dass die SAS in beiden Modellen nicht eindeu-
tig bestimmt sind. Modell 1 hat mit z, & und v drei Unbekannte. In Modell 2 geht das
Verhéltnis % zusédtzlich als vierte Unbekannte ein. Mit Hilfe der Beziehung v+ 6 = 1
kann dieses Verhiltnis schliefilich nach v und § aufgelost werden. Die Unbekannten in
den jeweiligen Modellen werden nun so bestimmt, dass alle SAS bei allen Wellenldngen
positiv sind und jedes einzelne SAS nur ein ausgepriagtes Maximum aufweist. Wie er-
wartet, ergeben sich mit den fiir die jeweilige Simulation eingesetzten Parametern die
besten SAS (sieche Abbildung 2.14). Die kleinen Abweichungen im Fall von Spezies B
und C sind mit den gemachten Ndherungen bei der Auswertung zu erklaren. Abweichun-
gen von den optimalen Parametern resultieren in Uberschitzungen (zusitzliche positive
Banden (rote Spektren)) bzw. Unterschitzungen (zusitzliche negative Banden (griine
Spektren)) der Anteile beteiligter Spezies. Wiren die exakten Spektren der beteiligten
Spezies im Vorfeld jedoch nicht bekannt, wie es meist der Fall ist, bliebe die Wahl eines
geeigneten Modells sowie der darin enthaltenen Unbekannten, stets eine Ermessensfrage

und bediirfte stets einer Uberpriifung durch andere Experimente.

Abschliefend bleibt festzuhalten, dass hier eine Diskussion mit drastischen Vereinfa-
chungen zur besseren Veranschaulichung gefithrt wurde. In der Realitdt konnen sich die

Speziesspektren iiber den gesamten Spektralbereich erstrecken, was eine starke Uber-
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Abb. 2.14.: Exemplarische Analyse an simulierten Datensitzen entsprechend der Modelle
aus Abbildung 2.11. SAS (offene Kreise) im Vergleich zu den eingesetzten Spektren fiir die
Erzeugung der simulierten Daten (durchgezogene schwarze Linien). Mit Hilfe von v+ ¢ = 1

erhélt man aus dem Verhéltnis % =0.25in (SAS® C) v =0.8 und § = 0.2.

lagerung aller beteiligten Spezies zur Folge haben kann. Auch koénnen die jeweiligen
Extinkionskoeffizienten deutlich verschieden sein, was eine weitere genaue Zuordnung
beteiligter Prozesse erheblich erschwert. Und Letztlich konnen die jeweiligen Ratenkon-
stanten viel ndher beieinander liegen, so dass im ungiinstigsten Fall einige Intermediate
aufgrund zu geringer Population nicht identifiziert werden kénnen. All diese Faktoren
lassen in den meisten Fillen eine genaue Bestimmung der beteiligten Speziesspektren
sowie deren Reaktionen untereinander ohne zusétzliche Informationen aus anderen Ex-

perimenten nur bedingt zu.
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Global Fit - Modifikationen fiir bi-molekulare Modelle

Die Modellannahme von einfachen exp-Funktionen gilt nur fiir eine Dynamik, die aus-
schliellich aus Reaktionsschritten erster Ordnung besteht. Hat man es jedoch mit Sy-
stemen zu tun, in denen bi-molekularen Reaktionsschritte vorkommen, wie z.B. die
Triplett-Triplett-Annihilation, dann muss auf die explizite Losung eines entsprechen-
den DGL-System fiir eine entsprechende Modellannahme zuriickgegriffen werden. Aus
diesem Grund wurde das Programm GlobFit_Runge_Kutta geschrieben, das die Losung
eines vom Nutzer vorgegebenen DGL-Systems nach dem RUNGE-KUTTA-Verfahren 4.
Ordnung (siehe Abschnitt A.2) vorsieht. Die resultierenden k Zeitprofile werden dabei
anstatt der iiblichen Exponentialfunktionen in der Modellfunktionsmatrix F(a) € R™**
eingesetzt. Zur Generierung der k Zeitprofile miissen Anfangswerte entsprechend eines
Modellsystems gewéhlt werden. Im Falle eines photochemischen Modellsystems wird
davon ausgegangen, dass zu Beginn ausschliellich der Grundzustand vorhanden ist, wel-
cher mittels eines GAUSS-Profils als Nédherung fiir den anregenden Laser-Puls Igp(t) zum

Zeitpunkt ¢y entvolkert wird.

Anhand eines simulierten Datensatzes fiir eine 2D-TA wird exemplarisch die globale
Datenanalyse mit einem bi-molekularen Modell diskutiert. Fiir die Simulationen wird
von einem photochemischen Modellsystem bestehend aus drei Spezies ausgegangen. Die
Spektren der drei Spezies sind durch GAuss-Profile nach Gleichung 2.16 gegeben (siehe
Abbildung 2.15). Das betrachtete kinetische Modell basiert auf folgendem DGL-System:

dt = —IRF(t) + 6kch(t> + kIQCB(t) + k’gCB(t)Q (221)
dcgt(t) = ]RF(t) — ]ﬁCA(t) + k’gCB(t)Q (222)
dc(;(t) = akyea(t) — kocp(t) — 2ksep(t)? (2.23)

2
mit  Ipp(t) = af027TeXp (—% (t;t°> ) (2.24)

Zu Beginn ist ausschlieflich der GZ mit einer Konzentration von cgz(0) = 1mol - L™
bevélkert. Durch einen kurzen Lichtpuls werden fymol - L™! des GZ in die Spezies A
anregt. Spezies A zerféllt mit k; zu einem Teil « in Spezies B und zu einem Teil
zuriick in den GZ. Das Modell sieht fiir den Zerfall von Spezies B zwei Prozesse vor.
Zum einen zerfillt Spezies B mit ko zuriick in den GZ. Zum anderen ist eine Reakti-
on zweier Spezies B mit der bi-molekularen Ratenkonstanten ks moglich. Die Produkte

dieser bi-molekularen Reaktion sind die Spezies A und der GZ. In Abbildung 2.15 sind
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Abb. 2.15.: (S): Simulierte GAuss-Funktionen reprisentativ fiir die drei Spezies GZ, A und
B. (C): Konzentrationszeitprofile ¢;(t) der jeweiligen Spezies simuliert entsprechend des DGL-
Systems aus Gleichungen 2.21 bis 2.23. In den Tabellen sind die eingesetzten Parameter ein-

getragen.

die eingesetzten Spektren, die Konzentrationszeitprofile und die entsprechenden Para-
meter der drei Spezies zu finden. In Abbildung 2.16 (A) ist die simulierte Datenmatrix
nach Subtraktion des GZ-Spektrums und Addition von Rauschen mit einer Standard-
abweichung von 0.1 dargestellt. Die Schichtdicke der Probe soll 1cm betragen. Bei der
Durchfithrung des globalen Fits wurde die Ratenkonstante k; im DGL-System der Glei-
chungen 2.21-2.23 durch ihre einzelnen Summanden &} = aky und kY = (1 — a)ky = Bk
ersetzt. Aus dem globalen Fit erhédlt man die SADS. Sie sind in Abbildung 2.16 (S1)
und (C) dargestellt. Die dazugehorenden Ratenkonstanten sind in Tabelle 2.2 zu finden.
Die Residuen sind in Abbildung 2.16 (R) dargestellt. Diese Residuen bestehen aus ei-
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Abb. 2.16.: Analyse mit dem Programm GlobFit_Runge_Kutta eines simulierten Datensat-
zes, der nach dem DGL-System aus Gleichungen 2.21 bis 2.23 mit den entsprechenden Para-
metern aus Abbildung 2.15 erzeugt wurde. (A): Simulierte Datenmatrix nach Subtraktion des
GZ-Spektrums und Addition von Rauschen mit einer Standardabweichung von 0.1. (R): Re-
siduen. (S1): SADS (offene Kreise) zu den entsprechenden Konzentrationszeitprofilen in (C).
(S2): SAS (offene Kreise) im Vergleich zu den eingesetzten Spektren in der Simulation (griine
Linien). (C): Konzentrationszeitprofile ¢;(t) (offene Kreise) im Vergleich zur eingesetzten Dy-

namik in der Simulation (griine Linien).

nem einheitlichen Rauschen um Null. Der Fit beschreibt demnach die simulierten Daten
sehr gut. Durch Addition von 50 % des GZ-Spektrums auf die einzelnen SADS lassen
sich die SAS generieren, wie es durch den in der Simulation gewéhlten Faktor fo = 0.5
zu erwarten war (siche Abbildung 2.16 (S2)). Die bi-molekulare Rate hingt von der
Anfangskonzentration ab, die in diesem gewahlten Modell durch den Anteil der ange-

regten Molekiile gegeben ist. Aus diesem Grund muss die bi-molekulare Ratenkonstante
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o [s] 2.0 1.97141°

to [s] 50 50.00°

K, = aky [s7)] 0.016 0.0156

K = (1— )k [s7)] 0.004 0.00404°

ky [s7Y] 0.02 0.01964"

Ky [s7Y] 0.005 0.004972

ks [L-mol™! - 7] 0.05 0.02519° 0.05038°
o 0.8 0.794"

“Optimierte Parameter
bBerechnet aus den optimierten Parameter
“Benutzer spezifisch optimiert, so dass die SADS keinen Anteil an GZ-Spezies mehr enthalten.

Tab. 2.2.: Optimierte Parameter aus dem globalen Fit an den simulierten Daten.

schliefllich mit % skaliert werden.

Global Fit - Modifikationen zur nicht Beriicksichtigung ungiiltiger Datenbereiche

Manche Proben besitzen eine sehr hohe Fluoreszenzsausbeute. In solchen Féllen kann
es bei Messungen der 2D-TA dazu kommen, dass das Fluoreszenzlicht auf dem Detektor
ein Blooming verursacht. Dadurch wird das Fluoreszenzsignal verbreitert, und betroffe-
ne Bereiche der TA in ihrer Signalstérke verfélscht. In solchen Féllen ist eine sinnvolle
Beschreibung der verfilschten Bereiche mit Exponentialfunktionen bei einem globalen
Fit nicht mehr gegeben. Aus diesem Grund ist von Herrn Prof. Dick eine Methode
entwickelt worden, die es erlaubt die Datenpunkte gekennzeichneter Bereiche innerhalb
einer Datenmatrix nicht in der Summe der kleinsten Fehlerquadrate (x*-Funktion) zu
beriicksichtigen. Die Problematik bei der Implementierung lag im linearen Optimierungs-
zyklus, welcher die optimierte LAPACK Routine DGELS () verwendet. Um die Effizienz
dieser Routine nicht aufgeben zu miissen, wird folgender Trick verwendet. In jedem Itera-
tionszyklus werden die Daten in den gekennzeichneten Bereichen jeweils durch die Werte
aus dem Fit ersetzt, so dass der Beitrag der markierten Daten in der y?-Funktion Null
ist. Durch dieses stdndige Austauschen passen sich die Daten innerhalb der markierten

Bereiche immer mehr den Daten auflerhalb der markierten Bereiche an. Dies funktioniert
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solange, wie die Bereiche so gewéhlt werden, dass sie sich innerhalb und somit umgeben

von Originaldaten befinden.

Zu Beginn liegen noch keine Werte fiir den Fit vor. Damit die fehlerhaften und meist
sehr intensiven Signale beim ersten Iterationszyklus im linearen Optimierungsschritt
keine Beriicksichtigung finden, werden in den markierten Bereichen spaltenweise die
Mittelwerte aus den beiden Grenzwerten gesetzt. Jedes Element in einer Spalten eines
gekennzeichneten Bereichs enthélt also den Mittelwert aus dem oben und unten angren-

zenden Werten der Datenmatrix.

2.1.4. Leistungsfdhigkeit des Experiments fiir 2D-transiente

Absorptionsspektroskopie

Die Leistungsfahigkeit des Experimentes fiir 2D-transiente Absorptionsspektroskopie
lasst sich an der Messung einer mutierten LOV1-C57G-Doméne aus C.r. demonstrie-
ren. In dieser Doméne ist das photoaktive Cystein des LOV1-Wildtyps durch ein Glycin
ausgetauscht. Dies fithrt zu einer Verkiirzung des Photozyklus, welcher nun aus dem
Triplett-Zustand des Flavins direkt in den Grundzustand mit einer Zeitkonstanten von
30 ps verldauft. Dieses Protein zeigt zusétzlich eine starke Fluoreszenz. In fritheren (ein-
dimensionalen) Messungen der TA dieser Mutante war das starke Fluoreszenzsignal ein
grofles Problem. Es wurde ein konventioneller Photomultiplier verwendet, welcher durch
das dominate Fluoreszenzsignal gesittigt wurde und demzufolge fiir mehrere Millise-
kunden keine brauchbaren Daten liefern konnte. Die Verwendung einer SC ermoglicht
es nun das Fluoreszenzspektrum ohne Verlust von Daten mit zu messen. Das Fluores-
zenzspektrum erscheint als eine scheinbar negative TA, welche mit einer sehr groflen

Ratenkonstante k = oo als Apparatefunktion angefittet werden kann.

In Abbildung 2.17 sind Datensétze in Falschfarbendarstellung abgebildet, die mit
ansteigender Anzahl an Akkumulationszyklen N erhalten wurden. Zusétzlich ist zu
erwahnen, dass diese Messungen an einem Probenvolumen von nur 300 uL. durchgefiihrt
wurden. Die optische Dichte der Probe bei 450 nm (hier wurde angeregt) und bei einer
Schichtdicke von 10 mm betrug 0.5. Abbildung 2.17 (A) zeigt das Resultat einer Mes-

sung mit nur einem einzelnen Anregungszyklus. Die Fluoreszenz des Flavins ist deutlich



34 Materialien und Methoden

Wellenléinge / nm
400 500 600 700

15}

A mOD

10|

Zeit / us

15

A mOD

15

400 500 600 700
Wellenlénge / nm

Abb. 2.17.: Rohdaten der TA von LOV1-C57G im Zeitfenster von 20 us fiir die Anzahl der
gemittelten Anregungszyklen N =1 (A), 10 (B), und 100 (C).
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an dem schmalen horizontalen Streifen zu erkennen?. Mit N = 10 (Abbildung 2.17 (B))
kommt der GSB des Flavins durch einen griinen vertikalen Streifen um 450 nm deut-
lich zum Vorschein. Die rotlich-gelblichen Bereiche zu beiden Seiten des GSB verdeutli-
chen die TA des Triplett-Zustands. Die Akkumulation von 100 Anregungszyklen (Abbil-
dung 2.17 (C)) fithrt zu einer weiteren Verbesserung des Signal zu Rausch Verhéltnisses.
Obwohl das Signal zu Rausch Verhéltnis mit einem Anregungszyklus nur etwa 1 betrégt,

ist das GSB in diesem Bild bereits zu erkennen.

Die Datensétze lassen sich sehr gut mit zwei Exponentialfunktionen global fitten. Eine
Komponente ist kurzlebig mit gefitteten Lebensdauern zwischen 40 und 60ns. Im Zeit-
fenster von 20 ps entspricht dies einem Pixel. Dies bedeutet, dass die kurze Komponente
zeitlich nicht aufgelost werden konnte. Das entsprechende DADS (siehe Abbildung 2.18
(A)) zeigt langwellig von 450 nm eine breite negative Bande mit Peaks bei 495 und

0
A —200
(@) L
g —400 = 59ns
< T 71 =5lns
—6005 71 = 40ns 1
a)
®
=
<
—20 - 7o = 30 us (B)i
400 500 600 700

Wellenléinge / nm

Abb. 2.18.: (A) und (B) zeigen die DADS, die aus globalen Fits an die Rohdaten (ungefiltert)
mit Mittelung iiber N =1 (grau), 10 (rot) und 100 (griin) Anregungszyklen erhalten wurden.

520 nm. Es kann der Fluoreszenz zugeordnet werden. Die zweite Komponente wird durch
einem mono-exponentiellen Zerfall mit einer Lebensdauer von 30 us fiir N = 100 gefittet.
Die Lebensdauer ist nur geringfiigig ldnger (33 pus), wenn nur iiber 10 Anregungszyklen

gemittelt wird. Die Messung mit nur einem einzelnen Anregungszyklus ergibt eine viel

2Die untere Grenze der Farbskalierung wurde auf den minimalen Wert des GSB gesetzt, so dass dem

Hauptanteil des Fluoreszenzsignals die Farbe weifl zugeordnet wird.
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groflere Lebensdauer. Bemerkenswert ist jedoch, dass die entsprechenden DADS sehr
dghnlich zueinander sind fiir alle drei Messungen. Scheinbar ist die spektrale Informati-
on bereits mit N = 1 glaubwiirdig, wohingegen man fiir die zeitliche Information etwa

N = 10 benétigt.

Das Rauschen in diesen Spektren skaliert mit /N, wie es fiir ein Photonenrauschen
zu erwarten ist. Die mittlere Anzahl an Photonen des Abfragelichts, die auf jedem Pixel
eines SC-Bildes akkumuliert wird, ist proportional zu dem Produkt aus N und der Breite
des Zeitfensters. Demzufolge benétigt man fiir eine aussagekriftige Messung innerhalb
eines Zeitfensters von 20 us entweder N = 10 akkumulierte Anregungszyklen oder eine

um den Faktor 10 erhohte Intensitéit des Abfragelichts.

Das Experiment fiir 2D-TA bietet die Moglichkeit, Fluoreszenzspektren und TA-
Spektren mit einer einzelnen Anregung fiir Zeitfenster > 20 pus zu messen. Bei eindimen-
sionalen Messungen bei fester Wellenldnge werden iiblicherweise 100 Anregungszyklen
bendtigt, um einen aussagekriftigen mono-exponentiellen Fit zu bekommen. Zudem sind
Messungen bei Wellenléngen, die mit der Fluoreszenz iiberlappen, nicht moglich. Mit
dem zweidimensionalen Aufbau kann iiber den gesamten sichtbaren Wellenléingenbereich
gemessen werden und dabei die Zerfallscharakteristik eines Systems fiir all diese Wel-
lenldngen mit weniger Anregungszyklen ermitteln werden, als man fiir eine einzelne ein-
dimensionale Messung bendtigen wiirde. Diese Vorteile liegen in der Verwendung einer
speziellen SC. Diese SC hat zum einen einen viel grofieren dynamischen Bereich (1:10000)
verglichen zum typischen dynamischen Bereich eines Photomultipliers (1:100). Zum an-
deren sind die Daten hoch redundant, was das geringe Signal zu Rausch Verhéltnis eines
einzelnen individuellen Pixels mehr als kompensiert. Das in dieser Arbeit aufgebaute
Experiment fiir die 2D-TA liefert demnach TA-Daten mit einem Multiplex-Faktor von
mehr als 100.

2.1.5. Konventionelle Blitzlichtphotolyse bei fester Wellenldnge im

ms- bis s-Bereich

Der schematische Aufbau der konventionellen Blitzlichtphotolyse bei fester Wellenldnge
im ms- bis s-Bereich ist in Abbildung 2.19 dargestellt. Auch dieses Experiment wur-
de in einem bei 20 £ 3°C temperierten Raum aufgebaut. Zur Anregung wird ein OPO

(OPO, Continuum) verwendet, der von der dritten Harmonischen (engl.: THG) eines
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Abb. 2.19.: Experimenteller Aufbau der konventionellen Blitzlichtphotolyse bei fester Wel-

lenldnge im ms- bis s-Bereich.

Nd:YAG bei 10Hz (Surelite II, Continuum) gepumpt wird (Fiir weitere Details siehe
Abschnitt 2.1.2). Der Anregungspuls wird iiber 2 Umlenkprismem (UP1-2), einem ein-
stellbaren Linsenteleskop ,,Teleskop 1”7 zur Korrektur der Divergenz des OPOs, einem
einstellbaren Linsenteleskop ,,Teleskop 2”7 zur Strahlaufweitung und einem Silberspie-
gel (US2) orthogonal zum Abfragestrahlengang auf die Probe geleitet. Der elektronisch
schaltbare Verschluss fiir hohe Pulsenergien ist vor dem ,,Teleskop 2” in den Anregungs-

strahlengang zur gezielten Auskopplung nur eines einzelnen Laserpulses eingebaut.

Zur Abfrage wird eine Wolfram-Halogenlampe (OSRAM) verwendet. Der Strahlen-
gang verlauft zuerst iiber eine 1 zu 1 Abbildung der Glithwendel mittels eines torisches
Spiegels TM (siche Abschnitt 2.1.2) in einen Monochromator (0.25 M Ebert Monochro-
mator, Model-No.: 82-410, Gitter: 1180 Linien - mm™~!, Jarrell-Ash Company) mit der
Brennweite von 250 mm und einer relativen Apertur (f-number) von 3.6. In dieser Kon-
figuration ist ein vollstédndiges Ausleuchten des Gitters gewéahrleistet, was in einer maxi-
malen spektralen Auflésung von 0.5nm bei 100 um Spaltbreite resultiert. Der aus dem
Monochromator austretende Lichtstrahl wird dann {iber eine Linse L1 im Abbildungs-
verhéltnis von 1 zu 1 auf die Probe fokussiert. Als Probezelle wird eine Fluoreszenz-Kii-
vette aus Quarzglas verwendet, die in einem eigens dafiir angefertigten Kiivettenhalter
mit entsprechenden Blenden platziert wird. Die Abfrageschichtdicke betrégt bei der ver-
wendeten Kiivette 10 mm. Die Anregungsschichtdicke ist 2 mm. Von der Probe ausgehend

wird der Abfragestrahl erneut iiber eine Linse L2 im Abbildungsverhéltnis von 1 zu 1
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auf einen Photo Multiplier (PM) gegeben. Zur Unterdriickung des Anregungs- sowie
des Fluoreszenzlichtes wird vor dem PM ein entsprechender Kantenfilter eingebaut. Das
Spannungssignal des PM wird iiber ein Digitalspeicheroszilloskop (DSO) ausgelesen,
welcher iiber eine Photodiode (PD) getriggert wird. Die PD ist nach dem Verschluss
eingebaut und zeichnet einen iiber eine Strahlteilerplatte heraus reflektierten Teil des
Laserpulses auf. Der gesamte Messablauf wird, wie beim 2D-TA Experiment (siehe Ab-
schnitt 2.1.2), von einem eigens dafiir gebauten DC gesteuert. Fiir eine optimale Funk-
tionsweise des Nd:YAG Lasers wird eine Grundfrequenz von 10 Hz gewéhlt. Zusatzlich
dazu wird vom Benutzer eine Sequenz zur Ansteuerung des Verschlusses im Takt von

2 Hz eingespielt. Gemittelt wird typischerweise {iber 100 Schuss.

Beschaltung des Photomultipliers

Durch den PM fliefit ein Strom, der der einfallenden Lichtintensitit proportional ist.
An einem konstanten Widerstand R lisst sich eine Spannung U abgreifen, die nach dem
Ohmschen Gesetz mit dem Stromfluss in linearem Zusammenhang steht. Diese Spannung

stellt die eigentliche Messgrofie dar.

In der verwendeten Schaltung wird eine analoge Offsetkompensation durchgefiihrt,
um die volle Empfindlichkeit des DSOs zu nutzen®. Die Offsetkompensation sieht die
Differenzbildung zwischen der am konstanten Widerstand abgegriffenen Spannung U und
einer mittels eines Potentiometers einstellbaren Hilfspannung Uyye vor, die anschlieend

invertiert wird und das Ausgangssignal U,,s darstellt:
Uaus = _(U - UHilf) (225)

Die Hilfspannung kann bei abgedunkeltem Photomultiplier mit dem erwdhnten Poten-
tiometer zwischen 0 und 10V (typisch 10V) einjustiert werden. Bei belichtetem Pho-
tomultiplier wird die Dynodenspannung bzw. die Spaltbreite des Monochromators so
eingestellt, dass man eine Spannung von 0V erhélt. Somit ergibt eine Spannung von 0V
eine Transmission von 1 und eine Spannung von Ugjy eine Transmission von 0. Der Wert

fiir die transiente Differenzabsorption (AA,(t)) ergibt sich in Spannungen ausgedriickt

3Bei der TA misst man eine kleine Spannungsinderung auf einem grofien Spannugssignal. Bei dem
eingesetzten DSO als Datenrekorder ist es leider nicht méglich gleichzeitig einen grofien Offset (10 V)
und eine hohe Empfindlichkeit (z.B. 0.1V - Div."!) einzustellen, so dass man den vertikalen Dyna-

mischen Bereich des DSOs nicht vollstéindig ausnutzt.
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Zu:

(2.26)

. 7170
AAA(t):—log< Ve — U )

Usiitr — Usignai ()
Usignai(t) soll dabei die, durch eine transiente Absorption verursachte, (kleine) Span-
nungsinderung sein. U° stellt das konstante Spannungssignal vor Laseranregung dar

und wird iiber eine Mittelung der Daten von Begin der Datenaufnahme bis kurz vor

dem Lasersignal bestimmt.

2.2. Quasi-Stationdre Belichtungsexperimente

Unter quasi-stationéiren Belichtungsexperimenten wird die Aufnahme einer Sequenz von
Spektren bzw. die Verfolgung der optischen Dichtednderung einer Probe nach einem ex-
ternen Stimulus auf einer Zeitskala > 1s verstanden. Beim externen Stimulus handelt
es sich hauptséchlich um eine definierte Belichtung der Probe. Fiir diese Experimente
wurde ein modifizierter Kiivettenhalter fiir die im Institut vorhandenen Spektrometer
(Lambda 9a von Perkin Elmer und SPECORD S100B von Analytic Jena) mit Hilfe von
Dr. Kensy entworfen und zusétzlich mit Hilfe der Feinmechanik wie auch der Elektro-
nikwerkstatt der Fakultdt Chemie und Pharmazie gebaut. Im folgenden Abschnitt 2.2.1

werden die besonderen Charakteristika dieses Kiivettenhalters kurz wiedergegeben.

2.2.1. Modifizierter Kiivettenhalter

Fiir die sehr reproduzierbare Aufnahme zeitaufgeloster Ultraviolet (UV)/ Visible (Vis)-
Absorptionsdaten im Sekunden- bis Stunden-Bereich wurde ein Kiivettenhalter konstru-
iert, welcher die Temperatur der Probe im Bereich von -10 bis 60 °C mit einer Genauigkeit
von £0.1°C konstant hélt und Belichtung orthogonal zum Abfragestrahl erlaubt. Abbil-
dung 2.20 (A) zeigt den schematischen Aufbau. Die Thermostatisierung erfolgt mithilfe
eines Peltierelements. Das Peltierelement wird {iber einen Thermo-Kontroller gesteuert,
der die Temperatur innerhalb des Kiivettenhalters iiber einen PT100 ausliest. Das Pel-
tierelement wird iiber eine externe Kiihlwasserleitung gekiihlt. Der Kiivettenhalter wird
mit Stickstoff geflutet. Der Stickstoff wird iiber die Quarzfenster im Abfragestrahl wieder
ausgeblasen. Somit wird beim Kiihlen der Probe eine Kondensation von Luftfeuchtigkeit
an den optischen Komponenten (Quarzfenster und Kiivette) verhindert. Zur orthogona-

len Belichtung der Proben sind zwei gegeniiberliegende Hochleistungs-LEDs (Luxeon 111
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Abb. 2.20.: Charakteristika des modifizierten Kiivettenhalters. (A): Schematischen Aufbau.
(B): Zeitliche Profil sowie die variabel einstellbaren Pulsbreiten der Anregungs-LEDs. (C)-

(D): Emissionsspektrum der LEDs in Abhéngigkeit vom angelegten Strom.

Emitter LXHL-PBO9, Philips, 300 mW bei 460 nm) in einer passenden Halterung vorge-
sehen. Diese LEDs konnen in ihrer Intensitat (Strombereich: 3 mA bis 300 mA) sowie in
ihrer Pulsbreite (Zeitbereich: 30 ms bis 1300 ms) iiber einen zusétzlichen LED-Kontroller
sehr reproduzierbar geregelt werden. Der LED-Kontroller siecht mehrere Moglichkeiten

zur Steuerung der LEDs vor. Folgende Modi sind moglich:
Cont: Kontinuierlicher Betrieb der LEDs

Ext. Trig. 1: Triggerung iiber einen externen TTL Puls, wobei die Einstellungen am

LED-Kontroller die Pulsbreite der LED vorgeben.

Ext. Trig. 2: Triggerung iiber einen externen TTL Puls, wobei die Pulsbreite des Trig-
gerpulses die Pulsbreite der LED vorgibt.

Int. Trig.: Triggerung erfolgt manuell mit einer Pulsbreite der LED, die am LED-

Kontroller eingestellt ist.



2.2 Quasi-Stationire Belichtungsexperimente 41

In Abbildung 2.20 (B)-(D) sind die zeitlichen wie auch die spektralen Charakteristika
beispielsweise fiir eine blaue LED dargestellt. In Abbildung 2.20 (C)-(D) erkennt man,
dass zum einen kein vollstandig linearer Zusammenhang zwischen der integralen Inten-
sitdt und der Stromstérke iiber den gesamten Strombereich besteht, und dass zum an-
deren das Emissionsspektrum der LED stark von der angelegten Stromstérke abhéngt.
Bei Experimenten mit variierenden Intensitdten muss diesen Charakteristika entspre-
chend Rechnung getragen werden. Bei Messungen in einem sehr engen Strombereich,
z.B. bei schwachen Intensitéten, dndert sich das Emissionsspektrum hingegen kaum und
die integrale Intensitét steigt linear mit der Stromstédrke an, was entsprechende Kor-

rekturen nicht mehr nétig macht (sieche Abbildung 2.21 (A) und (B)). Es stehen des
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Abb. 2.21.: (A) zeigt die Emissionsspektren einer blauen LED in Abhéngigkeit vom ange-
legten Strom bei sehr kleinen Stromen. In (B) ist der entsprechende lineare Zusammenhang

zwischen der integralen Intensitdt und dem angelegten Strom abgebildet.

Weiteren griine sowie rote LEDs zur Verfiigung. Deren Spektren sind in Abbildung 2.22
abgebildet. Wihrend die rote LED einen schonen linearen Zusammenhang zwischen der
integralen Intensitéit und dem angelegten Strom zeigt und auch keinerlei Anderung im
Spektrum zeigt, ist im Fall der griitnen LED eine deutliche spektrale Abhéngigkeit von
der angelegten Stromstérke zu erkennen, so dass auch kein linearer Zusammenhang zwi-
schen der integralen Intensitdt und dem angelegten Strom existiert. Diese Erkenntnisse

sind in entsprechenden Experimenten stets zu beriicksichtigen.



42 Materialien und Methoden

’ . (A 12] ]
25| ) ,
+ | 51 ~+~ 1 B |
= 20 - - = i
z i i z 08 .
Q 15+ 4 @ i
£ £ 06
s 07 iar g 04f ]
0 J &_ 0 i adl | | |
450 500 550 600 650 700 0 100 200 300
Wellenlédnge / nm Strom / mA

Abb. 2.22.: (A) zeigt die Emissionsspektren einer griinen und roten LED in Abhéngigkeit vom
angelegten Strom. In (B) sind die entsprechenden integralen Intensitéiten gegen den angelegten

Strom aufgetragen.

2.3. Time Correlated Single Photon Counting

Zeitkorreliertes Einzelphotonen Zahlen (TCSPC) ist eine viel genutzte Technik fiir zeitauf-
geloste Emissionsmessungen im Nano- und Subnanosekunden Zeitbereich. Die Lebens-
dauern angeregter Singulettzustéinde der meisten organischen Chromophore liegen im
Bereich von einigen wenigen Nanosekunden. Die Fluoreszenzintensitét ist dabei propor-
tional zur Besetzung des angeregten Zustandes. Daher ist die Messung der Emissions-
zerfallsprofile die Methode der Wahl, um die Population eines angeregten Zustandes in

verschiedenen photochemischen Reaktionen zu verfolgen.

Eine weitere wichtige Figenschaft dieser Methode ist die hohe Sensitivitédt. Diese
macht die Methode zu einem vorteilhaften Instrument, um die Dynamik angeregter
Zusténde bei nur sehr geringen Mengen an Substanz zu verfolgen. Im Extremfall kann
man mit einzelnen Molekiilen arbeiten, was zu einer Vielzahl an Anwendungen, z.B. in

der Nanochemie und Zellbiologie, fiihrte.

2.3.1. Aligemeines Prinzip

Ein Schema dieser Methode zusammen mit den entsprechenden Zeitdiagrammen ist in
Abbildung 2.23 dargestellt. Die Probe wird durch einen kurzen Lichtpuls angeregt, wel-
cher typischerweise von einem mode-locked Pikosekunden-Laser generiert wird. Ein klei-

ner Teil des Anregungslichts wird als Triggerereignis auf eine schnelle Photodiode abge-
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spaltet. Die Probenemission wird durch eine abbildende Optik gesammelt und iiber
einen Monochromator auf einen PM abgebildet. Der PM arbeitet dabei im Photo-
nenzéhlmodus, was bedeutet, dass jedes einzelne detektierte Photon einen elektrischen

Puls am Photomultiplierausgang erzeugt. Der Puls von der PD startet im Time to

[Excitation source]
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1. Photon
., Stop”
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Abb. 2.23.: Ein Schema (links) und ein Zeitdiagramm (rechts) der Time Correlated Single
Photon Counting (TCSPC) Methode. M1: Glass oder Quarz-Strahlteiler; PD: Photodiode;
PMT: | Photomulitiplier tube”; CFD: ,,constant fraction discriminator”; TAC: ,,time-to-

amplitude converter”; MCA: , multichannel analyser”.

Amplitude Converter (TAC) ein nahezu lineares Ansteigen einer Outputspannung (Zeit-

diagramm (1) und (3) in Abbildung 2.23) und wird daher ,,Start”-Puls genannt. Der
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Emissionsphotonpuls stoppt das Ansteigen der Outputspannung und wird daher ,,Stop”-
Puls genannt (Zeitdiagramm (2) und (3) in Abbildung 2.23). Somit ist die Output-
spannung U bestimmt durch die Zeitdifferenz At zwischen dem Laserpuls und dem
Puls, der durch das erste detektierte Emissionsphoton erzeugt wird. Fiir eine genaue
Bestimmung des zeitlichen Eintreffens eines Photons am PM relativ zum PD-Signal
werden im Allgemeinen Constant Fraction Discriminators (CFD) verwendet. Im Multi
Channel Analyzer (MCA) werden die Informationen iiber die Zeitdifferenzen in Form
einer Haufigkeitsverteilung, d.h. relative Haufigkeit als Funktion der Spannungsampli-
tude ausgewertet. Dazu wird das TAC-Signal zunéchst mittels eines Analog Digital
Converter (ADC) digitalisiert. Der digitale Wert wird als Index in einem Speichervek-

tor interpretiert und das Speicherelement mit diesem Index um eins inkrementiert.

Da sowohl der TAC als auch der ADC des MCA Linearitétsfehler aufweisen kénnen,
und auch die Ubertragungsfunktion des TAC durch Variation von Vorspannung (Bias)
und Verstiarkung (Gain) modifiziert werden kann, muss eine Zuordnung von Speicher-
indices zu Zeiten vorgenommen werden. Dies geschieht mit Hilfe des Twme Clalibrator

(TC), welcher ,,Start-Stop”-Pulspaare mit exaktem zeitlichen Abstand generiert.

Es ist wichtig, das Experiment derart zu arrangieren, dass die ,,Stop”-Pulse in den
TAC immer mit einer Verzogerung von einigen Zehnteln von Nanosekunden eingehen.
Denn zum einen braucht der TAC eine gewisse Zeit bis er mit der Operation (Erzeugung
der linear ansteigenden Spannung) beginnt, und zum anderen wird eine vollstédndige
Aufnahme des Signals benétigt. Mit zuletzt genanntem meint man, dass in der Praxis
der TAC schon operieren sollte bevor das allererste Emissionsphoton es erreichen kann.
Dies wird durch eine kiinstlich eingefiihrte Zeitverzogerung zwischen dem PM und den
TAC erreicht, indem man einige extra Meter an Kabeln einbaut. Die Lange des Kabels
héngt von den physikalischen Komponenten ab, z.B. die Distanz der Lichtausbreitung
nach dem Strahlteiler M1, die Todzeit des TAC und die benotigte Verzogerung fiir die

entsprechenden Messungen.

Fiir jeden Anregungspuls darf im Maximum nur ein Photon detektiert werden. Ist
diese Bedingung nicht erfiillt, werden darauf folgende Photonen nicht mehr gezéhlt und
es kommt zu einer Aufschiittverzerrung (engl.: pile up distortion) innerhalb des Histo-
gramms, welche die gemessene Lebensdauer verfélscht. Man kann zeigen, dass wenn die
Photonenzéhlrate < 2% der Anregungsrate betrigt, in diesem Fall der Fehler einer

Aufschiittverzerrung bei < 1% liegt [Bec05].
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2.3.2. Experimenteller Aufbau

Abbildung 2.25 zeigt den schematischen Aufbau der TCSPC-Apparatur. In diesem Auf-
bau wird der Photonenpuls des Photo Multiplier Tube (PMT) als ,,Start”-Puls und
der Referenzpuls der Anregungsquelle, der mit einer Delayline um die Zeit tverssgerung
verzogert wird, als ,,Stop”-Puls verwendet. Durch dieses Vertauschen des ,,Start-Stop”-
Paars beinhaltet jede Konversion Information und somit verringert sich die Messzeit auf
ein Hunderstel zur konventionellen Methodik. Dies ist auch als ,,reversed start-stop con-
figuration” bekannt und ermoglicht es mit héheren Repetitionsraten zu messen [[KOKS1;

Bec05].

Es stehen als Anregungslichtquellen drei gepulste LEDs zur Verfiigung mit Wellen-
lingenmaxima bei 280 nm, 370 nm und 445 nm (NanoLED, Horiba JOBIN YVON). Ab-
bildungen 2.24 (A) und (B) zeigen die Emissionsspektren und zeitlichen Profile der
drei LEDs. Die spektrale Halbwertsbreite und die zeitliche Pulsbreite sind Tabelle 2.3

zu entnehmen. Die temporalen Pulsbreiten sind als Standardabweichung der angepas-
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Abb. 2.24.: Spektrale und temporale Charakteristika der NanoLEDs (Horiba JOBIN YVON).
A: Emissionsspektren von LED-280nm (Schwarz), LED-370nm (Cyan) und LED-450nm
(Blau). B: Pulsprofile von LED-280nm (Schwarz), LED-370nm (Cyan) und LED-450nm (Blau).
Die roten Linien zeigen den jeweiligen Fit mit einer Gaussfunktion an die Daten (siehe Tabel-

le 2.3).

sten Gaussfunktionen an die jeweiligen Datenséitze angegeben. Alle LEDs kénnen mit
Pulsfrequenzen von 0 bis 1 MHz betrieben werden. Die Anregung erfolgt iiber eine Abbil-
dungsoptik auf die Probe. Die Probe wird stets mit einer optischen Dichte im Bereich von
0.3 bis 0.5 bei der Anregungswellenlénge eingesetzt, um fiir eine optimale Konzentration

an angeregten Fluorophoren im abgebildeten Detektionsvolumen zu sorgen. Die Detekti-
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Typ At /ns AX / nm
NanoLED-280 1.04 11.5
NanoLED-370 1.05 12.0
NanoLED-450 1.1 27.0

Tab. 2.3.: Spektrale und temporale Halbwertsbreiten der NanoLEDs (Horiba JOBIN YVON).

on erfolgt unter 90° zum Anregungsstrahl und bildet das von der Probe emittierte Licht
iiber ein austauschbares Kantenfilter F1 zum Abschneiden des Anregungslichtes auf den
Eintrittsspalt S1 des Monochromators ab. Die jeweils verwendeten Filter werden bei den
spater prasentierten Daten angeben. Die Eintrittsspalte sind iiber Mikrometerschrauben
einstellbar. Der Austrittsspalt S2 ist fest auf 0.5 mm Breite justiert und resultiert in einer
spektralen Auflosung von etwa 2nm. Der Monochromator ist iiber einen Schrittmotor
vom Steuerrechner steuerbar und erlaubt einen Spektralbereich von 200 bis 1030 nm
in Schritten von 0.5nm. Die Empfindlichkeit des PMT R928 macht allerdings nur die

Nutzung des Intervalls von 220 bis 850 nm sinnvoll.

Der PMT kann mit einem Peltierelement auf etwa -25°C gekiihlt werden. Dadurch
sinkt die Dunkelzihlrate* auf < 10 Ereignisse-s—!. Bei den in der Apparatur verwendeten

CFDs handelt es sich um den Typ TC455. Deren Jitter liegt laut Angaben bei < 80 ps.

Mit der TCSPC-Apparatur sind zwei Messmodi moglich:

Photonenzdhlen: Zihlen von Photonen pro Zeiteinheit in Abhéngigkeit von der Wel-

lenldnge (Lumineszenzspektren)

Zeitaufgelostes Zdhlen: Bestimmen der Haufigkeit von Zeitdifferenzen zwischen dem
Eintreffen von Photonen und einer Zeitreferenz bei konstanter Wellenlédnge (Emis-

sionsabklingkurven)

4Unter der Dunkelzihlrate versteht man die Anzahl der Pulse (Counts) pro Sekunde, die ohne Licht-
einstrahlung erzeugt werden. Dies wird verursacht durch die thermische Emission von Elektronen
aus der Photokathode und den Dynoden. Aus der Richardson Gleichung geht hervor, dass die Zahl

der thermisch emittierten Elektronen proportional T2 - exp (%) mit W = Austrittsarbeit ist.
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2.3.3. Datenanalyse: Apparatefunktion und Entfaltung mit
Modell-Abklingfunktion

In vielen Féllen der zeitaufgelosten Spektroskopie ist die Dauer des Anregungspulses,
mit der eine Probe angeregt wird, bzw. die Apparatefunktion des Detektors gegeniiber
der zu bestimmenden Lebensdauer nicht zu vernachlédssigen. In solchen Féllen stellen
aus mathematischer Sicht die Messdaten eine Faltung zwischen der Apparatefunktion
und der tatsdchlichen Zeitabhéngigkeit des untersuchten Systems dar. Bei der Analyse
der 2D-TA Messdaten (siehe Abschnitt 2.1.3) wird z.B. die Apparatefunktion durch eine
GAuss-Funktion approximiert, so dass eine Faltung analytisch zugénglich ist. Im Fall der
TCSPC-Messdaten ist ebenfalls die Apparatefunktion nicht zu vernachléssigen, da die
Full Width at Half Mazimum (FWHM) der Anregung bei &~ 1 ns und die gemessenen
Fluoreszenzlebensdauern im Bereich von 7 = 0.5 bis 10ns liegen. In die Auswertung
der Daten geht in diesem Fall neben der experimentellen Abklingfunktion fe.,(t) auch
die experimentelle Apparatefunktion ¢(¢) mit ein. Die Datenauswertung erfolgt mit dem
von Herrn Prof. Dr. B. Dick in FORTRAN code geschriebenen Programm MultExpFit.
Dieses Programm sieht eine Summe von N Exponentialfunktionen als Modellfunktion
foden(t) vor. Aufgrund von dquidistanten Datenpunkten basiert dieses Programm auf
einem sehr effizienten Algorithmus zur numerischen Berechnung des Faltungsintegrals:

t t

ft) = / 9(t) fatoaen(t — ) dt' =)~ A; / g(t") exp(—ki(t —t')) dt'. (2.27)

Demnach werden die Parameter k; und A; aus gemessener Apparatefunktion ¢(t) und
geschétzten Startwerten nach der Summe der kleinsten Fehlerquadrate optimiert. Ein
Beispiel einer Fluoreszenzabklingmessung an Rhodamin-6G in Ethanol ist in Abbil-
dung 2.26 gezeigt. Die Lebensdauer wurde bestimmt auf 7 = 4.57 + 0.01 ns. Die Ab-
bildung veranschaulicht ebenfalls eine semi-logarithmische Auftragung der Datendar-
stellung. Diese Darstellung macht es einfacher, die Daten visuell entsprechend eines

exponentiellen Abklingens zu analysieren.

2.4. Expression und Aufreinigung biologischer Proben

In diesem Abschnitt wird ein kurzer Abriss iiber die Expressions- und Aufreinigungsbe-

dingungen der biologischen Proben gegeben. Ausschliellich LOV-Proteinkonstrukte aus
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Abb. 2.26.: Oben: Fluoreszenzabklingkurve von Rhodamin-6G in Ethanol. Die Daten dar-
gestellt durch schwarze offene Kreise, die Apparatefunktion durch griine offene Kreise und
der mono-exponentielle Fit durch die rote durchgezogene Linie. Die Lebensdauer ist 7 =
4.57 4+ 0.01 ns. Unten: Residuen gewichtet mit /IN;, wobei NN; die Anzahl der Ereignisse des

Kanals 7 ist.

Chlamydomonas reinhardtii sind selbst und mit grofler Unterstiitzung von Madelene
von Sanden-Flohe produziert worden. Genaue Details hierzu sind in [Kut06; Kut+08]

zu finden.

Alle anderen LOV-Proteinkonstrukte, das Acerhodopsinl sowie die Kanalrhodopsine
sind bei unseren Kooperationspartnern vor Ort exprimiert und uns freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt worden. Auch die in diesem Abschnitt beschriebenen Messungen am
Acerhodopsinl sind am Max Planck Institut fiir Biochemie in Martinsried durchgefiihrt

worden.

2.4.1. LOV-Proteinkonstrukte aus C.r.

Die verwendeten Plasmide wurden von Frau Tina Schireis, damals Institut fiir Biochemie
der Universitit Regensburg, hergestellt und unserem Lehrstuhl freundlicherweise zur

Verfiigung gestellt.
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Plasmide

LOV1-wt Der vollstindige complementary Deoxyribonucleic acid (cDNA)-clone (Gen-
datenbank accession No. AJ 416557) vom Chlamydomonas reinhardtii photl (frither
nphl fir nonphototropic hypocotyl 1 genannt) wurde bereits von Huang et al. [HNMB02]
isoliert und charakterisiert. Das Genfragment, welches die FMN bindende LOV1-Doméne
(Aminoséduren 16-133) kodiert, wurde durch Polymerase Chain Reaction (PCR) ampli-
fiziert und zwischen die EcoRI (Escherichia coli Restriktionsendonuclease I (GAATTC,
klebrig)) und HindlIIl Schnittstellen (Haemophilus influenzae Rq (AAGCTT, klebrig))
des modifizierten Escherichia coli (E. coli) Expressionsvector His-p2x so eingebaut, dass
das Protein 1 Methionin, 12 Histidine, 1 Glutamat und 1 Phenylalanin am N-terminalen

Ende der Vektorsequenz zusétzlich inne hat.

LOV1-C57G und LOV1-C57S Die Plasmide fiir die LOV1-C57G-Mutante (das Cy-
stein in Position 57 ist durch ein Glycin ausgetauscht) und auch fiir die LOV1-C57S-
Mutante (das Cystein in Position 57 ist durch ein Serin ausgetauscht) wurden durch

Einfiihrung einer Punktmutation erhalten.

Aufreinigung

Die fusionierten Proteine wurden im Escherichia coli Stamm BL21 exprimiert und iiber
eine Nickel-Nitrilotriacetic Acid (Ni-NTA) Saule entsprechend der Anleitung vom Her-
steller (Quiagen, Deutschland) gereinigt. Alle Proteine wurden nach dem Herunterwa-
schen von der Saule gegen einen 10 mM Phosphatpuffer mit 10 mM NaCl und 100 mM
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) (Protease-Hemmer) beim gewiinschten pH-Wert
dialysiert.



3. Aufkldarung der flavin-katalysierten
Photooxidation von
4-Methoxybenzylalkohol mit
transienter
Absorptionsspektroskopie im

sub-pico- bis Microsekundenbereich

Teile dieser Untersuchungen sind in eine bereits publizierte Arbeit eingeflossen [Meg+11].
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3.1. Einleitung

7,8-Dimethyl-10-alkylisoalloxazine werden auch als Flavine! bezeichnet (siche Abbil-
dung 3.1). Sie kommen in vielen biologischen Systemen in Form von Koenzymen oder
Photorezeptoren so genannter Flavoproteine vor. Dabei sind sie an vielen biochemischen
Dunkel- wie auch Photo-Reaktionen beteiligt. Die meisten redoxaktiven Koenzyme kata-
lysieren entweder nur Ein- oder nur Zwei-Elektronenprozesse. Flavinbasierte Koenzyme
nehmen dagegen sowohl an Ein- als auch an Zwei-Elektronenprozessen teil [Had+006].
Der Katalysezyklus der Flavoproteine besteht aus zwei separaten Prozessen. Im ersten
Prozess werden die Reduktionsiquivalente von einem Substrat (oder Elektronendonor)
aufgenommen. Im zweiten Prozess werden die Reduktionsiquivalente dann auf ein an-
deres Substrat (oder einen Elektronenakzeptor) iibertragen. Demnach umfassen die ka-
talysierten Reaktionen immer eine reduktive Halbreaktion, in der das Flavin reduziert

wird, und eine oxidative Halbreaktion, in der das Flavin zuriick oxidiert wird [PRO1].

Das Riboflavin, auch bekannt als Vitamin Bs, ist ein Flavinderivat, das mit einer
Ribityl-Seitenkette am N-10 des Isoalloxazins kovalent verbunden ist (siche Nomenkla-
tur in Abbildung 3.1). In lebenden Organismen dient es als Vorstufe in der Synthese von
Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und FMN. Das FAD z.B. liegt in seiner reduzierten
Form (FADH™) neben einem Antennenkomplex? als priméres Koenzym in der Photo-
lyase vor. Die Photolyase ist ein Enzym, das Schiaden innerhalb von Deoxyribonucleic
acid (DNA)-Strangen (in Form von Thymine-Dimeren) Licht induziert reparieren kann.
Die Aufnahme der benétigten Energie erfolgt iiber die Absorption von blauem bzw. ul-
traviolettem Licht durch den Antennenkomplex, welcher die Anregungsenergie weiter auf
das FADH™ transferiert. Im angeregten Zustand ist das Redoxpotential des FAD her-
abgesetzt, so dass ein Elektron auf das Thymine-Dimer im aktiven Zentrum iibergehen
kann, und der DNA-Schaden behoben wird. Das Flavin wird anschliefend durch Elek-
tronentransfer von einem Tryptophan an der Enzymoberfliche in seinen reduzierten
Zustand zuriickversetzt. Die Effizienz der Reparatur hidngt dabei stark vom Abstand
zwischen den beteiligten Komponenten ab. Dieser Mechanismus konnte durch mehrere

Modellsysteme nachgestellt werden.

!Flavine haben in ihrer vollstéindig oxidierten Form eine gelbliche Farbe, wofiir man ihnen ihren Namen

gab (lateinisch: Flavus = deutsch: gelb)
2Als Antennenkomplexe liegt entweder der Pterin-Kofaktor Methylentetrahydrofolat (MTHF) oder

der Desazaflavin-Kofaktor 8-Hydroxy-5-Desazariboflavin (8-HDF') vor.
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Die Erkenntnisse iiber flavinbasierte Photoredoxsysteme in der Natur werden bereits
in der chemischen Katalyse genutzt. Somit stellen Flavine aufgrund ihrer intensiven Ab-
sorption bis hin zu 500 nm und ihrer Redoxeigenschaften im angeregten Zustand einfache
Photokatalysatoren dar, die einen Bereich des sichtbaren Lichtes gebrauchen. In vielen
Arbeiten sind Flavin katalysierte Photooxidationen [Ton+95] im préparativen Mafstab
bereits untersucht worden: Von Shinkai [Shi-+87a; Shi+87b], Fukuzumi [FKT&5; FK99;
Fuk+01] und anderen [SEP99; Mee+03; SSK08; Sch+09]. Man hat versucht, durch he-
terozyklische Substratbindungsstellen oder Flavin-Ubergangsmetallkomplexe die photo-
katalytische Effizienz und die Stabilitdt des Photokatalysators zu erhchen. Die Redoxei-
genschaften konnten durch Verédnderung der Wasserstoftbriicken ausbildenden Gruppen
des Flavinrings wie auch durch Komplexierung von Ubergangsmetallen variiert wer-
den [SHMS89; Kon+01; Gra+04; Boy+05]. Fukuzumi untersuchte Scandiumkomplexe
mit Flavin auf deren photophysikalische Parameter und schlug daraus einen Mecha-
nismus fiir den photokatalytischen Prozess vor. Des Weiteren wurden Zink-Cyclen ge-
bunden an Flavinen zur Photooxidation von Benzylalkohol [CVK04] verwendet. Die
Synthesemoglichkeiten wurden auch auf die photokatalytische Abspaltung von Benzyl-
Schutzgruppen und die Photooxidation von aktivierten Kohlenwasserstoffen durch Flavin-

tetraacetat und Blaulicht erweitert [LI{10].

Bis zu diesem Zeitpunkt sind auf Flavinsystemen basierende Photokatalysatoren un-
ter der Annahme konstruiert worden, dass unmittelbare Nihe von Substrat und Flavin-
Chromophor die Effizienz und die Selektivitidt des Photooxidationsprozesses steigert.
Diese Annahme basiert zum einen auf der von Marcus beschriebenen Abstandsabhéngig-
keit des Elektronentransfers [Mar56] und zum anderen auf Photokatalysesystemen mit
verbesserter Effizienz und Selektivitét, in denen entsprechende Bindungsstellen am Chro-
mophor vorliegen [SK06]. Die Produktquantenausbeute (PQA) der in dieser Arbeit un-
tersuchten Photooxidation bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen deuten jedoch
darauf hin, dass diese Annahme nicht allgemein giiltig ist. Es ist daher die durch Fla-
vin katalysierte Photooxidation von Benzylalkohol mit zeitaufgelosten spektroskopischen

Methoden detailliert untersucht worden.

Es wurde konkret der Mechanismus der Photooxidation von 4-Methoxybenzylalkohol
(MBA) zum entsprechenden 4-Methoxybenzylaldehyd (MBAId) unter Verwendung von
Riboflavintetraacetat (RFTA) als Katalysator studiert (sieche Abbildung 3.2). Es wur-

den reaktive Prozesse sowohl aus dem Singulett- als auch aus dem Triplett-Zustand des
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Abb. 3.2.: Schematische Darstellung der durch Flavin katalysierten Photooxidation von
4-Methoxybenzylalkohol (MBA) zum entsprechenden 4-Methoxybenzylaldehyd (MBAId).

RFTA beobachtetet. Die Zeitskalen dieser Prozesse erstrecken sich von sub-Picosekunden
bis hin zu mehreren Mikrosekunden. Die ultra-schnellen Singulett-Dynamiken wurden
von Herrn Megerle aus der Gruppe von Herrn Prof. Dr. Riedle (Lehrstuhl fiir Bio-
Molekulare Optik, Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen) mittels der Pump-Probe
(Femtosekunden Weisslichtpuls als Probe) Technik vermessen. Details zum Femtosekun-
den Spektrometer sind in [Meg+09] beschrieben. Die langsameren Triplett-Dynamiken
wurden in dieser Arbeit mit der 2D-transienten Absorptionstechnik unter Verwendung
einer Streak Camera (SC) und einer gepulsten Xe-Blitzlampe als Weisslichtquelle (sie-
he Abschnitt 2.1) durchgefiihrt. Die Kombination beider Verfahren erméglichte es, die
Photoreaktion des Flavinsystems detaillierter zu verstehen und so auch eine Hilfestel-
lung zum zukiinftigen strukturellen Aufbau fiir Photokatalysatoren mit verbesserter Lei-

stungsfiahigkeit zu geben.

3.2. Experimentalteil

Neben RFTA wurde als Katalysator auch ein Flavinderivat F-I untersucht. Beide Sub-
stanzen wurden von Mitarbeitern aus der Gruppe von Herrn Prof. Dr. Kénig (Lehrstuhl
fiir Organische Chemie, Universitat Regensburg) synthetisiert [Sch+09]. Abbildung 3.4
zeigt die jeweiligen Strukturformen. MBA und MBAId wurden von Aldrich (98 % Rein-
heit) gekauft und direkt eingesetzt. Die Losungsmittel Acetonitril (AcN) (von Roth),
bi-destilliertes Wasser (HoO) und Dimethylsulfoxid (DMSO) (von Merck) waren von

spektroskopischer Qualitat. Die stationdren Absorptions- und Emissionsspektren wurden



56 Flavin-katalysierten Photooxidation von 4-Methoxybenzylalkohol

mit einem Lambda 9a Spektrometer (Perkin-Elmer) und mit einem Fluorolog FL3-22
(Horiba Jobin Yvon) bei Raumtemperatur gemessen. Aus fritheren Studien [CVIK04]
war bereits bekannt, dass die PQA dieser Reaktion in Gegenwart von Wasser signifikant
ansteigt. Die meisten Messungen wurden daher in einer 1 zu 1 Mischung aus AcN und

Wasser durchgefiihrt.

Fiir die stationdren und zeitaufgelosten Fluoreszenzmessungen wurde eine Fluores-
zenzkiivette (10 mmx10mm) verwendet. Die optische Dichte der Proben wurde auf 0.5
eingestellt. Eine Verdiinnungsreihe bis hin zu einer optischen Dichte von 0.05 zeigte

keinerlei Unterschied in den Lebensdauern. Die Anregung der Proben erfolgte bei 450 nm.

3.2.1. Bestimmung der Produktquantenausbeuten

Die relative PQA fiir unterschiedliche MBA-Konzentrationen in AcN/HyO (50:50-v/v)
wurde iiber die schrittweise Anderung der Extinktion im Bereich von 305 bis 325 nm nach
Belichtung mit Blaulichtpulsen konstanter Dauer und Intensitdt bestimmt. Dies war
moglich, da zum einen in diesem Bereich das Produkt MBAId eine viel stiarkere Extink-
tion als das MBA aufweist, und zum anderen die Konzentration an RFTA bzw. iodiertes
Flavinderivat (F-I) iiber die Belichtungszeit von 10 mal 566 ms konstant bleibt (siehe Ab-
bildung 3.3 (A)-(C)). Die Photoanregung wurde in einer 2mm x 10 mm Quartzkiivette
durchgefiihrt. Als Anregungsquelle dienten zwei Hochleistungs-LEDs (Luxeon III Emit-
ter LXHL-PBO9Y, Philips, 300 mW bei 460 nm), welche in einem Abstand von 1cm zu
einander an den gegeniiberliegenden Seiten der Kiivette befestigt waren. Die Wegléange
fiir die Abfrage der Extinktionsénderung betrug 10 mm und fiir die Photoanregung 2 mm.
Eine am Lehrstuhl entwickelte Steuereinheit fiir die LEDs wurde verwendet, um Licht-
pulse reproduzierbarer Léange und Intensitéit zu gewéhrleisten. Die Absorptionsspektren
wurden mit einem Lambda 9a Spektrometer (Perkin-Elmer) aufgenommen. Die Tempe-

ratur innerhalb der Kiivette wurde auf 20°C thermostatisiert (sieche Abschnitte 2.2).

Fiir die Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Messungen musste beriicksichtigt
werden, dass zum einen das Absorptionsspektrum eines Chromophors sich mit der Va-
riation an eingesetztem Substrat éndert, und dass zum anderen sich die Absorptions-
spektren unterschiedlicher Chromophore unterscheiden. Daher wurde jeweils das Uber-
lappintegral zwischen dem normierten Emissionsspektrum der Anregungs-LED und dem

Absorptionsspektrum des Systems vor der Belichtung gebildet. Diese Gréflen sind pro-
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Abb. 3.3.: Bestimmung relativer Produktquantenausbeuten (PQA). Es wurde eine Sequenz

von Absorptionsspektren nach Belichtung bei 460 nm mit Pulsen von 566 ms Dauer aufgenom-

men. Die Konzentration an MBA betrug 0.5mM und an Katalysator RFTA (A) bzw. F-I

(B) 40 uM. (C) zeigt die Anderung der Flichen unterhalb der Extinktion im Bereich von

305 bis 325 nm aufgrund von Umsatz an MBAId (siehe markierte Bereiche) gegeniiber der

Belichtungszeit fiir die Messungen (A) (blaue Linie) und (B) (griine Linie). Es wurde auf die

Anzahl absorbierter Photonen korrigiert (siehe Text). Die Steigungen

zur PQA des jeweiligen Systems.

AF
Atkorr

sind proportional
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portional zur Anzahl absorbierter Photonen pro Zeiteinheit At¢. Die Uberlappintegrale
wurden anschlieBend auf das grofte vorkommende Uberlappintegral aller Messungen 4
normiert, so dass i Korrekturfaktoren f; = {0 < f; < 1} erzeugt werden. Die Belich-
tungszeiten At; wurden mit Aty ; = f;At; korrigiert. Schliellich wurden die integralen

Extinktionsédnderungen F' gegen die korrigierte Belichtungszeit tyo, fiir jedes System

AF
Atkorr

aufgetragen. Die Steigungen dieser Auftragungen sind proportional zur PQA des
jeweiligen Systems. Im Vorfeld wurde in der Gruppe von Herrn Prof. Dr. Kénig (Lehr-
stuhl fiir Organische Chemie, Universitit Regensburg) die PQA bei 2mM RFTA und
20mM an MBA zu 3% mit einer anderen Methode bestimmt [Meg-+10]. Dabei erfolgte
die Verfolgung des Umsatzes an MBAId nach definierter Belichtungszeit mit 20.2 mW
bei 443 nm iiber eine quantitative Gaschromatographie. Die in dieser Arbeit bestimmten

Werte der relativen PQA wurden auf den Wert von 3 % bei 20 mM an MBA skaliert, um

absolute Werte zu erhalten.

3.3. Resultate und Diskussion

Die Flavin basierte Photoxidation von MBA zum MBAId wurde mit stationdren und
zeitaufgelosten Messungen untersucht. Die zeitaufgelosten Spektren werden verschiede-
nen Redox- und Protonierungszustinden der beteiligten Spezies zugeordnet. Daraus wird

schliefllich ein Modell fiir den Oxidationsmechanimus postuliert.

3.3.1. Stationare Absorptionsspektroskopie

Die stationdren Absorptions- und Emissionsspektren der oxidierten Grundzustandsfor-
men von RFTA und F-I in AcN/HyO (50:50-v/v) sind in Abbildung 3.4 dargestellt.
Man erkennt in beiden Féllen eine sehr charakteristische Form, welche sehr dhnlich ist
zu bereits aus der Literatur bekannten Spektren anderer Flavinderivate [Hee82; ST96].
Beide Verbindungen zeigen drei Absorptionsbanden mit Maxima bei 446 nm, 362 nm und
268 nm im Fall von RFTA und 451 nm, 334 nm und 276 nm im Fall von F-1. Alle Banden

! was fiir einen

besitzen eine hohe Extinktion in der Gré8enordnung von 10* L mol~!cm™
7 — 7* Charakter dieser Ubergéinge spricht [[Tee82]. Der Sy — S; Ubergang ist in beiden
Fillen leicht strukturiert und lédsst drei Schwingungszustéinde im elektronisch angereg-

ten S;-Zustand erkennen. Ein Unterschied zwischen der iodierten und der nicht iodierten
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Form zeigt sich in der Aufspaltung zwischen dem S;- und dem Sy-Zustand, die in RFTA
kleiner ist als im F-I. Weiterhin zeigt F-I eine um den Faktor 1.7 héhere Extinktion
fiir den Sy — S3 Ubergang. Die Emissionspektren zeigen in beiden Féllen eine einzelne

breite Bande mit Maxima bei 529 nm bei RFTA und 539nm bei F-I. Abbildung 3.4

— MBA
— MBAId |
— RFTA

F-I ]

e /103 L mol~tem™!
Emission / a.u.

9250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Wellenldnge / nm

OMe

-

Abb. 3.4.: Stationdre Absorptionsspektren der oxidierten Formen von Riboflavintetraacetat
(RFTA, blau) und iodiertem Flavinderivat (F-I, griin), 4-Methoxybenzylalkohol (MBA, rot)
und 4-Methoxybenzylaldehyd (MBAId, schwarz) gelost in AcN/H2O (50:50-v/v). Die Emis-
sionsspektren von RFTA und F-I sind in den entsprechenden Farben und normiert auf das

jeweilige Absorptionsmaximum als gestrichelte Linie dargestellt.

zeigt weiter die Absorptionsspektren des Edukts MBA und des in der Photokatalyse
erhaltenen Produkts MBAId ebenfalls in AcN/H;O (50:50-v/v). Beide Spektren zeigen
eine einzige Bande im UV mit Maxima bei 274 nm im Fall von MBA und bei 282 nm im
Fall vom MBAId. Das Produkt MBAId hat eine um den Faktor 11 gréflere Extinktion
im Vergleich zum Edukt MBA.
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3.3.2. Photophysik des RFTA

Zunéchst wurde die Photophysik des reinen Chromophors RFTA im angeregten S;-
Zustand charakterisiert. Der Zeitbereich von einigen ps bis hin zu einigen ns wurde

mittels transienter Absorption und TCSPC abgedeckt.

Die Dynamik des Singulett-Zustand von RFTA

In Abbildung 3.5 (A) sind die transienten Absorptionsspektren von RFTA in AcN/H,0
(50:50-v/v) im Bereich von -1 bis 1000 ps nach der Anregung bei 480nm (Sy — S;
Ubergang) dargestellt. Im gesamten Zeitbereich sind drei Hauptbeitrige erkennbar, die
alle Ubergingen im RFTA zuzuschreiben sind. Zwei Banden davon zeigen eine nega-
tive Anderung in der optischen Dichte. Dabei entspricht die Bande um 440nm dem
GSB und die Bande um 550 nm der SE. Diese beiden negativen Banden sind teilweise
iiberlagert von der ESA des 'RFTA*, die ein Maximum bei etwa 360 nm aufweist (siche
Abbildung 3.5 (B)). Bezogen auf ihre Anfangsamplitude nehmen die ESA und die SE
zu etwa 15 % ab, wihrend der GSB in diesem Zeitbereich sich nicht merklich verindert
(siche Abbildung 3.5 (C)). Bei Annahme, dass das 'RFTA* ausschlielich in den Grund-
zustand zerfillt, wéire bezogen auf die jeweilige Anfangsamplitude eine proportionale
Abnahme aller spektralen Beitrédge zu erwarten. Die Tatsache, dass der GSB langsa-
mer zuriickgeht als die SE und die ESA, deutet jedoch auf einen nicht vollstdndigen
Ubergang vom 'RFTA* in den Grundzustand hin. Der S;-Zustand zerfillt demnach
zusitzlich in eine weitere Spezies X. Die Lebensdauer des Si-Zustands lésst sich durch
einen mono-exponentiellen Fit an eine Zeitspur bei A = 550 nm (SE-Signal) abschétzen
zu T = (6.7 £ 1) ns. Eine genaue Bestimmung der S;-Lebensdauer erfolgte iber Mes-
sung der Fluoreszenzlebensdauer von RFTA in AcN/H50(50:50-v/v) und in AcN/DMSO
(98:2-v/v) mittels TCSPC. Man findet in beiden Fillen einen Wert von (6.0 £ 0.02) ns,
welcher sehr dhnlich zu anderen Flavinen in Losung ist [Wei+08]. Aus den Zeitverlaufen
ging bereits hervor, dass der S;-Zustand nicht vollstéindig in den Grundzustand iibergeht
sondern zu einem gewissen Teil auch in eine Spezies X. Um einen Hinweis iiber das Spek-

trum dieser Spezies zu erhalten, wurde ein globaler exponentieller Fit an die Datenmatrix
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Abb. 3.5.: (A): Falschfarbendarstellung der 2D transienten Absorptionsdatenmatrix ge-
messen an 0.5mM RFTA in AcN/H30(50:50-v/v) Losung nach Anregung bei 480nm. Die
Verzogerungszeit ist zwischen -1 ps und 1 ps linear und zwischen 1 ps und 1000 ps logarithmisch
dargestellt. (B): Spektrum bei At = 300 fs. (C): Zeitverldufe bei verschieden Wellenldngen ent-

sprechend der gestrichelten Linien in (A).
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durchgefiihrt®. Dabei wurde zum einen angenommen, dass der S;-Zustand mit der zuvor
bestimmten Rate fiir die Fluoreszenzlebensdauer (14) ™' = 166.4 x 10°s™! zerfillt. Zum
anderen wurde fiir die Zerfallsrate der Spezies X kx < (7q) ! angenommen, so dass auf
der Zeitskala der Messdaten kx = 0 gesetzt werden kann. Es ergaben sich die beiden in

Abbildung 3.6 dargestellten DADS. Das Spektrum mit der Lebensdauer fiir den Zerfall

Wellenzahl / x10% cm™!
32 30 28 26 24 22 20 18 16 14

A mOD

—2—— At =300fs -
DADS:
(’TFL)il =166.4 x 10°s~!
— kx = 0s~!

—4

| . | . | . | . |
300 350 400 450 500 600 700
Wellenldnge / nm

Abb. 3.6.: DADS aus dem globalen Fit. Die schwarze Linie zeigt das Spektrum bei At = 300 fs

nach der Anregung.

des S;-Zustands (griine Linie) hat eine hohe Ahnlichkeit mit dem Spektrum gemessen
bei ¢t = 300fs nach der Anregung (schwarze Linie). Dennoch sind Unterschiede zu er-
kennen. Die negative Amplitude des GSB ist bezogen auf die positive Amplitude der
ESA deutlich reduziert. Des Weiteren ist die Amplitude der SE bezogen auf die ESA
weiter herabgesunken. Dies zeigt an, dass die ESA sowohl in den Grundzustand als auch

in eine langwellig von 500 nm absorbierende Spezies iibergeht. Die spektrale Struktur

3Fiir eine ausreichend gute Beschreibung der Daten waren zwei weitere Exponentialfunktionen not-
wendig. Eine Funktion beschreibt dabei das koherente Artefakt am Zeitnullpunkt mit 7 ~ 10 fs. Eine
weitere Komponente mit 7 = 1.2 ps hat nur einen kleinen Beitrag und lésst sich der Relaxation des
RFTA und seiner Losungsmittelumgebung zuschreiben. Derartige Prozesse sind bereits am System
von Riboflavin in Wasser und in DMSO charakterisiert worden und liegen bei diesem System im
Bereich von 0.5-0.9 ps [Wei+08]. Eine detailliertere Analyse dieser Prozesse liegt nicht im Rahmen

dieser Arbeit und wurde nicht weiter verfolgt.
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dieser Spezies ist vom starken SE-Signal iiberlagert und kann daher in diesem DADS
nicht beobachtet werden. Das DADS zu kx = 0 (blaue Linie) besitzt hingegen eine breite
Absorptionsbande im Bereich von 500 bis 700 nm mit zwei lokalen Maxima. Zudem ist
ein steileres Ansteigen der Extinktion bei A < 350nm im Vergleich zum ersten DADS
zu erkennen. Die Form der Absorptionsbande im Bereich von 500 bis 700 nm ist d&hnlich
zu publizierten Triplett-Spektren anderer Flavinderivate [ST96; Mel-+99]. Beriicksichtigt
man, dass auf dieser Zeitskala die Population dieses Zustands < 15% der angeregten
Molekiile betrégt (Die Amplitude der ESA nimmt nur zu 15% ab), so ist eine Klérung
der spektralen Charakteristika und folglich eine genaue Zuordnung dieser Spezies an

dieser Stelle noch nicht moglich.

Die Dynamik des Triplett-Zustand von RFTA

Im Bereich von -1 bis 1000 ps deutete sich in der TA von RFTA bereits die Bildung
des Triplett-Zustands *RFTA an. Zur Messung der genauen spektralen Signatur des
Triplett-Zustands wurden daher Messungen an reinem RFTA in AcN/Hy0 (50:50-v/v)
mit dem SC Aufbau durchgefiihrt. In Abbildung 3.7 (A) ist die 2D-TA-Datenmatrix
dargestellt. Neben dem starken Laser- und Fluoreszenz-Signal (weifler Bereich in Ab-
bildung 3.7 (A)), welches die Zeitauflosung des Experimentes widerspiegelt, ist in den
Daten nach der Anregung eine deutliche positive Absorption zum einen im Bereich von
300 bis 410 nm und zum anderen im Bereich von 500 bis 750 nm zu finden. Im Bereich
von 410 bis 500 nm ist das GSB zu erkennen. Die in Abbildung 3.7 (B) dargestellten zeit-
lichen Schnitte bei 700 nm (représentativ fir die Ty — T,-Absorption) und bei 435 nm
(reprisentativ fiir das GSB) zeigen deutlich, dass die positive und die negative TA auf
der gleichen Zeitskala von etwa 4 us wieder in die Grundlinie abgeklungen sind. Aus
diesem Grund wurde fiir die Analyse der Datenmatrix ein mono-exponentielles Modell
verwendet?. Es wurde das in Abbildung 3.7 (C) (schwarze Linie) dargestellte DADS mit
einer Lebensdauer von 1.3 us erhalten. Dieses Spektrum besitzt deutlich unterschiedli-
che Charakteristika im Vergleich zum S; Spektrum, welches kurz nach der Anregung bei
den Femtosekundenexperimenten erhalten wurde (At = 300 fs, graue gestrichelte Linie

in Abbildung 3.7 (C)). Im Vergleich zum S;-Spektrum zeigt es langwellig von 500 nm ei-

4Der Bereich der schnellen Fluoreszenz wurde in einem Fall mit einer zusétzlichen Exponentialfunktion
gefittet und in einem anderen Fall herausgeschnitten und in der Summe der kleinsten Fehlerquadra-
te nicht mitberiicksichtigt. In beiden Féllen wurde das gleiche Resultat fiir die langlebige Spezies

erhalten.
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Abb. 3.7.: (A): Falschfarbendarstellung der 2D-TA-Datenmatrix gemessen an 40 uM RFTA
in AcN/H20(50:50-v/v) Losung nach Anregung bei 450 nm. (B): Zeitschnitte bei verschiedenen
Wellenlédngen entsprechend der gestrichelten Linien in (A). (C): DADS aus dem globalen Fit.
Die graue gestrichelte Linie zeigt das Spektrum bei ¢ = 300fs nach der Anregung aus dem
Femtosekundenexperiment. (D): Triplett-Spektrum generiert durch Addition eines Bruchteils
a des GZ-Spektrums (schwarze Linie) und anschlieBender Skalierung auf den Extinktionsko-
effizienten des GZ-Spektrums. Das Spektrum mit a = 0.375 (griine Linie) zeigt die grofite
Ahnlichkeit zu publizierten Triplett-Spektren dhnlicher Flavinderivate [ST96; Mel+99].
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ne breite Absorptionsbande mit drei lokalen Maxima. Addiert man auf dieses Spektrum
etwa 37.5 % des GZ-Spektrums, so erhélt man eine gute Ubereinstimmung mit den pu-
blizierten Triplett-Spektren &hnlicher Flavinderivate [ST96; Mel499]. Somit kann dieses
SAS dem *RFTA zugeschrieben werden. Die lokalen Maxima liegen bei 380, 500, 645 und
704nm. Die Ratenkonstante von 7.7-10°s~! spiegelt das diffusionskontrollierte Loschen
des Triplett-Zustands durch Sauerstoff wieder. Dieser Wert ist auch vergleichbar mit

Werten, die an dhnlichen Flavinsystemen gemessen wurden [LLBS04; Mar+02; Bra+04].

Nach Entgasung mittels vier Zyklen von ,,Freeze Pump and Thaw”® (Vakuum beim
abpumpen betrug ~ 10~ mbar) sollte die intrinsische Lebensdauer des SRFTA gemessen
werden. Allerdings wurde keine mono-exponentielle Dynamik des Tripletts mehr beob-
achtet. In Abbildung 3.8 sind die Messergebnisse im Vergleich zur nicht entgasten Probe
dargestellt. Man beobachtet &hnliche spektrale Beitriage in beiden Datensétzen. In Abbil-
dung 3.8 (A) erkennt man eine positive Absorption in den Bereichen 300 bis 400 nm und
500 bis 750 nm und eine negative Absorption im Bereich von 410 bis 500 nm. Die Signatu-
ren sind im Fall Oo-freier Losung jedoch auf einem viel grofieren Zeitbereich (> 100 ps)
zu beobachten. Die positive Absorption im Bereich um 700nm ist bereits nach etwa
60 us vollstéandig abgeklungen. Im Bereich von 360 nm wird hingegen zuerst ein schneller
Anstieg der Absorption gefolgt von einem langsameren Abfallen beobachtet. Dieses lang-
same Abklingen geht iiber das Messzeitfenster hinaus (siehe Abbildung 3.8 (C1) und
(C4)). Der GSB bei 440 nm und eine positive Absorption bei 520 nm bleiben ebenfalls
tiber das Messzeitfenster hinaus existent (siche (C2) und (C3) in Abbildung 3.8). Die
Dynamik - von der schnellen Fluoreszenz abgesehen - innerhalb der Datenmatrix lasst
sich mit drei Exponentialfunktionen gut beschreiben. Die entsprechenden DADS sind in
Abbildung 3.8 (D1)-(D3) (schwarze Linien) dargestellt. Es ergeben sich Lebensdauer
von 71 = 12us, 75 = 25us und 73 = 118 us. Das DADS mit 7, = 25 us hat eine hohe
Ahnlichkeit zum DADS, das aus einer Messungen in Anwesenheit von O, erhalten wurde.
Es scheint sich dabei um den intrinsischen Zerfall des Tripletts in den Grundzustand zu
handeln. Das mit 12 ps schnellste der drei DADS zeigt drei Abweichungen im Vergleich
zum DADS mit 7 = 25 us. Erstens weist die breite positive Absorptionsbande von 500
bis 750 nm hier eine konstant gleiche Amplitude auf. Zweitens ist sowohl das Maximum
der positiven Absorptionsbande bei 383 nm auf 401 nm als auch das Minimum der nega-

tiven Absorptionsbande bei 444 nm auf 460 nm rot verschoben. Und drittens zeigt sich

5Es wurde ein Aufbau verwendet, der in der Gruppe von Herrn Prof. Dr. Yersin installiert wurde.

Details sind in der Dissertation von Herrn Dr. Rausch zu finden [Raull].
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Abb. 3.8.: Falschfarbendarstellung der 2D-TA-Matrix gemessen an 40uM RFTA in
AcN/H20(50:50-v/v) Losung nach Anregung bei 450 nm im 100 ps-Fenster.(A): Nicht entgast.
(B): Entgast. ((C1)-(C4)): Vergleich der Zeitschnitte bei verschieden Wellenléngen entspre-
chend der gestrichelten Linien in (A). ((D1)-(D3)): DADS aus den jeweiligen globalen Fits.

Schwarze Linie: Entgast. Graue Linie: Nicht entgast.
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um 350 nm eine neu auftretende negative Bande. Dieses Spektrum zeigt den Zerfall des
Tripletts in eine oder mehrere neue Spezies an. Das DADS mit der langsten Lebensdauer
von 118 ps hat eine positive Bande bei 366 nm, eine negative Bande bei 444 nm und eine
weitere breite positive Bande im Bereich von 490 bis 650 nm mit einem lokalen Maxi-
mum bei 506 nm. Die breite Absorptionsbande weist nur etwa ein Drittel der Extinktion
im Vergleich zur Bande bei 366 nm auf. Die vorhandenen spektralen Charakteristika
lassen durch Vergleich mit Literaturdaten bereits auf die Bildung des 2RFTA®~ schlie-
Ben [HPP79; STI6]. Bemerkenswerterweise wird das Radikalanion trotz einer wéssrigen
Umgebung in Form von AcN/H50 (50:50-v/v) innerhalb des Messzeitfensters von 100 us

nicht protoniert.

Eine Reaktion mit dem Losungsmittel scheint unwahrscheinlich, und daher muss die
Reduktion der 2RFTA-Spezies aus einem bi-molekularen Prozess entweder mit einem
weiteren *RFTA oder mit einem RFTA im Grundzustand heraus stattfinden. Weitere
Messungen am sauerstofffreien System mit unterschiedlichen Anregungsenergien zeigten,
dass das Abklingverhalten des Triplett-Zustands von seiner transienten Konzentration
abhéngt (siehe Abbildung 3.9), was die Annahme einer bi-molekularen Reaktion zwei-

er SRFTA weiter bestirkt. Bei einem Elektronentransfer (eT)-Prozess zwischen zwei
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Abb. 3.9.: Messungen an 40 uM RFTA in entgaster AcN/H30(50:50-v/v) Losung nach An-
regung bei 450nm im 100 ps-Fenster fiir die Anregungsenergien 3, 5 und 10mJ pro Puls.

Dargestellt sind normierte Bandenintegrale im Spektralbereich von 700 bis 720 nm.

SRFTA-Spezies wire ein Ionenpaar bestehend aus 2RFTA®~ und 2RFTA®* die denkba-
re Folge. Beide Spezies besitzen Absorptionsbanden im sichtbaren Spektralbereich mit

Extinktionskoeffizienten gleicher Gréfenordnung und miissten demzufolge beobachtbar
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sein [ST96; LMNI11]. Vom Flavin Radikalkation ist bekannt, dass die Lebensdauer in
wiassriger Losung im Bereich von 10 bis 15 us liegt. Dies liefert eine mogliche Erkléarung
dafiir, dass in den DADS die spektralen Charakteristika des Kations im Zeitfenster von

100 us nicht deutlich ersichtlich sind.

3.3.3. Produktquantenausbeute in Abhangigkeit der

Substartkonzentration

In stationdren Messungen wurde die PQA der photokatalytischen Reaktion vom MBA
zum MBAId in Abhéngigkeit der Substratkonzentration untersucht. In Abbildung 3.10
ist die PQA im Konzentrationsbereich von 1 bis 500 mM dargestellt. Fiir einen produk-

3+ oOo 7
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Abb. 3.10.: PQA der Bildung von MBAId in Abhé#ngigkeit der eingesetzten Konzentration an
MBA. Es wurde in AcN/H20(50:50-v/v) gemessen und RFTA als Photokatalysator eingesetzt.

tiven Prozess aus dem Singulett wiirde man erwarten, dass die PQA monoton bis auf
einen konstanten Wert ansteigt [FIKT85; FIX99; Fuk+01]. Allerdings ergibt sich in die-
sem System ein anderes Verhalten mit einem Maximum der PQA von 3% bei 20 mM an
MBA. Sowohl fiir hohere als auch fiir kleinere Konzentrationen fallt die PQA deutlich
ab.
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3.3.4. Sehr schneller nicht produktiver Photozyklus

Zu Beginn wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Konversion vom Alkohol zum Alde-
hyd besonders effizient wird, wenn das Substrat MBA mit dem Photokatalysator RETA
in unmittelbaren Kontakt steht. Die Untersuchungen der PQA widersprachen dieser An-
nahme jedoch bereits. In den ersten Femtosekundenexperimenten sollte dem Grund fiir

die abfallende Effizienz der PQA nachgegangen werden.

Femtosekundendynamik von RFTA in reinem MBA

Der Schmelzpunkt von MBA liegt im Bereich von 22-25°C. Zugabe von 2mM RFTA
fithrt aber bereits zu einer ausreichenden Schmelzpunkterniedrigung, so dass bei Raum-
temperatur eine hoch viskose Losung hergestellt werden konnte. So konnten transiente
Absorptionsmessungen bei Raumtemperatur in einer Durchflusskiivette ohne Zugabe
von Losungsmitteln durchgefithrt werden. In Abbildung 3.11 (A) sind die transienten
Absorptionsspektren von RFTA in reinem MBA im Bereich von -1 bis 1000 ps nach der
Anregung bei 480 nm dargestellt. Man erkennt drei Hauptbeitriage in diesen Spektren,
die alle @hnlich derer aus der Messung von RFTA in AcN/H,0O (50:50-v/v) sind (siehe
Abbildung 3.11 (A)). Auch hier kénnen alle Banden Ubergéingen des RFTA zugeschrie-
ben werden. Das GSB liegt bei 450 nm, die SE bei 560 nm, und die ESA hat ihr Maximum
bei etwa 370 nm. Die kleinen Unterschiede in der Form und Lage der Banden im Ver-
gleich zur Situation von RFTA in AcN/H50O (50:50-v/v) konnen der hoheren Polaritét
des MBA zugeschrieben werden [Rei04]. Abbildung 3.11 (A) ist weiter zu entnehmen,
dass all diese Signaturen innerhalb von ca. 100 ps wieder zuriick in die Grundlinie lau-

fen. Dieses deutet auf eine vollstdndige Deaktivierung zuriick in den Grundzustand des

RFTA.

Die SE bei etwa 560 nm weist eine zusétzliche signifikant schnellere Dynamik auf als
die Riickkehr des Grundzustands bei etwa 450nm und der Zerfall der ESA bei etwa
370nm. Abbildung 3.11 (B) zeigt dies deutlich am Vergleich der Schnitte bei 450 nm
und 560 nm. Das schnelle Abklingen (einige ps) der SE geht einher mit einer erkenn-
baren Rotverschiebung der transienten Absorptionsbande um etwa 10nm. Eine merk-
liche Grundzustandsriickkehr ist auf dieser Zeitskala jedoch nicht zu beobachten. Das
transiente Spektrum des angeregten Zustands nach dem schnellen Loschen der Fluores-

zenz (At = 10ps) ist mit Ausnahme kleiner Verschiebungen und der fehlenden Bande
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Abb. 3.11.: (A): Falschfarbendarstellung der 2D transienten Absorptionsdatenmatrix ge-
messen an 2mM RFTA in MBA nach Anregung bei 480 nm. Die Verzogerungszeit ist zwischen
-1ps und 1 ps linear und zwischen 1 ps und 1000 ps logarithmisch aufgetragen. (B): Zeitschnit-
te bei verschieden Wellenléngen entsprechend der gestrichelten Linien in (A). (C-D): DADS
aus dem globalen Fit. In D ist zusétzlich das transiente Absorptionsspektrum zum Zeitpunkt

At = 140 fs hinterlegt (graue Linie).
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der SE sehr &hnlich dem anfénglich gemessenen transienten Spektrum des S;-Zustands
(At = 140fs). Ein globaler Fit mit einem bi-exponentiellen Modell lieferte eine sehr
gute Ubereinstimmung mit den Daten®. Die resultierenden DADS mit Lebensdauern
von 2.4 und 40 ps sind in Abbildung 3.11 (C) und (D) dargestellt. Die schnelle Kom-
ponente weist einen deutlichen Beitrag nur in der Bande der SE auf, nicht aber im
Bereich des GSB. Letzterer ist dagegen nur in der langsamen Komponenten zu finden.
Die Ahnlichkeit zum transienten Spektrum des S;-Zustands bei At = 140fs ist mit
Ausnahme der fehlenden SE auch in der langsamen Komponente zu erkennen. Eine
derartige Situation kann durch einen Loschmechanismus erklédrt werden, in dem ein eT
zum angeregten Chromophor stattfindet. Das in Abbildung 3.12 dargestellte vereinfachte
Orbitalbild illustriert diesen Deutungsversuch. Der S;-Zustand sei ndherungsweise wie-
dergegeben durch die Anregung eines Elektrons aus dem Highest Occupied Molecular
Orbital (HOMO) in das dariiber liegende Lowest Unoccupied Molecular Orbital (LU-
MO). Das beobachtete transiente Spektrum des S;-Zustandes ergibt sich dann entweder
aus den Ubergiingen ausgehend vom einfach besetzten LUMO oder durch Anregung
tiefer gelegener HOMOs in das einfach besetzte HOMO, so dass das ,,Loch” weiter her-
abgesetzt wird. Kommt es zu einem eT vom umgebenden MBA in das halb besetzte
HOMO des angeregten RFTA, werden in erster Naherung die hoheren nicht besetzten
Orbitale kaum beeinflusst. Darauthin wird sich das transiente Spektrum entsprechend
auch nur geringfiigig &ndern. Die beobachteten spektralen Signaturen stimmen auch gut
mit dem bereits aus der Literatur bekannten Absorptionsspektrum des Flavinradikala-
nions iiberein [ST96]. Im Bereich um etwa 440 nm wiirde man eine schwache Signatur
des Radikalkation 2MBA®" erwarten [Bac+96; BBS97; BBS99], diese ist jedoch von
dem viel stirkeren Ausbleichen des Grundzustands des RFTA iiberlagert und daher
spektroskopisch nicht beobachtbar. Des Weiteren werden keinerlei Signale bei ldngeren
Verzogerungszeiten beobachtet, was auf eine vollstdndige Rekombination schlieflen lésst.
Im letzten Schritt kommt es somit zu einem riick-Elektronentransfer (r-eT) zuriick auf
das 2MBA®* aus dem Singly Occupied Molecular Orbital (SOMO) des 2RFTA®~, und

beide Molekiile befinden sich wieder in ihren Grundzustianden.

Offensichtlich durchléuft das RFTA in reinem MBA einen nicht produktiven Zyklus.
Denn nach einem schnellen €T (2.4ps) vom MBA in den S; des RFTA folgt direkt

ein ebenfalls schneller r-eT, der die Reaktanten in ihre Grundzustdnde zuriickfiihrt.

SFiir eine ausreichend gute Beschreibung der Daten war eine weitere Exponentialfunktion notwendig,

die das koherente Artefakts am Zeitnullpunkt mit 7 = 10 fs beschreibt.
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Abb. 3.12.: Vereinfachtes Orbitalbild als Deutungsversuch fiir die schnelle Léschung des
RFTA S;-Zustands in reinem MBA. Nach Photoanregung (hr) wird der Sy iiber einen HO-
MO?LUMOP-Ubergang gebildet. Das transiente Spektrum ergibt sich dann entweder aus den
Ubergiingen ausgehend vom einfach besetzten LUMOP oder durch Anregung tiefer gelegener
HOMO?s in das einfach besetzte HOMO?, so dass das ,,Loch” weiter herabgesetzt wird. In
erster Niherung seien diese Uberginge nicht beeinflusst nach einem zusétzlichen eT in das
einfach besetzte HOMO®? des Si1-Zustandes, so dass sich das transiente Spektrum kaum dndert.

Schliefllich kommt es zu einem r-eT zuriick aus dem SOMOC in den Grundzustand.

®Highest Occupied Molecular Orbital (HOMO)
b Lowest Unoccupied Molecular Orbital (LUMO)
¢Singly Occupied Molecular Orbital (SOMO)

Auch geht aus diesen Daten hervor, dass in reinem MBA als Losungsmittel der Triplett-
Zustand 3RFTA keinerlei Rolle spielt. Die von Riboflavin in HyO bekannte ISC Ra-
te [STMOS; IPHO3] von 7.37 x 107 s™! liegt némlich etwa drei Gréflenordnungen unter-
halb der konkurrierenden Lischrate ~(2.4ps)™! fiir den S;-Zustand. Somit verhindert
die schnelle Riickreaktion weitere Elektron- und Protontransferreaktionen, welche auf
dem Weg vom Alkohol zum Aldehyd erforderlich wéren. Dementsprechend wird selbst
nach Langzeitbelichtung kein Umsatz von MBA zum MBAId beobachtet.

Lebensdauer von 'RFTA in Abhingigkeit der MBA-Konzentration

Im néchsten Schritt wurde AcN/HyO (50:50-v/v) als Losungsmittel verwendet, um

RFTA und MBA in gewiinschten Konzentrationen zu lésen. Durch die Variation der
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Konzentration an MBA war es nun moglich, den mittleren Abstand zwischen den Reak-
tionspartnern einzustellen. Da eT-Prozesse eine starke Abstandsabhéngigkeit besitzen,
war eine deutliche Abnahme der entsprechenden Raten mit abnehmender Konzentration

zu erwarten.

Die TA-Spektren des RFTA in Losung im Bereich bis zu 1 ns nach der Anregung sind
sehr &hnlich zu denen in reinem MBA. Sie enthalten die gleichen Signaturen: Die starke
ESA-Bande um 360 nm, die negative GSB-Bande um 440 nm und die negative SE-Bande

um 550 nm.

In der Abwesenheit von MBA erlaubte das Zeitfenster von 1ns nur die Beobachtung
des Beginn eines langsamen Zerfalls aller Signale, welcher den Zerfall des S;-Zustands
anzeigt. Dieser ist in Abschnitt 3.3.2 bereits diskutiert worden. Mit zunehmender Zuga-
be von MBA in Konzentrationen von mehreren Hundert mM zerfallen alle Signaturen
zunehmend schneller. So ist z.B. die Amplitude bei einer Verzégerung von 300 ps im Fall
von 400 mM MBA bereits auf 50 % abgefallen bezogen auf den anfinglichen Wert direkt
nach der Anregung (siehe Abbildung 3.13). Im Unterschied zu der Situation in reinem
MBA zerfallt die SE-Bande nun auf der gleichen Zeitskala wie alle anderen Signaturen.
Der Grund dafiir ist, dass die Reaktion zwischen 'RFTA* und MBA einen zweistufigen
Prozess darstellt, da sich die Reaktionspartner aus einer groflien Entfernung durch Diffu-
sion zuerst ndher kommen miissen, bevor der eT-Prozess und alle weiteren Schritte aus
der nahen Konfiguration heraus stattfinden konnen. Bei nicht extrem hohen Konzentra-
tionen an MBA (< 1M) ist die Rate fiir die Bildung eines entsprechenden Paares von
'RFTA* und MBA viel kleiner als die Rate erster Ordnung 'k.p = (2.4ps)™! des eT-
Prozess und auch als die Rate k.t = (40 ps)~! des r-eT-Prozess (siche Abschnitt 3.3.4).
Dies zeigt, dass der eT von der diffusionslimitierten Bildung des 'RFTA*-MBA-Paares
abhingt. Dies fiithrt wiederum zur unproduktiven Deaktivierung des 'RFTA* durch
einen eT-Zyklus wie in reinem MBA. Das Fehlen jedweder Produktsignale bei langen
Verzogerungszeiten fiir die hochsten Konzentrationen an MBA bestétigt dieses Modell.
Diffusionskontrollierte Loschung von angeregten Zusténden kann mit einem Modell be-
schrieben werden, das auf SMOLUCHOWSKY zuriickgeht. Die mathematische Beschrei-
bung dieses Models ist in [Ric85] zu finden. Es wurde daraufhin eine quantitative Mo-
dellierung an Bandintegralen iiber die Transienten an individuellen Wellenléngen durch-
gefiihrt. Fiir kleine Konzentrationen an MBA konnte eine gute Ubereinstimmung des Dif-

fusionsmodells mit den transienten Daten erreicht werden. Bei hohen Konzentrationen
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Abb. 3.13.: Zerfall der ESA-Bande (A) und der SE-Bande (B) von RFTA in AcN/H,0
(50:50-v/v) fur die entsprechenden Konzentrationen an MBA wie in (A) abgebildet. Die Da-
ten wurden normiert auf die anfangliche Amplitude nach der Photoanregung. Die Zeitschnitte
wurden durch Integration {iber die Bande von 300 bis 409 nm fiir die ESA und iiber die Bande
von 525 bis 625nm fiir die SE ermittelt (offene Kreise). Die Fitfunktion entspricht dem Dif-
fusionsmodell nach Gleichung 3.1 (rote Linien). Die Verzogerungszeit ist zwischen -1 und 1 ps

linear und zwischen 1 und 1000 ps logarithmisch.

an MBA zeigte sich aber eine zusétzlich schnelle Komponente in der RFTA-Dynamik. Da
die SMOLUCHOWSKI-Theorie bereits eine obere Grenze fiir die Reaktionsrate bei Kon-
takt darstellt [Sre+09], kann dies nicht aufgrund der vereinfachenden Annahmen der
Diffusionsfitfunktion sein. Fiir eine konsistente Modellierung bei allen Konzentrationen
an MBA wurde daher ein exponentieller Term mit einer ps-Abklingzeit zu der Fitfunk-
tion hinzu addiert. Die Diffusionsdynamik in allen drei Hauptbanden (ESA; GSB und
SE) konnte dadurch fiir eine gegebene Konzentration an MBA mit einem gemeinsamen

Satz an Parametern beschrieben werden. Die verwendete Fitfunktion lautet

2R
AOD™ (1) = Aggex {—k: t — 103 Nad7m Ryw D[MBA (1 + —= ) t}
( ) diff €XP a A [ ]0 \/m

+Afast eXP(—k’fastt); (31)

wobei N die AVOGADRO’sche Konstante, D die Diffusionskonstante, [MBA], die einge-
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setzte Konzentration an MBA und R, der Wechselwirkungsradius sind. Agg ist der
Anteil des diffusionskontrollierten Prozesse’. Der Anteil der Amplitude Agg nimmt

mit der Konzentration an MBA zu (siche Tabelle 3.1). Sie wird daher vor-assoziierten

[MBA] / [mM] 100 200 400 800 1600

Atast 0.05 0.06 0.09 0.16 0.25

Aqig

D/ [AQ-ns—l] 160 130 110 100 90

AcN/DMSO
(98:2-v/v)

7/ [ps] 1100 740 420 230 87
2 /%) 18 12 70 38 15
Rt 0.07 017 032 057 095 _ =
D/ [Az-ns*l] 50 60 56 52 42 T 3
< / [ps] 1400 700 310 120 45 & 2
e /(%] 22 12 52 20 0.7 -

Tab. 3.1.: Resultate der Fits mit dem Diffusionsmodell an die Femtosekunden TA-Daten fiir
unterschiedliche Konzentrationen an MBA in zwei Losungsmittelsystemen. Der exponentielle
Beitrag von vor-assoziierten Aggregaten ergibt et (SE) = 4.5ps (e€T) und 7,5 (ESA) = 36 ps
(r-eT) in AcN/DMSO(98:2-v/v) und Teast (SE) = 0.9ps (€T) und 7ast (ESA) = 6.4 ps (r-€T) in
AcN/H50(50:50-v/v). Die resultierenden Wechselwirkungsradien sind 3.8 A und 6.0 A.

RFTA-MBA-Aggregaten zugeschrieben [Sre+09; Pan-+08]. Diese sind unabhéngig von
der Konzentration an MBA und liegen in der GroBlenordnung zu der Situation des RFTA
in reinem MBA. Bei einer vergleichbaren Messreihe in AcN/DMSO (98:2-v/v) stehen
die Lebensdauern fiir die vor-assoziierten RFTA-MBA-Aggregate sogar in sehr guter
Ubereinstimmung zu den Abklingzeiten fiir den eT (0.9 ps gemessen an der SE-Bande)
und den r-eT (6.4 ps gemessen an der ESA-Bande), die in reinem MBA gemessen wur-
den. Aus dem relativen Anteil an Aggregaten bei unterschiedlichen Konzentrationen an
MBA kann man eine Assoziationskonstante von K = 0.6M™! fiir den RFTA-MBA-
Komplex in AcN/H50 (50:50-v/v) berechnen. Dieser Wert ist kleiner als die schwache
Assoziationskonstante um 1 M™!, die fiir andere aromatische Molekiile d#hnlicher Grofle
in AcN ermittelt wurde [CI01]. In AcN/DMSO (98:2-v/v) ergab sich eine um den Faktor
drei kleinere Assoziationskonstante. Man kann annehmen, dass ein hydrophober Effekt

die Triebkraft fiir die Aggregation ist. Die charakteristischen Zeiten fiir den eT (4.6 ps

"Die intrinsische Lebensdauer (kg)~! des RFTAs steht in Konkurenz mit der diffusionskontrollierten

Reaktion mit MBA.
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gemessen an der SE-Bande) und den r-eT (36 ps gemessen an der ESA-Bande) sind in
AcN/DMSO grofer als in AcN/H;O (50:50-v/v). Eine Erklarung dafiir kann die In-
teraktion mit den Wassermolekiilen iiber Wasserstoftbriicken sein, die eine bevorzugte

Orientierung des MBA zum RFTA innerhalb der Aggregate favorisieren.

Des Weiteren zeigt sich eine Abnahme der Diffusionskonstanten nach Zugabe von
MBA. Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass die Viskositdt mit zunehmender
Konzentration an MBA zunimmt. Die Diffusionskonstanten sind in AcN/DMSO (98:2-
v/v) um den Faktor zwei grofer als in AcN/H0 (50:50-v/v). Das kann man so deuten,
dass RFTA und MBA wahrscheinlich von einer Losungsmittelschicht umgeben sind. Eine
verlangsamte Diffusion des MBAs durch die letzte Losungsmittelschicht, die das RFTA

umgibt, mag ebenfalls zu diesem Effekt beisteuern [Pan-+08].

Der Wechselwirkungsabstand R, ist, wie erwartet, in den jeweiligen Systemen fiir
unterschiedliche Konzentrationen an MBA innerhalb der Genauigkeit des Experiments
konstant. In AcN/DMSO (98:2-v/v) betrigt dieser 3.8 A und in AcN/H,0 (50:50-v/v)
6 A. Der groBere Wechselwirkungsabstand steht zusétzlich im Einklang zur Deutung,
dass REFTA in AcN/H50 (50:50-v/v) mit Losungsmittelmolekiilen umgeben ist [BMS0].
Interessanterweise ist der Wechselwirkungsabstand in beiden Fillen deutlich kleiner als
die Summe der molekularen Radien von RFTA und MBA. Dies deutet darauf hin, dass
eine spezifische Orientierung - wahrscheinlich Fliache zu Fléche der aromatischen Ein-

heiten - fiir einen effizienten €T benétigt wird [BMS0; All4-00].

In einem weiteren Schritt wurde eine effektive Fluoreszenzlebensdauer 7.4 aus den
normierten Integralen iiber die Anderung im Signal AOD(SE, ) im spektralen Bereich
der SE-Bande tiber

o0

/ AOD(SE, t)d (3.2)

t=0

T eff =

AOD SE 0)

bestimmt, um auf diese Weise eine mittlere Grofle fiir die Reaktionsdynamik bei un-
terschiedlichen Konzentrationen an MBA in beiden Losungsmittelgemischen zu gewin-
nen [BSBVO05]. Man erkennt fiir hohe MBA-Konzentrationen das 7q ¢ in AcN/DMSO
(98:2-v/v) grofler ist als in AcN/Hy0 (50:50-v/v). Mit sinkender MBA-Konzentration
wird dieser Unterschied kleiner. Fiir Konzentrationen unterhalb von 400 mM kehren sich
die Verhéltnisse um. Dies bedeutet, dass bei sehr hohen Konzentrationen an MBA der
Anteil der Aggregate iiberwiegt, wenn Wasser vorhanden ist, und dass dadurch das

'RFTA stirker geloscht wird. In der verdiinnten Situation (¢(MBA) < 400mM) ist die
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Loschung der 'RFTA-Molekiile dann iiberwiegend durch die Diffussionsgeschwindigkeit

bestimmt, welche in Anwesenheit von Wasser kleiner ist.

Unterhalb einer MBA-Konzentration von 100 mM kann der Beitrag der RETA-MBA-
Aggregate schliellich vollig vernachléssigt werden, so dass nur noch die Geschwindigkeit
der Diffusion mafigeblich ist. Die kleinere Diffusionskonstante in wéssriger Umgebung

fithrt dann zu einer langsameren Fluoreszenzlebensdauer als es in AcN/DMSO (98:2-

v/v) der Fall ist.

Die Abhiingigkeit der 'RFTA-Lebensdauer von der MBA-Konzentration in AcN/H,O
(50:50-v/v) wurde zusétzlich mit TCSPC vermessen. In Abbildung 4.3 sind die Fluores-
zenzabklingkurven von RFTA in Abhéngigkeit von der MBA-Konzentration im Bereich
von 0-300 mM und eine STERN-VOLMER Auswertung der mono-exponentiellen Abkling-
zeiten dargestellt. Die STERN-VOLMER Analyse zeigt im Konzentrationsbereich von 0-

250 mM ein lineares Verhalten mit einer Loschkonstanten von k}}FTA =3.94-10°M1s7 1

FEreignisse

BTN = ko Ksy

=3.94-109M gt |
o 01 02 03
IMBA] / M

Zeit / ns

Abb. 3.14.: A oben: Fluoreszenzabklingkurven von RFTA in Abhédngigkeit der MBA-
Konzentration in AcN/Hy0 (50:50-v/v). Die Anregung erfolgte bei 450 nm bei einer zeitlichen
Halbwertsbreite von 1.1ns. Die Abklingkurven sind dargestellt durch offene Kreise in blauer
Abstufung, die Apparatefunktion durch graue offene Kreise und der mono-exponentielle Fit
durch rote durchgezogene Linien. A unten: Residuen gewichtet mit +/N;, wobei N; die An-
zahl der Ereignisse des Kanals i ist. B Zeigt die Auswertung nach STERN-VOLMER fiir ein

dynamisches Loschen eines angeregten Zustands.
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3.3.5. Produktiver Photozyklus iiber den Triplett-Zustand

Die Bestimmung der PQA in Abhéngigkeit der MBA-Konzentration zeigte, dass ein
deutlicher Umsatz nur im Konzentrationsbereich von 3 bis 200 mM beobachtet wird
(siche Abbildung 3.10). Die Femtosekundenexperimente wurden bei deutlich hoheren
Konzentrationen an MBA durchgefiihrt. Dabei wurde fiir RFTA in drei unterschied-
lichen Umgebungen (reines MBA, AcN/H;0 (50:50-v/v) und AcN/DMSO (98:2-v/v))
eine eT-Reaktion des MBA mit 'RFTA* gefolgt von einer schnellen Ladungsrekombi-
nation beobachtet. Diese Prozesse fiihren letztendlich zu keinem produktiven Umsatz
des MBA. Es wurde daher im Folgenden durch Herabsetzung der MBA-Konzentration
die Ausbeute dieses Verlustkanals herabgesetzt. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit
eines ISC erhoht, und es sollte moglich werden, den Einfluss des MBA auf den Triplett-
Zustand zu untersuchen. Das Verhiltnis aus der intrisischen Fluoreszenzlebensdauer 7
und der effektiven Fluoreszenzlebensdauer mit Quenchprozess 757 dient als ein Maf fiir

die Quantenausbeute des ISC:

Frsc
Pisc ke + kar + kisc + kq[MBA] ko + ke + Frse B Tiff o)
Pise kisc ke + kur + kisc + kg MBA] — 79 '

kr + knr + kISC
Es zeigt sich, dass die Triplett-Quantenausbeute fiir das System in AcN/H50 (50:50-v/v)
grofer ist als in AcN/DMSO (98:2-v/v) (siche Tabelle 3.1).

Es wurden ps-Messungen bei MBA-Konzentrationen unterhalb von 100 mM durch-
gefithrt. In Abbildung 3.15 sind die Daten der transienten Absorption fiir Konzentratio-
nen an MBA von 0 bis 100 mM dargestellt. Das Signal der transienten Absorption vom
SRFTA nimmt ohne MBA mono-exponentiell mit einer Lebensdauer von 7 = 1.3 us ab
(siche Abschnitt 3.3.2 und Abbildung 3.7 (C)). Mit steigender Konzentration an MBA
werden folgende signifikante Anderungen in den Signalen beobachtet. Erstens nehmen
die Anfangsamplituden des Triplett-Signals sowie des GSB aufgrund der bereits statt-
findenden Loschung des 'RFETA* deutlich ab (siehe Abschnitt 3.3.4 und Abbildung 3.15
(A1), (B2) und (B4)). So ist z.B. die Triplett-Ausbeute bei 50mM an MBA bereits
auf die Halfte abgesunken. Zweitens wird die Lebensdauer des Triplett-Zustands kiirzer
(siche Abbildung 3.15 und (B4)). Drittens entstehen im gleichen Mafe, wie der Triplett
zerfillt, zwel neue Banden bei ca. 350 und 520 nm (siche Abbildung 3.15 (A2)-(A4)
und (B1)-(B3)). Die neu entstandenen Banden sowie der GSB nehmen innerhalb des

Zeitfensters etwas ab, und bleiben schliefSlich auf einer in diesem Zeitbereich konstanten
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Abb. 3.15.: Resultate der 2D-TA gemessen an 40.9 uM RFTA in AcN/H20 (50:50-v/v) in
Abhiingigkeit der MBA-Konzentration nach Anregung bei 445 nm mit Feyxe ~ 10mJ - Puls™?.
(A1)-(A4): Spektrale Schnitte bei ¢t = 0.3, 1.3, 3.8 und 8.8 us. (B1)-(B4): Zeitliche Schnitte
bei A = 350, 430, 520 und 700 nm. Die Farbkodierung gibt die eingesetzten Konzentrationen
an MBA mit 0, 2, 20, 50, 100 mM wieder.

Amplitude (siche Abbildung 3.15 (A2)-(A4) und (B1)-(B3)).

Die jeweiligen Datensétze lassen sich mit einem Modell bestehend aus drei Exponen-
tialfunktionen und einem konstanten Term als Offset gut anpassen. Das Fluoreszenz-
signal wurde beim Fit mittels der in Abschnitt 2.1.3 beschriebenen Methode nicht in
der Summe der kleinsten Fehlerquadrate beriicksichtigt. Anhand der transienten Ab-
sorptionsspektren von RFTA (40 uM) in Gegenwart von 50 mM an MBA in AcN/H,O
(50:50-v/v) nach Anregung bei 445nm (siche Abbildung 3.16 (A)) wird im Folgenden
das Ergebnis des globalen Fits diskutiert. Fiir diesen Datensatz ergaben sich Zeitkon-
stanten mit 73 = 830ns, 75 = 5.7 us und 73 = 18.7 us. Die drei DADS sind abgebildet in
den Teilbildern 3.16 (C)-(E) und beinhalten die Informationen iiber die Dynamik aller



80 Flavin-katalysierten Photooxidation von 4-Methoxybenzylalkohol

Wellenlénge / nm
50 100 450 500 550 600

100 |
- ,
S 90
=
<] L
—50
~100 8
5.7us
o
e
g
4
o
e
=
4 ,
_207 | | | | | | | (E)T

| I I I
350 400 450 500 550 600 650 700 750
Wellenlénge / nm

Abb. 3.16.: (A): Falschfarbendarstellung der 2D-TA-Matrix gemessen mit 40.9 uM RFTA
und 50 mM MBA in AcN/H30(50:50-v/v) Losung nach Anregung bei 445 nm. (B): Zeitschnitte
bei verschieden Wellenléngen (siehe Farbkodierung auf der Falschfarben Darstellung). (C-E):
DADS aus dem globalen Fit.
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transienter Spezies in diesem Datensatz.

Das DADS zu 71 (siehe Teilbild 3.16(C)) zeigt eine breite positive Bande mit drei
lokalen Maxima bei 510, 710 und bei 650 nm sowie zwei negative Banden bei 350 und
450 nm. Dieses DADS unterscheidet sich signifikant von dem aus einer Messung an RFTA
ohne MBA. Die Bande bei 450 nm in Gegenwart von MBA ist leicht rotverschoben und
die Absorption bei 510nm ist weniger intensiv, was dafiir spricht, dass nicht nur der
Grundzustand repopuliert wird. Noch deutlicher ist der Unterschied bei 350 nm. In Ge-
genwart von MBA entsteht eine neue Spezies, welche dem 2RFTA®~ zugeschrieben wer-
den kann [HPP79; ST96]. Das DADS zeigt also einen eT-Prozess von MBA nach 3RFTA,
was in der Bildung des 2RFTA®™ resultiert. Mit der dazugehorigen Zerfallsrate und der
intrinsischen Triplett-Lebensdauer in Anwesenheit von Sauerstoff ldsst sich daraus eine

eT-Ratenkonstante von 3ker = 0.9 - 107 M~ 's™! bestimmen.

Das Radikalionenpaar 2RFTA®~ und 2MBA** kann auf verschiedene Weise weiter rea-
gieren. Zum einen besteht die Moglichkeit eines erneuten eT zuriick in den Grundzustand
des Systems, zum anderen ein Protontransfer (PT) vom MBA - oder vom umgebenen
H,0 - zum 2RFTA®~, also die Bildung eines neutralen Radikalpaares 2RFTA-H® und
2MBA®. Die Ratenkonstante fiir die Summe dieser beiden Prozesse wurde iiber den glo-
balen Fit bestimmt zu 1.8-10s7!. Dazu gehort das DADS aus Teilbild 3.16(D), dessen
positiver Beitrag die typische Signatur des 2RFTA®~ mit den Maxima bei 360 nm und
500 nm aufweist [ST96]. Die Lebensdauer des Ionenpaars von 5.5 ps ist auch im Einklang

mit fritheren Studien [BBS99; BBS97].

Unter der Annahme, dass das RFTA und das MBA nach dem eT in Kontakt bzw.
in unmittelbarer Nahe zueinander sind, sollte der Zerfall des Ionenpaars nicht stark von
der Substratkonzentration abhingen, wenn das Proton vom MBA stammt. Tatséchlich
wird allerdings ein kleiner Anstieg der effektiven Lebensdauer des lonenpaars um einen
Faktor von 2 beobachtet, wenn die Konzentration an MBA um einen Faktor 10 von
50mM auf 500 mM erhéht wird (siehe Tabelle 3.2). Dies spricht dafiir, dass das MBA
mit steigender Konzentration andere Orientierungen in gréfferen Netzwerken um das
RFTA einnimmt, so dass der PT verlangsamt wird. Auch die Beobachtung des sehr
schnellen T und r-eT aus dem 'RFTA bei sehr hohen Konzentration an MBA ist ein
Indiz einer Aggregatbildung von MBA mit RFTA.

Das letzte DADS im 20 us Zeitfenster liefert das Spektrum einer Spezies mit einer

breiten Absorption zwischen 500 und 600 nm und einem Maximum bei etwa 350 nm (siehe
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[MBA] / [mM] 71 / [us] Pher / M7 7w/ [us] 7/ [

0 125 —~ - -
2 .25 0.9-107 - -
20 1.05* 0.7 - 107 6.6 > 10?
50 0.832 0.9 -107 5.7 > 102
100 0.65% 0.8 - 107 6.3% > 10®
200 0.31° 1.2-107 8.0P > 10P
500 0.09" 2.1-107 11.0° > 10P

®gemessen im 10 ps Zeitfenster.
bgemessen im 20 ps Zeitfenster.

Tab. 3.2.: Resultate aus den globalen Fits an den 2D-TA-Messungen mit dem SC Aufbau fiir
unterschiedliche Konzentrationen an MBA. 71 = (k,1sc+3ker[MBA]) ™ 7 = (kpp+3ker) 1
(Modell 1) bzw. 79 = (kp + krpr + 2kror) ™ (Modell 2); 73 = (kpyoq) ' Fiir [MBA] = 0 mM:
71 = (kr1sc) ™t = (7.7-10°s7H) 7L

Teilbild 3.16(E)), das auf der Zeitskala von 10 ps praktisch nicht zerfillt. Aus Vergleich
mit der Literatur erkennt man Signaturen des neutralen protonierten Flavinradikals

RFTA-H® in diesem DADS [ST96; Mel+99; Miil+72].

Ausgehend von diesen Daten lédsst sich ein erstes Modell aufstellen, das in Abbil-
dung 3.17 dargestellt ist. Dieses wurde im Programm GlobFit_Runge_Kutta verwendet,
um SAS zu erzeugen. Das Modell geht davon aus, dass der anfanglich gebildete Triplett-
Zustand mit einer Gesamtratenkonstanten k; abnimmt. Ein Anteil a geht dabei in das
Radikalanion 2RFTA®~ und der restliche Anteil (1—«) fillt zuriick in den GZ. Eine ana-
loge Annahme wird fiir den Zerfall des 2RFTA®~ gemacht. Die Gesamtratenkonstante ks,
teilt sich auf in einen Anteil 3, der zur Bildung des neutralen Radikals 2RFTA-H® fiihrt,
und einen Anteil (1 —f), der die Riickkehr in den Grundzustand umfasst. In diesem Mo-
dell wird weiter angenommen, dass das neutrale Radikal 2RFTA-H® in diesem Zeitbereich
nicht merklich zerféllt, so dass k3 &~ 0 gesetzt werden kann. Den Verzweigungsanteil «
kann man iiber die Gesamtzerfallsratenkonstanten des Triplett-Zustands in Abwesenheit
(ko) und in Anwesenheit von MBA (k) mittels « = 1 — z—(l) berechnen. Fiir eine Konzen-
tration an MBA von 50 mM ergibt sich ein Wert von o = 0.36. Der Verzweigungsanteil
[ sowie der Anteil des ausgebleichten GZ sind hier unbekannt, da die Extinktionskoef-

fizienten der Intermediate nicht bekannt sind. Eine Abschétzung wurde erhalten, indem
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"RFTA 31 Modell 1

| eT 2MBA®
{2RFTA“ } -
2MBA*
hv Erisc kaod
RFTA-H g T~
3kr eT

IRFTA
d'RFTA](t
G TATAE) —Igp(t) + keisc - PRETA](E) + 3keer - [ERFTAT](2)

—~ |

&
dPRFTAIG)  _ po8) — (ki + Keasc) - PRFTA]()

oo dt_
dPRETA*T(t) _ 3k! o - PRFTA|(t) — (kpr + 3krer) - PRFTA®T](2)

dt
dPRFTA-H*](¢)

= kPT [QRFTA. ](t kProd [RFTA—H.](t)

dt
. =10
mit Igp(t) = 0\/_ exp ( 0) )
und 3k = 3ker - [MBA]

-~

Losung: 3 Eigenwerte
(7'1)71 =k = 3/€éT + krisc = ok + (1 — a)ky
(T2>_1 =ky = kpp+3kper = Bk + (1 — B)ka

(Ts)_1=k3 = Fkprod

Abb. 3.17.: Schematische Darstellung fiir das im Text beschriebene Modell bei pH~ 7 mit
dem entsprechenden DGL-System. Die Losung des DGL-Systems mit der Anfangsbedingung,
dass nach Anregung nur >RFTA bevolkert ist, umfasst drei Eigenwerte. Diese kénnen den

Ratenkonstanten aus dem globalen Fit mit drei Exponentialfunktionen zugeordnet werden.

der Anteil des GZ-Spektrums sowie der Verzweigungsanteil S so variiert wurden, dass
die resultierenden SAS weder negative Bereiche noch die Signaturen des GZ-Spektrums
erkennen liefen. Im Fall des Datensatzes gemessen bei 50 mM MBA waren etwa 27 %
des GZ-Spektrums zu addieren, um ein verniinftiges Triplett-Spektrum zu erhalten. Fiir
£ wurde ein Wert von etwa 0.25 gefunden, so dass die Extinktion des neutralen Ra-
dikals bei 560 nm in etwa dem Wert entspricht, der in anderen Arbeiten fiir andere
Flavine bestimmt wurde [Mel499; LMN11]. In Abbildung 3.18 sind die SAS aller drei
intermedidren RFTA-Zusténde dargestellt, welche aus einem Datensatz mit 50 mM MBA

erhalten wurden. Die SAS des Triplett-Zustands und des Semichinon Radikalanion stim-
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Abb. 3.18.: SAS nach Modell 1 und Modell 2 aus des Abbildungen 3.17 und 3.21 unter Ver-
wendung des Programms GlobFit_Runge_Kutta. Die Spektren wurden aus einem Datensatz
mit 50 mM MBA erhalten. Die Spektren des 2RFTA und des 2RFTA®~ sind in beiden Modellen
identisch. Das Spektrum des 2RFTA-H® ist unterschiedlich in beiden Modellen (schwarze Linie:
Modell 1; griine Linie: Modell 2). Parameter fiir Modell 1: & = 0.36 und 8 = 0.25. Parameter
fiir Modell 2: o« = 0.36, 8 = 0.5, v = 0.15 und 6 = 0.35. Es wurden in beiden Féallen 27 % des

GZ-Spektrums hinzu addiert.

men sehr gut mit den aus der Literatur bekannten Absorptionsspektren iiberein [ST9I6].
In der Literatur besteht eine Kontroverse iiber die Form des Neutralradikal-Spektrums.
Auf der einen Seite wurden Spektren des Neutralradikals veroffentlicht, deren UV-Bande
bei etwa 360 nm liegt [Mel+99; LMN11; ST96]. Dieses Spektrum entspriiche auch dem
in dieser Arbeit generierten SAS des 2RFTA-H®*~ basierend auf dem zuvor beschrie-
benen Modell. Dem gegeniiber steht ein publiziertes Neutralradikal-Spektrum, dessen
breite UV-Bande weiter blau verschoben bei 325 nm anstatt bei 360 nm liegt [HPP79].

Die Richtigkeit des letzteren Spektrums wird weiter unterstiitzt durch die Kenntnis von
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Spektren, die in der Gruppe von Herrn Prof. Dick im Vorfeld gemessen wurden. Dabei
wurden Flavin enthaltende Photorezeptorproteine untersucht, in denen es moglich ge-
wesen ist, das neutrale Flavinradikal innerhalb des Proteingeriistes zu stabilisieren und
in stationdren Absorptionsmessungen prézise zu charakterisieren [Lan+10]. Demzufolge
enthilt das SAS des 2RFTA-H® dieser Arbeit moglicherweise noch Anteile des 2RFTA®™,

was die UV-Bande bei 360 nm begriinden wiirde.

Die Bildung der neutralen protonierten Form *RFTA-H® sollte bei saurem pH-Wert
deutlich beschleunigt werden. Dadurch wird das Gleichgewicht ganz auf die Seite des
2RFTA-H® verschoben, und gleichzeitig sollte das Spektrum des 2RFTA-H® besser cha-
rakterisiert werden kénnen. Es wurden daher weitere Experimente bei pH~4 an RFTA
sowohl alleine als auch nach Zugabe von 30 mM MBA durchgefiihrt. In Abbildung 3.19
(A) und (B) sind die Resultate dieser Messreihe dargestellt. An den Datenséitzen wurden
globale Fits mit Exponentialfunktionen durchgefiihrt, wobei jeweils das Fluoreszenzsi-

gnal in der Summe der kleinsten Fehlerquadrate nicht mit beriicksichtigt wurde.

Ohne MBA unterscheidet sich die Dynamik des RFTA im sauren Milieu nicht von
der im neutralen pH-Bereich. Es wird auch bei pH~4 nur der Triplett-Zustand beobach-
tet, der mono-exponentiell mit 1.4 us wieder in den Grundzustand zerfillt (Vergleiche
Abbildung 3.7 (A) mit 3.19 (A)). Offensichtlich liegt bei pH~4 immer noch der gleiche

Grundzustand vor wie bei pH~7.

Nach Zugabe von 30 mM MBA werden bei pH~4 andere Signale beobachtet als bei
pH~7. Es werden fiir eine gute Beschreibung der Daten drei Exponentialfunktionen mit
Lebensdauern von 73 = 700ns, 75 = 7.6 us und 73 > 10 us bendétigt. Die dazugehorigen
DADS sind in Abbildung 3.19 (C) dargestellt. Das DADS zu 7y zeigt zwei breite positive
Banden bei etwa 400 und 700 nm, die dem 3RFTA zugeschrieben werden kénnen, und
zwei breite negative Banden bei etwa 450 und 550 nm. Es wird demnach der Zerfall des
Triplett-Zustands in Spezies beobachtet, die bei 450 und 550 nm stérker absorbieren als
der Triplett-Zustand. In den beiden DADS zu 75 und 73 sind die Signaturen der Spezies zu
erkennen, die mit dem Zerfall des SRFTA entstehen. Das DADS zu 7, zeigt zum einen eine
einzelne breite positive Bande bei etwa 450 nm, die dem >MBA®* zugeschrieben werden
kann [BBS99]. Zum anderen erkennt man im DADS zu 73 eine breite positive Bande im
Bereich von 500 und 600 nm, die dem *RFTA-H* zugeschrieben werden kann [Lan-+10].
Bei pH~7 wurde zuvor ein eT-Prozess vom MBA zum 3RFTA beobachtet, der in der
Bildung des 2RFTA®~ erkannt wurde. Grundsitzlich sollten in diesem Schritt die Signale
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Abb. 3.19.: Falschfarbendarstellung der 2D-TA-Matrix gemessen an 40 uM RFTA in
AcN/H20(50:50-v/v) Losung nach Anregung bei 450 nm. (A): Bei pH~4. (B): Bei pH~4 und
Zugabe von 30mM MBA. (C): DADS aus einem globalen Fit mit drei Exponentialfunktio-
nen ohne Beriicksichtigung des Fluoreszenzsignals in der Summe der kleinsten Fehlerquadrate.

(D): SAS basierend auf dem im Text geschilderten Modell fir pH~4.
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sowohl des RFTA®~ als auch des 2MBA®" beobachtet werden. Beide Radikale haben
allerdings bei 450 nm eine intensive Bande und die Extinktion des 2RFTA®~ ist um einen
Faktor von etwa 2 grofer als die des 2MBA®T, so dass das 2MBA®** vom 2RFTA®™ im
Spektrum aus Abbildung 3.18 iiberlagert wird. Die Form des 2RFTA®~-Spektrums wird
dabei nicht merklich verindert. Bei pH~4 ist die Situation nun anders. Die Protonen-
konzentration ist etwa 100 mal grofler als die Konzentration an 2MBA®*, so dass fiir den
Protonierungsschritt gilt: kpr > kor. Gleichbedeutend dazu wird das 2RFTA®~ nicht
mehr beobachtet. Stattdessen wird nun das 2MBA®* beobachtet, da das 2RFTA-H® bei
450 nm eine geringere Extinktion hat als das 2MBA®T. Das 2MBA®" zerfillt schlief-
lich mit einer Lebensdauer von 7.6 us, wihrend das ?RFTA-H® in diesem Zeitbereich
nicht merklich zerfillt. Ahnliche Beobachtungen wurden zuvor auch bei pH~7 gemacht.
Die kleinen negativen Banden im DADS zu 75 bei 330 und 400 nm deuten darauf hin,
dass das 2MBA®T in eine Spezies zerfiillt, die in diesem Wellenlingenbereich nur gering
absorbiert. Das Zerfallsprodukt ist moéglicherweise nach Abgabe eines Protons an die

Losungsmittelumgebung das 2MBA®.

Zur Erzeugung von SAS aus den Datensétzen bei pH~4 wurde das Modell 1 aus Ab-
bildung 3.17 durch das zusitzliche Entstehen des 2MBA®" erweitert, der parallel zum
2RFTA®~ aus dem 3RFTA entsteht. Weiter wurde angenommen, dass der eT der raten-
bestimmende Schritt (kpy > ker) ist. Die SAS sind in Abbildung 3.20 (D) dargestellt.
Der Verzweigungsanteil a wurde auf die gleiche Weise bestimmt, wie fiir die Daten bei
pH~7. Fiir eine Konzentration an MBA von 30 mM ergibt sich ein Wert von o = 0.48.
Alle SAS, die mit dem fiir pH~ 4 modifizierten Modell erzeugt wurden, stimmen sehr
gut iiberein mit den Absorptionsspektren des *RFTA, des 2RFTA-H® und des 2MBA**
aus der Literatur [HPP79; ST96; Lan+10; BBS99]. Weil bei pH~ 4 der Reaktionszy-
klus in einer sehr schnellen Protonierung vollstindig zum 2RFTA-H® gezwungen wird,
ist es moglich gewesen, das Spektrum des 2MBA®* zu beobachten. Zusitzlich lisst das
verbesserte Signal zu Rausch Verhéltnis aufgrund einer viel héheren Population des
2RFTA-H® sogar eine Feinstruktur im Spektrum des 2RFTA-H® mit Maxima bei 333,

384 und 417 nm erkennen.

Diese Resultate bestétigen die Annahme, dass das Neutralradikal-Spektrum, das aus
den Daten bei pH~7 erzeugt wurde, noch deutliche Anteile des 2RFTA®"-Spektrums
enthélt. Um diesen Anteil abschétzen zu konnen wurde das Modell 1 um eine Gleich-

gewichtssituation zwischen dem 2RFTA®~ und dem *RFTA-H® erweitert (siche Abbil-
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SRFTA Modell 1b
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9 _ kpr - PRETA®7|(t) — kproa - PRFTA-H"(2)
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Abb. 3.20.: Schematische Darstellung fiir das im Text beschriebene Modell bei pH~4 mit
dem entsprechenden DGL-System. Die Losung des DGL-Systems mit der Anfangsbedingung,
dass nach Anregung nur *RFTA bevolkert ist, umfasst drei Eigenwerte. Diese koénnen den

Ratenkonstanten aus dem globalen Fit mit drei Exponentialfunktionen zugeordnet werden.

dung 3.21) und die Daten bei pH~7 daraufhin erneut analysiert. Die Spektren des
SRFTA und des 2RFTA®~ werden durch die Modifikation nicht verindert, da auch wei-
ter a = 0.36 gilt. Es konnte durch Variation der Parameter 3, v und ¢ ein Spektrum
generiert werden, das abgesehen von einem héheren Rauschpegel nahezu identisch ist zu
dem Spektrum des 2RFTA-H®, welches aus dem Datensatz bei pH~4 erhalten wurde. Die
entsprechenden Parameter lauten 8 = 0.5, v = 0.15 und 6 = 0.35. Im Modell 2 steckt die

Annahme, dass in der betrachteten Zeitspanne das Radikalionenpaar nicht auseinander



3.3 Resultate und Diskussion

89

SRFTA

31./
Y &‘{ QMBAQ+

hv kr1sc

TRFTA
d['RFTA](t)
dt
dPRFTA](¢)

dt
d[PRFTA®7|(t)
di

dPRFTA-H*](¢)

RFTA*"

kr—PT

kpr CRFTA-H® I

~Inp() + kessc - PRETA(D)
T (£) —
. - FRETA](?) —
+k,pr - PRETA-H®](2)

(*ker + keasc) - PRFTA](2)

kpr - PRETA®)(t) — kvpr - [2REFTA-H®](¢)

Modell 2

+ 3k, or - PRFTA](2)

(Ckrer + kpr) - [PRETA*7](2)

dt
—kproa - PRFTA-H®](t)
2
mit Igp(t) = fo exp (—2 (t = to) >
0\/% o
und 3klp = 3ker - [MBA],
Losung: 4 Eigenwerte
kl = k’r 1sc + 3kéT = Oék’l T (1 - a)k:l
k k3 k 1
B, = 2 \/ — keisc3klp =—2+/€2 1—55
k:Q 1
kY = \/——kr 3klp = — —koy/— — B0
5 1SC 5 kg8
k3 — kProd
mit ks = kyer + kpr + kepr = Ky + K,
/Bk2 — Sk;-eTv
vka = kpr,
Oky = kvpr,
und 1 = G+~v+0.

Abb. 3.21.: Schematische Darstellung fiir das Modell 2 mit dem entsprechenden DGL-System.

Die Losung des DGL-Systems umfasst vier Eigenwerte, die den Ratenkonstanten aus dem

globalen Fit mit drei Exponentialfunktionen zugeordnet werden kénnen.
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Abb. 3.22.: Vergleich des Spektrums fiir das 2RFTA-H®, das nach Modell 2 erzeugt wurde,

mit dem Spektrum, das aus den Daten bei pH~4 erzeugt wurde.

diffundiert. Unter diesen Voraussetzungen wiirden zwangslaufig alle Radikalionenpaare
in ihre GZ-Formen rekombinieren und es wiirde kein MBAId entstehen, da das Gleich-
gewicht auf der Seite des Radikalionenpaares liegt. Die PQA an MBAId die unter diesen
Bedingungen bestimmt wurde, liegt auch nur bei etwa 3 %. Dies ist konsistent mit dem
hohen Anteil fiir die Rekombination des Radikalionenpaares von 3 = 0.5. Daraus resul-
tiert eine Rekombinationsrate von 3k, .y = 1.4 - 10°s™!. Gleichbedeutend kann daraus
geschlossen, dass das zweite Elektron, welches fiir die Umsetzung von MBA zum MBAId
bendtigt wird, nicht aus einem weiteren eT vom MBA®" zum 2RFTA®~ stammen kann.
Da es auf einer langeren Zeitskala dennoch zu einer Folgereaktion kommt, die schlieflich
in der Bildung von MBAId resultiert, ist ein Auseinanderdiffundieren sowohl des ioni-
schen als auch des neutralen Radikalpaares wahrscheinlich. Die Geschwindigkeit dabei
sollte im ionischen Radikalpaar langsamer sein als im Neutralradikalpaar. Dieses Mo-
dell ist konsistent mit den Beobachtungen bei pH~4. Dort wurde aufgrund einer sehr
schnellen Protonierung der Reaktionszyklus vollstindig zum ?RFTA-H® gezwungen, und

es fand keine Rekombinationsreaktion in die GZ-Formen statt.

Das neutrale 2RFTA-H® wie auch GZ-Molekiile des RFTA sind potentielle Kandidaten
fiir einen weiteren benétigten eT vom 2MBA®* bzw. vom 2MBA® nach Abgabe des Pro-

tons an das Losungsmittel. Aber auch iiber eine Disproportionierung zweier 2RFTA-H*®
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Molekiile darf spekuliert werden. Diese finden auf einer langsameren Zeitskala bis in den

ms Bereich statt [Hee+81] und sind in dieser Arbeit nicht weiter verfolgt worden.

Lebensdauer des RFTA in Abhingigkeit des Wasseranteils im Lésungsmittel

Frithere Studien zeigten, dass die PQA mit steigendem Wassergehalt zunimmt [CVI<04].
Um diesen Sachverhalt ndher zu untersuchen, wurde das RFTA bei unterschiedlichen
Wasseranteilen im Losungsmittel AcN mittels TA-Messungen im ps-Bereich studiert.
In Abbildung 3.23 sind Ergebnisse dieser Studie dargestellt. Es zeigte sich, dass die
Quantenausbeute des Triplett-Zustands in AcN sich nicht von der in HyO unterschei-
det. Dies ist an der gleichen Amplitude des Tripletts bei 510 nm zu erkennen, da die
Extinktionskoeffizienten in diesem Spektralbereich identisch sind. Es zeigte sich zudem,
dass die Lebensdauer des Triplett-Zustands mit steigendem Wassergehalt zunimmt. In
reinem AcN betrigt die Lebensdauer des >RFTA 500ns und in reinem Wasser 2.65 us.
Parallel dazu wurde die PQA bei 50mM an MBA zu unterschiedlichen HyO-Anteilen
bestimmt. In reinem AcN wurde kein merklicher Umsatz gefunden. Der Wert von 2.3 %
bei AcN/H50 (50:50-v/v), bei welchen die meisten spektroskopischen Messungen durch-
gefithrt wurden, stieg bei 75 % H30O im Losungsmittel auf 4.5 %. Dieser Wert konnte in

reinem Wasser nicht weiter erhoht werden.

Ein Grund fiir die Steigerung der PQA liegt somit in einer verldngerten Lebensdauer
des SRFTA bei hoheren Wasseranteilen, da dadurch die Wahrscheinlichkeit fiir reaktive
ZusammenstoBe des SRFTA mit dem MBA erhoht wird. Ein weiterer Grund liegt in ei-
nem verbesserten H-Briickennetzwerk des HoO. Je mehr Protonen zur Verfiigung stehen,
desto schneller erfolgt eine Protonierung des 2RFTA®~, welches anschlieBend nicht mehr
rekombinieren kann (siehe Abschnitt 3.3.5). Messungen an FMN in einem Puffersystem
und Zugabe von MBA zeigten, dass in einer reinen Wasser Umgebung die Sequenz von
eT gefolgt von einem PT vollstandig ab lief (siehe Abschnitt 4), wihrend in AcN/H50O
(50:50-v/v) der PT nur teilweise erfolgte.

3.3.6. Mechanismus der photokatalytischen MBA Oxidation

Aus den spektroskopischen Untersuchungen in den unterschiedlichen Zeitbereichen lasst
sich nun ein detailliertes Bild des Photooxidationsmechanismus von MBA in Anwesen-

heit von RFTA zeichnen. Abbildung 3.24 fasst die folgende Diskussion des Photooxida-
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Abb. 3.23.: Vergleich der 2D-TA-Daten von RFTA in Abhéngigkeit des HoO Anteil im
Losungsmittel AcN nach Anregung bei 450 nm. (A): In AcN (B): In HyO. (C): DADS aus
den jeweiligen globalen Fits. Schwarze Linie: In AcN. Blaue Linie: In HyO. (D): SAS durch
Addition von 75% des jeweiligen GZ-Spektrums. Schwarze Linie: In AcN. Blaue Linien: In
H20. (E): PQA in Abhéngigkeit des HoO-Anteils bei 50 mM an MBA.
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Abb. 3.24.: Schema des Oxidationsmechanismus von MBA. Der sehr schnelle nicht produk-
tive Photozyklus iiber den Singulett-Zustand (links) bringt das angeregte RFTA* zuriick in
den Grundzustand nach einem diffusionkontrollierten eT vom MBA ('ker) und einer schnel-
len spinerlaubten Ladungsrekombination (1ker). Das Zusammentreffen von MBA mit einem
Triplett SRFTA (rechts) kann hingegen iiber eine Sequenz von eT- und PT-Prozessen zur

Produktbildung fiithren. Details sind dem Text zu entnehmen.

tionsmechanismus in einem Bild zusammen. Es sind im Wesentlichen zwei unterschied-
liche Reaktionszweige zu betrachten, die mit einem €T vom MBA entweder zum Singu-
lett 'RFTA oder zum Triplett RFTA starten. Die Reaktionsfolge aus dem Singulett-
Zustand endet unproduktiv in den GZ-Formen der Reaktionspartner. Hingegen besteht

die Moglichkeit produktiver Redoxreaktionen aus dem Triplett-Zustand heraus.

Das gesamte Bild wird durch die nicht triviale Abhéngigkeit der PQA von der Sub-
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stratkonzentration unterstiitzt (siche Abschnitt 3.3.3 und Abbildung 3.25). Es zeigte
sich, dass die PQA sowohl fiir hohere als auch fiir kleinere Konzentrationen an MBA
deutlich abfallt. Dieses Verhalten kann nun gut mit dem aufgestellten Modell verstan-
den werden. Bei hohen Konzentrationen an MBA kann der 3RFTA nicht ausreichend
iiber einen ISC populiert werden, da das 'RFTA* durch das MBA schnell geldscht wird.
Bei Konzentrationen unterhalb von 25 mM an MBA wird hingegen das durch Diffusion
kontrollierte Anndhern von MBA und RFTA zu langsam verglichen mit der ISC-Rate
des 'RFTA*. Es ist somit die Balance zwischen den Zeitskalen der Diffusion durch die
MBA-Konzentration und der ISC-Rate des RFTA entscheidend dafiir, ob die Reaktions-
partner zum richtigen Zeitpunkt zusammenkommen. Der optimale Zeitpunkt ist dem-
nach gegeben, wenn das RFTA nicht mehr im Singulett-Zustand vorliegt, aber zugleich
auch nicht aus dem Triplett-Zustand heraus relaxiert ist. Ist der eT zum 3RFTA erfolgt,
liegt eine Ladungstrennung in einem Spin korrelierten Radikalionenpaar vor, dessen Re-
kombination verboten ist und daher deutlich verlangsamt wird [Ver(6]. Die verldngerte
Lebensdauer eines solchen Radikalionenpaares erlaubt dann eine hohere Effizienz fiir

weitere Reaktionsschritte.

Es kann versucht werden die Abhéngigkeit der PQA von der Konzentration an MBA
quantitativ zu modellieren. Dazu wird von den Fitresultaten ausgegangen, die aus den
spektroskopischen Daten erhalten wurden. Die PQA ergibt sich aus dem Produkt der
individuellen Quantenausbeuten der einzelnen produktiven Reaktionsschritte (ISC und
eT):

(btot S (I)ISC(I)eT

_ kisc  Pker[MBA] (3.0
TFTI} + lk’eT [MBA] 3kfeT [MBA] + kr—ISC '

Gleichung 3.4 gibt dabei eine Abschéitzung der Obergrenze fiir die PQA, da die Aus-

beuten der weiteren Reaktionen nach Bildung der Radikalpaare nicht bekannt sind. Im

Modell werden nun folgende bekannte Raten eingesetzt:

° (TFL)_l = (60 IIS)_1 =1.7- 108 S_1
(aus den TCSPC-Messungen der '"RFTA* Fluoreszenz)

o 'kor =13-101"M-1ts!
(aus einer linearen Regression an einem Datensatz von 7pp, g bei verschiedenen

MBA-Konzentrationen)

e 3ker =15-10"M1s7?
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(aus den ps Zerfallsdynamiken bei verschiedenen MBA-Konzentrationen)

o kiigc =17.7- 10°s71
(aus dem Zerfall von 3SRFTA in Abwesenheit von MBA)

14 T T TTT] T T TTT] T T TTT] T T TTT]

12

10

PQA / %

1074 1073 1072 1071 10°
[MBA] / mol - L™!

Abb. 3.25.: PQA der Bildung von MBAId in AcN/H30(50:50-v/v). Kreise: Im Fall von RFTA
als Chromophor. Quadrate: Im Fall von F-I als Chromophor. Durchgezogene Linien stellen
die Simulationen unter der Verwendung der spektroskopisch bestimmten Reaktionsraten nach
Gleichung 3.4 dar. Blaue Linie fiir RFTA-Daten: Nur kijgc wurde optimiert nach den kleinsten
Fehlerquadraten. Rote Linie fiir F-I-Daten: Nur kigc wurde optimiert nach den kleinsten Feh-
941

lerquadraten und kpp, wurde mit der unteren Grenze von 1.25 x 10 abgeschétzt. Griine

Linie fiir F-I-Daten: kjgc und kpp, wurden optimiert nach den kleinsten Fehlerquadraten.

Die ISC-Rate kigc ist der einzige freie Parameter, welcher nicht aus den spektroskopi-
schen Daten hervorgeht. Dieser beeinflusst allerdings nur die Amplitude, nicht aber den
Kurvenverlauf der PQA in Abhéngigkeit der MBA-Konzentration. Ein Fit an die expe-
rimentellen Daten liefert einen Wert von kigsc = 4.2 - 107 s~ . Daraus ergibt sich weiter
eine untere Grenze fiir die Triplettquantenausbeute von 25 % in Abwesenheit von MBA.
Dieser Wert liegt in der GroBenordnung der Triplettquantenausbeute von Riboflavin in
Wasser zu 38 % [[PH03]. Abbildung 3.10 zeigt, dass das verwendete Modell (durchgezo-
gene Linie) mit Abweichungen im hoheren Konzentrationsbereich die gemessenen PQA-
Werten (offene Kreise) wiedergibt. In dem Modell wird nicht beriicksichtigt, dass mit

steigender Konzentration an MBA auch die Eigenschaften des Losungsmittels verdndert
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werden. Man kann erwarten, dass ein zunehmender Anteil an MBA-Molekiilen das H-
Briickennetzwerk zunehmend stort. Im gleichen Mafe sollte auch die Wahrscheinlichkeit
einer Protonierung des 2RFTA®~ herabgesetzt werden, und die Wahrscheinlichkeit ei-
ner unproduktiven Rekombination des Radikalionenpaares heraufgehen. Dies ist auch
im Einklang mit der Tatsache, dass trotz identischer transienter Konzentrationen an
RFTA*™ gemessen bei 50 und 100mM (siehe Abbildung 3.15 (B1)), die PQA um die
Hélfte abnimmt. Das Modell beschreibt somit qualitativ und zu einem gewissen Grad

auch quantitativ die Variation der PQA mit der MBA-Konzentration.

Im Fall von AcN/DMSO (98:2-v/v) als Losungsmittel - also ohne Wasser - ist ei-
ne fast hundertfach kleinere PQA bestimmt worden. In den spektroskopischen Daten
wurde beobachtet, dass der Anteil an Radikalpaaren, die in ihre GZ-Formen rekombinie-
ren, deutlich abnimmt, wenn eine erhéhte Protonenkonzentration oder ein verbessertes
H-Briickennetzwerk aufgrund von umgebenden HyO-Molekiilen vorliegt. Bei diesen Be-
dingungen nimmt auch die PQA deutlich zu. Eine schnelle Protonierung des 2RFTA®~
ist daher essentiell um eine unproduktive Rekombination des Radikalpaares 2RFTA®~

und 2MBA®t zu vermeiden.

3.3.7. Verbesserung des produktiven Photozyklus mittels internal

Heavy Atom Effect

In Abschnitt 3.3.6 wurde der Mechanismus der photokatalytischen MBA Oxidation
mittels des RFTA diskutiert. Es fand sich, dass der produktive Photozyklus iiber den
Triplett-Zustand des RFTA verldauft. Dies ist ein nicht selektiver Reaktionsschritt, der
diffusionskontrolliert ablduft. Meist sind jedoch selektive Reaktionen von groflem Inter-
esse, welche Bindungsstellen am Photokatalysator erfordern. Eine Bindungsstelle im dis-
kutierten System wiirde jedoch zu kiirzeren Abstdnden zwischen dem RFTA und MBA
fithren. Dies wiederum hétte den Nachteil, dass das System iiber den schnellen nicht pro-
duktiven Zyklus, der iiber den 'RFTA* verliuft, geloscht wird. Ein Ausweg dafiir ist die
Erhohung der ISC-Rate, indem man einen Internal Heavy Atom Effect (IHAE) nutzt.
Dies wurde realisiert durch die Synthese eines mit lod substituierten Flavin-Derivat F-I

(siche Abbildung 3.4).
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Lebensdauer von 'F-1 in Abhiingigkeit der MBA-Konzentration

In einem ersten Schritt wurden die S;-Lebensdauern von F-I gelost in AcN/Hy0(50:50-
v/v) in Abhéngigkeit der Konzentration an MBA via TCSPC vermessen. Fiir den Fall

ohne externe Zugabe von MBA ergab sich eine deutliche Verkiirzung der Lebensdauer

von 6ns auf < 0.8ns im Vergleich zum RFTA (siehe Abbildung 3.26 (A)). Die Le-

“lB) | Dz
RF-1I __
6 Fa = .
% - 5.20-10°M s}
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(D]
& o
9 o |
KRFTA — 394109 M5!
0001 02 03
4 MBA] / M
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Abb. 3.26.: A oben: Fluoreszenzabklingkurven von F-I in Abhéngigkeit der MBA-
Konzentration in AcN/H50 (50:50-v/v). Die Anregung erfolgte bei 450 nm bei einer zeitlichen
Halbwertsbreite von 1.1 ns. Die gemessenen Abklingkurven sind dargestellt durch offene Kreise
in griiner Abstufung, die Apparatefunktion durch graue offene Kreise und der bi-exponentielle
Fit durch die rote durchgezogene Linie. Der Datensatz fiir RFTA ohne MBA ist zum Vergleich
als transparente blaue Punkte mit rotem mono-exponentiellen Fit mit dargestellt. A unten:
Residuen gewichtet mit v/N;, wobei N; die Anzahl der Ereignisse des Kanals i ist. B Zeigt die
Auswertung nach Stern-Volmer fiir ein dynamisches Loschen eines angeregten Zustands. Im
Falle vom F-I zeigt nur die langsame Komponente ein dynamisches Loschen (griine Punkte).

Die grauen Punkte zeigen die Auswertung fiir RFTA als Vergleich.

bensdauer liegt unterhalb der Auflosung der verwendeten TCSPC-Apparatur, so dass
der Wert von 0.8ns nur eine obere Grenze der tatséichlichen Fluoreszenzlebensdauer
des F-I darstellt. Zudem war eine langsamere Komponente mit einer Lebensdauer von
5.9ns zu erkennen. Die Amplitude dieser langsamen Komponente machte jedoch nur
etwa 2% des Gesamtsignals aus. Nach Aussagen von Herrn Robert Lechner, der zum

damaligen Zeitpunkt am Institut fiir Organische Chemie bei Herrn Prof. Dr. B. Konig
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arbeitete, ist diese Probe nicht wie iiblich aufwendig gereinigt worden. Es kann dem-
nach von einer Verunreinigung der Probe ausgegangen werden. Die Lebensdauer dieser
Verunreinigung entspricht mit 5.9 ns genau derjenigen, die fiir das nicht mit lod substi-
tuierte Flavin erhalten wurde. Es scheint sich hierbei um reines Flavin zu handeln, das
wahrend der Synthese nicht umgesetzten wurde. Unterstiitzt wird diese Vermutung auch
durch ein dhnliches Loschverhalten dieses langsamen Beitrags nach Zugabe von MBA
(siche Abbildung 3.26 (B)). Die kleine Abweichung der bi-molekularen Loschrate von
ERETA = 3.94-10° M~ 's 7! auf kX = 5.20-10° M~ 's™! kann an der leicht unterschiedlichen
Struktur der beiden Flavin-Derivate liegen (siche Abbildung 3.4).

Trotz einer nicht zu 100 % reinen Probe erkennt man deutlich, dass das F-I einen
signifikant schnelleren Zerfall des Singulett-Zustands aufweist. Dies ist ein erstes Indiz
dafiir, dass es in diesem Derivat zu einem ITHAE kommt, welcher die ISC-Rate drastisch
vergrofert. Gleichermaflen sollten die Triplett-Ausbeute und letztendlich die PQA an-

steigen.

Lebensdauer und Bildung des 3F-1 in Abhingigkeit der MBA-Konzentration

Es wurde die 2D-TA bei gleichen Anregungsenergien und gleichen Chromophorkonzen-
trationen sowohl fiir das F-I als auch fiir das RFTA gemessen. Dadurch sollte es méglich
sein, die Triplett-Ausbeute des F-I im Vergleich zum RFTA abschétzen zu kénnen. In
Abbildung 3.27 sind die Resultate der globalen Fits an die Datensédtze im Vergleich
zwischen dem RFTA und dem F-I dargestellt. Es war nicht moglich im zur Verfiigung
stehenden Spektralbereich® das Triplett-Spektrum des F-I vollstindig aufzunehmen. Das
Maximum der 77 — T5-Bande liegt bei Wellenléngen oberhalb von 750 nm und ist somit
stark rotverschoben gegeniiber der T} — Th>-Bande des 2RFTA. Nach Addition von etwa
85 % des GZ-Spektrums erhiilt man eine Abschitzung fiir das Spektrum des *F-1. Die
Ty — T3-Bande (Apax = 530nm) und die 7y — Ty-Bande (Apax = 390nm) des 3F-1
liegen beide rotverschoben zu den dquivalenten Banden des SRFTA. Die Extinktionsko-
effizienten am Maximum der 7} — T5-Bande und im Bereich des GSB sind fiir das 2F-I
und das 3RFTA in etwa identisch. Nach Normierung der DADS auf ihr GSB liisst sich
demnach abschétzen, das die Triplettausbeute des F-I etwa 1.5 mal grofier ist als die
des RFTA. Durch die Einfithrung eines IHAE sollte nicht nur die Bildungsrate kil des

Tripletts erhoht werden, sondern auch die Zerfallsrate kX 4. Dieses wird auch an einer

8Das Blitzlampenspektrum zur Abfrage reicht nur etwa bis 750 nm.
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verkiirzten Lebensdauer von 1.1us beobachtet.
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Abb. 3.27.: Vergleich der 2D-TA-Daten zwischen RFTA und F-I in AcN/H20(50:50-v/v)
Loésung nach Anregung bei 450 nm. (A): 40 uM RFTA (B): 40 uM F-I. (C): Auf den GSB

normierte DADS aus den jeweiligen globalen Fits. Schwarze Linie: RFTA. Blaue Linie: F-1.
(D): SAS durch Addition des jeweiligen GZ-Spektrums. Graue Linie: 3RFTA nach Addition
von 53 % des GZ. Griine Linie: 3F-I nach Addition von 85 % GZ.

Im Folgenden wurden ps-Messungen bei MBA-Konzentrationen im Bereich von 5 bis

500mM durchgefiihrt. In Abbildung 3.28 sind die Daten der TA fiir 10mM an MBA

exemplarisch dargestellt. Alle Datenséitze lassen sich in einem globalen Fit mit drei
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Exponentialfunktionen beschreiben. Die DADS sind in analoger Weise zu den Daten an
RFTA zu interpretieren (siche Abschnitt 3.3.5). Ein Vergleich mit Literaturdaten ist
leider nicht moglich. Dennoch sind die Signale des ?F-I*~ (DADS zu 7 = 4.5 us) und
des ?F-I-H* (DADS zu 7 > 10us) sehr dhnlich zu denen des nicht iodierten RFTA.

Das Spektrum des 2F-1°~ zeigt eine leichte Strukturierung in der Bande bei Maximum

[MBA] / [mM] 71 / [us]* Pker / [M7's7!] 7/ [us]® 73/ [us]

0 1.11 - - -

3 0.58 1.62-10% 5.4 -
7.5 0.46 1.70 - 108 4.5 > 10
10 0.38 1.71- 108 4.5 > 10
20 0.23 1.70 - 108 4.9 > 10
40 0.13 1.65 - 108 5. 7% > 10
100 0.06¢ 1.49 - 108¢ 4.4 > 10
500 0.01¢ 3.28 - 10%¢ 7.2 > 10

?Gemessen in einem 2 us Zeitfenster.
®Gemessen in einem 10 ps Zeitfenster.
“Diese Werte liegen innerhalb der Zeitauflosung und stellen daher nur eine obere Grenze fiir die

Lebensdauer dar.

Tab. 3.3.: Resultate aus den globalen Fits an den 2D-TA-Messungen mit dem SC Aufbau fiir
unterschiedliche Konzentrationen an MBA. 71 = (ky1sc+3ker[MBA]) ™Y 7 = (kpp+3ker) 1
T3 = (kProd>71- Fiir [NIBA] =0mM: 7| = (k'r_lsc)il = (91 -10° Sil)il.

Amax = 370nm. Auch im Fall des F-I scheint der PT nicht vollstdndig abzulaufen, wie
es an der Bande bei A\, = 370nm im DADS zu 7 > 10 us zu erkennen ist. Messungen
im sauren pH-Bereich sollten auch hier zeigen, dass der Zyklus auf die Seite des 2F-1°
gebracht werden kann. Derartige Messungen sind im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
durchgefiihrt worden. In Tabelle 3.3 sind die Fitresultate aller Datensitze im Uberblick
gegeben. Es zeigt sich, das die Rate fiir den T vom MBA auf den Triplett-Zustand des
F-I mit 3ker = 1.7- 105 M~ *s~! um den Faktor 10 groBer ist als diejenige, die im System
RFTA und MBA gefunden wurde.
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Abb. 3.28.: (A): Falschfarbendarstellung der 2D-TA-Matrix gemessen mit 40 uM F-I und
10mM MBA in AcN/H30(50:50-v/v) Losung nach Anregung bei 445nm. (B): Zeitschnitte
bei verschieden Wellenléngen (siehe Farbkodierung auf der Falschfarbendarstellung). (C-E):
DADS aus dem globalen Fit.
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Bestimmung der PQA von F-1 in Abhdngigkeit der MBA Konzentration

In Abbildung 3.25 ist die Abhéangigkeit der PQA von der MBA-Konzentration darge-
stellt. Der Verlauf ist identisch zu dem des RFTA. Im Maximum ist der Umsatz im Fall
von F-I jedoch etwa 4 mal so hoch wie beim RFTA. Basierend auf dem Modell fiir die
PQA geméfl Gleichung 3.4 kann auch hier der Verlauf qualitativ wiedergeben werden.

Es wurden folgende Spektroskopische Daten verwendet:

° (TFL)_I = (08 HS)_1 = 1.25- 109 S_1
(aus den TCSPC-Messungen der 'RFTA* Fluoreszenz; nur untere Grenze)

Yeer = 1.3 1019 M~ 1s™!
(Ubernommen aus den Daten an RFTA)

3ker = 1.7- 108 M~ 157!

(aus den us Zerfallsdynamiken bei verschiedenen MBA-Konzentrationen)

krisc = 9.1- 10°s7!
(aus dem Zerfall von 3RFTA in Abwesenheit von MBA)

Die Rate fiir das ISC kigc und den €T aus dem Singulett-Zustand sind unbekannt. Die eT-
Rate aus dem Singulett-Zustand kann mit dem Wert von k. = 1.3-101° M~1s~1, der fiir
RFTA gemessen wurde abgeschitzt werden. Die Fluoreszenzlebensdauer gy, stellt nur
eine ober Grenze dar. In einem Fit an die Daten wurden kisc und 71, angepasst. Das Er-
gebnis des Fits ist in Abbildung 3.25 dargestellt. Es ergibt sich fiir die Fluoreszenzlebens-
dauer ein Wert von 450 ps. Die ISC-Rate wird zu kigc = 3.7 - 103 s~ bestimmt, was eine
untere Grenze fiir die Triplettquantenausbeute von 17 % entspricht. Aus den spektrosko-
pischen Daten geht bereits hervor, dass die Quantenausbeute fiir den Triplett-Zustand
um den Faktor 1.5 groler sein sollte bei RFTA. Somit wird durch die Modellierung der
PQA-Daten dieser Wert deutlich unterschétzt. Die Modellierung ist in diesem Fall rein
qualitativ, wie auch die groBen Abweichungen des Fits zu den Daten zeigen. Fiir eine bes-
sere quantitative Beschreibung miissen die Prozesse nach dem eT zum Triplett-Zustand
weiter untersucht werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Wahrscheinlichkeit
einer Rekombination des Radikalionenpaares von der Losungsmittelumgebung abhéngt.
Durch schnelle Protonierung des Radikalanion 2RFTA®~ kann eine schnelle Rekombina-
tion verhindert werden, und die PQA weiter gesteigert werden. In weiteren Messungen

unter gepufferten wissrigen Bedingungen bei unterschiedlichen pH-Werten und auch in
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léngeren Zeitbereichen sollte dieser Fragestellung weiter nachgegangen werden. Dieses

ist im Rahmen dieser Arbeit leider nicht mehr geschafft worden.

3.4. Ausblick

Die gewohnlich gewéhlten Designvorschlage eines Photokatalysators basieren auf der An-
nahme, dass eine unmittelbare Ndhe des redoxaktiven Chromophors und dem Substrat
durch eine Bindungsstelle vorliegen sollte. Aus der mechanistischen Studie geht jedoch
hervor, dass dies nicht fiir Flavinsysteme gilt. Diese Studie zeigt stattdessen andere
Gesichtspunkte, die bei Herstellung neuer auf Flavin basierenden Photokatalysatoren
mit verbesserten Produktumsatzraten wichtig sind. Ein Ansatzpunkt ist die Erhéhung
der Triplettquantenausbeute durch Beschleunigung des ISC-Prozesses. Dazu kann der
Schweratomeffekt durch eine geeignete Substitution am Flavinchromophor ausgenutzt

werden, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde.

Es wére auch interessant zu sehen, ob durch Substitution von sperrigen Seiten-
gruppen am Flavin oder aber sogar durch Einsperren des Flavins in einem Kéfig, wie
z.B. einem Protein, das Flavin und das Substrat aufgrund von sterischer Hinderung
auf Distanz gehalten werden kann. Dies fithrte dann ebenfalls zu einer erhéhten Tri-
plettquantenausbeute. Eine weitere Moglichkeit bietet die Verwendung von Triplett-
Sensibilisatoren [Hvi+03], welche einen schnellen ISC Prozess nach Photoanregung un-
terliegen und dann ihre Triplett-Energie an das Flavin transferieren konnen. Auf diese
Weise konnte der Verlustkanal des Singulett-Zustands vollstdndig umgangen werden.
Allerdings hétte dies gleichzeitig den Nachteil, dass man im UV-Bereich anregen miisste

anstatt im gewiinschten Vis-Bereich fiir die Photokatalyse.

Schaut man sich die allgemeinen Strukturen und vor allem die Mechanismen von
natiirlich vorkommenden Proteinen an, welche an Redoxreaktionen beteiligt sind, findet
man dort meist viele Redoxzentren in unmittelbarer Nihe zu einander [Pag+99]. Die-
se Tatsache fithrt zu einer effizienten Trennung der induzierten Ladungen entlang einer
Kette der Reaktionszentren, so dass eine Ladungsrekombination so wie andere deakti-
vierende Prozesse sehr stark unterdriickt werden. Die Verfolgung dieses in der Natur
vorkommenden Konzeptes scheint somit viel versprechend zu sein. Fiir die auf Flavin
basierende Photokatalyse wiirde dies bedeuten, dass man an das Flavingeriist zum einen

sterisch abschirmt und zum anderen in einem bestimmten Abstand einen intermediiren
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Elektronenakzeptor einbaut, der ebenfalls eine Substratbindungsstelle besitzt. Auf diese
Weise wiirde nach Photoanregung das Flavin zuerst den intermediéren Elektronenakzep-
tor oxidieren. Anschliefend wiirde der oxidierte intermediare Elektronenakzeptor sich
vom gebundenen Substrat ein Elektron zuriickholen. So sollte ein unproduktiver Elek-
tronentransfer vom Substrat zuriick zum Photokatalysator deutlich verlangsamt werden
gegeniiber den produktiven Folgeprozessen. Wenn man die Substratbindungsstelle noch
derart spezifisch fiir das Substrat und nicht fiir das Produkt macht, sollte eine weite-
re Steigerung der Reaktionsquantenausbeute moglich sein. Ansétze, die in diese Rich-
tungen gehen, sind bereits schon gemacht worden. Z.B. konnte eine zehnfach hohere
Produktquantenausbeute bis zu 40 % fiir die Photooxidation von MBA mit einem Fla-
vinderivat erzielt werden, das kovalent an einen Zink(II)-Zyklen gebunden war [CVI<04].
Es werden dennoch weitere detailliertere Untersuchungen am Flavinphotokatalysator im
Hinblick auf den Reaktionsmechnismus sowie auf einer Verbesserung seiner Photostabi-
litit benotigt. Die in dieser Arbeit erlangten Kenntnisse sollten in jedem Fall bei der

Entwicklung verbesserter Photokatalysatoren helfen.
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4.1. Einleitung

Das aus der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii (C.r.) stammende Protein Photo-
tropin steuert mehrere blaulichtabhéngige Prozesse bei der Bildung von Keimzellen
unter Stickstoffmangel (Gametogenese) [HB03]. Dessen Struktur beinhaltet zwei sich
wiederholende Doménen, LOV1 und LOV2 (Light Ozygen and Voltage) sowie eine
Serin/Threonin-Kinase Doméne. Diese LOV-Doménen enthalten in ihrer Proteintasche
jeweils nicht kovalent gebunden den Chromophor FMN (Flavinmononukleotid), was sie
zu Blaulichtphotorezeptor-Einheiten macht [Chr+499]. Der Signalzustand dieser LOV-
Doménen liegt in der Ausbildung eines kovalenten Adduktes zwischen dem Schwefela-
tom des in unmittelbarer Nihe befindlichen Cysteins (Cys-57 in LOV1 und Cys-250 in
LOV2) und dem C(4a) vom Kofaktor FMN nach Absorption von blauem Licht [Sal+00;
Sal+01; CMO02; Fed+03]. Das Absorptionsspektrum des Signalzustands im Photozyklus
der LOV1 Doméne aus C.r. ist bereits charakterisiert worden [[Kot-+03; Kot03; Kut(6;
Kut+08]. Derzeit ist allgemein akzeptiert, dass der Triplett-Zustand des FMN ein Inter-
mediat auf dem Weg zum Addukt ist [[Kot+03; Kot03; Swa+01]. Fiir die Reaktionsabfol-
ge aus dem Triplett-Zustand heraus werden in der Literatur mehrere Reaktionsmecha-
nismen diskutiert. Mégliche Mechanismen sind ein ionischer Verlauf, ein radikalischer
Verlauf und eine konzertierte Reaktion ohne definiertes Intermediat. Beim ionischen
Verlauf erfolgt zuerst eine PT gefolgt von einem nukleophilen Angriff des Thiolats am
C(4a) des FMN. Der radikalische Verlauf kann in einem oder zwei Schritten ablau-
fen. Eine Einschritt-Reaktion beinhaltet den Transfer eines H-Atoms He, wihrend eine
Zweischritt-Reaktion eine Sequenz von einem eT und einem PT umfasst. Beim konzer-
tierten Verlauf schliefllich entsteht simultan mit der Bindung zwischen dem Schwefel
des Cysteins und dem C(4a) des Flavins auch die Bindung zwischen dem Proton des
Cysteins und dem N(5) des Flavins. Eine detaillierte Diskussion zu den einzelnen Me-
chanismen mit entsprechenden Quellenangaben ist in der Dissertation von Herrn Dr.

Kottke zu finden [Kot03].

Fiir den weiteren Reaktionspfad wurden bislang keine eindeutigen Intermediate auf
dem Weg zum Addukt gefunden. Es gibt einige Studien die Hinweise auf mogliche Inter-
mediate liefern. Im Vorfeld wurde in der Gruppe von Herrn Prof. Dick z.B. gezeigt, dass
in einer Cys-Gly-Mutante der LOV1-Doméne aus C.r., die kein Addukt ausbilden kann,
Methylthiol in die Proteintasche eindringen kann und dort photoinduziert ein Addukt
mit dhnlichen spektralen Charakteristika erzeugen kann [Lan+10]. Zu grofie Merkapta-
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ne sind sterisch gehindert fiir ein Eindringen in die Tasche, kénnen jedoch das FMN
zum FMNH® reduzieren, welches innerhalb des Proteins stabil ist. Ausgehend dieser Er-
kenntnisse wurde postuliert, dass die Reaktionskette vom FMN-Triplett iiber die Bildung
eines Flavin-Cystein-Radikalpaares als Intermediat in die Bildung des Adduktes lduft.
Die aktuellste Arbeit gibt erstmals Hinweise auf die Bildung der Neutralradikal-Form des
FMN in den transienten Absorptionsspektren des Wiltyps LOV1 aus C.r. [Bau+11]. Die
Argumentation basiert auf einem Differenzspektrum zwischen dem Triplett-Spektrum
des Wildtypen und dem der LOV1-C57S Mutante. Es wird eine kleine Erhchung in
der Extinktion im Bereich von 550 und 600 nm die zusétzlich im Triplett-Spektrum des
Wildtyps auftritt der Bildung des Neutralradikals zugeordnet. Die Signalhche liegt je-
doch im Bereich der Rauschamplitude. Daher kann es auch nur als ein Hinweis angesehen

werden.

In diesem Projekt wurde versucht mit Hilfe der in dieser Arbeit aufgebauten 2D-TA-
Spektroskopie, potentielle Intermediate im Photozyklus der LOV1 Doméne aus C.r. zu
identifizieren. Erste Experimente zeigten, dass aufgrund der Langlebigkeit des Addukt-
zustands (7 ~ 200s) schon nach einem Laserschuss die Probe in einer Standkiivette
vollkommen ausbleicht, so dass eine Aufakkumulation mit einer Repetitionsrate von ty-
pischerweise 0.5 Hz nicht moglich war. Das Verlédngern der Delayzeit zwischen zwei Light
amplification by stimulated emission of radiation (Laser)schiissen auf mehrere Minuten
brachte nur méfBigen Erfolg. Auf eine weitere Verlangerung der Delayzeit wurde auf-
grund von entstehenden Instabilitdten des Lasers und der Blitzlampe abgesehen. Um
diese Problematik zu 16sen wurde eine Durchflusskiivette als Probenkammer in das Ex-
periment integriert. Mittels einer Peristaltikpumpe, welche schonend fiir Proteinproben
ist, wurde die Probe in einem laminaren Strom nach jedem Schuss im Anregungsvolumen
komplett ausgetauscht. Somit konnte erfolgreich iiber 100 Schuss gemittelt werden und
jeder einzelne Schuss erfolgte an einer vollkommen unbelasteten Probe. Die Messungen
am Wildtypen werden mit Messungen an den Mutanten LOV1-C57G und LOV1-C57S,

sowie mit Messungen an FMN in Puffer-Losung verglichen.

4.2. Experimentalteil

Die Expressions- und Aufreinigungsbedingungen der LOV1 Konstrukte LOV1-WT, LOV1-
C57G und LOV1-C5H7S sind in Abschnitt 2.4 zu finden. Alle Proteine wurden vor den
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Messungen mehrere Male gegen den eingesetzten Puffer dialysiert, um eventuell nicht
gebundenes FMN vollstdndig zu entfernen. Das FMN (von Lancaster Synthesis) und
das MBA (von Aldrich (98 % Reinheit)) wurden gekauft und direkt eingesetzt. In Abbil-
dung 4.1 sind die wesentlichen Merkmale der untersuchten LOV1-Konstrukte aus C.r.
sowie die Strukturformel des FMN dargestellt. Zur Herstellung der Natriumphosphat-
Puffer wurde bi-destilliertes Wasser verwendet. Die bendtigten Salze NaH,POy4, NasHPO,
und NaCl wurden ebenfalls gekauft (von Merck) und direkt eingesetzt. Die stationdren
Absorptionsspektren wurden mit einem Lambda 9a Spektrometer (Perkin-Elmer) bei
Raumtemperatur 20°C/ gemessen. Es wurde fiir die Belichtungsexperimente ein modifi-
zierter Kiivettenhalter verwendet, der in Abschnitt 2.2 beschrieben ist. Fiir die zeitauf-
gelosten Fluoreszenzmessungen wurde eine Fluoreszenzkiivette (2 mm x 10 mm) verwen-
det. Die optische Dichte der Proben wurde auf etwa 0.2 eingestellt. Die Anregung der
Proben erfolgte entlang der 2 mm Schichtdicke bei 450 nm. In Abschnitt 2.3 sind Details
zur TCSPC-Apparatur zu finden. Details zu den 2D-TA-Messungen sind in Abschnitt 2.1

zu finden.

4.3. Resultate und Diskussion

Es wurden einige aus der Literatur bereits bekannte Untersuchungen an der LOV1-
Doméne sowie an Mutanten der LOV1-Doméne zur Verifizierung erneut ausgefiihrt.
Die daraus resultierenden Ergebnisse bilden die Grundlagen fiir die in dieser Arbeit

durchgefiihrte Studie des Photozyklus der LOV1-Doméne aus C.r..

4.3.1. Stationdre Absorptionsspektroskopie

Beim Studium der Photoreaktion innerhalb der LOV1 Doméne ist es von Vorteil, wenn
neben der Wildtyp-Doméne auch Doménen untersucht werden, die sich aufgrund ge-
zielter Mutationen in einzelnen Eigenschaften vom Wildtyp unterscheiden. Ist es z.B.
moglich, durch Mutationen die Reaktionskinetik oder die Anzahl der gebildeten In-
termediate zu beeinflussen, so konnen dadurch mechanistische Vorstellungen gewonnen
werden. Aus diesem Grund wurden neben dem Wildtypen der LOV1 Domaéne die zwei
Mutanten LOV1-C57G und LOV1-C57S hergestellt. In den beiden Mutanten ist jeweils

das Cystein an Position 57 einmal durch ein Glycin und einmal durch ein Serin aus-
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Abb. 4.1.: Vergleich der stationire Absorptionsspektren des reinen FMN, des FMN in
der LOV1-C57S Mutante, des FMN in der LOV1-C57G Mutante und des FMN im LOV1-
WT. Der Kofaktor liegt in seiner oxidierten Form vor. Alle Proben sind gelost in 10 mM
Natriumphosphat-Puffer bei pH = 8.0 und 10mM NaCl. Die Spektren der LOV-Doménen
wurden auf die Extinktion des reinen FMN bei 445nm skaliert (e445nm = 12500L - cm™! -
mol ™t [Mac99)).

getauscht worden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass es in diesen Mutanten nicht
mehr zu einem kovalenten Addukt zwischen dem Schwefelatom des reaktiven Cysteins-57
und dem C(4a) vom Kofaktor FMN kommt [Hol+02]. Mit dem Fehlen des Intermediats
LOV1-390 sollte der gesamte Photozyklus deutlich verkiirzt werden. Anhand der Absorp-
tionsspektren kann abgelesen werden, wie sich die Mutationen auf die Struktur der LOV
Doméne auswirken. Da die Absorptionsspektren der LOV1-C57G und der LOV1-C57S
Mutanten sich nicht grundlegend von dem des Wildtyps unterscheiden (siehe Abbil-
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dung 4.1), kann davon ausgegangen werden, dass sich auch die Strukturen der Mutanten
nicht grundlegend von der des Wildtyps unterscheiden. Daher stellen die Mutanten ein
geeignetes Vergleichssystem dar, in dem die strukturellen Eigenschaften des Wildtyps

erhalten bleiben.

Das Absorptionsspektrum des FMN zeigt im blauen (Ayax = 445nm) und im nahen
UV- (Apax = 373nm) zwei breite Banden und im UV-Bereich (Apax = 266nm) eine
weitere um den Faktor 3 groflere Bande. Diese Banden entsprechen den Sy — Sy, Sp —
S, und Sy — S5 Ubergéingen innerhalb der Isoalloxazin-Einheit. Aufgrund der hohen
Extinktion in der GréSenordnung von 10*L - mol *em ™" kann diesen Ubergéngen ein

7 — m*-Charakter zugewiesen werden [Hee82].

Im Vergleich zum freien FMN im Puffer besitzt das FMN, wenn es in einer LOV-
Doméne eingebaut ist, eine ausgeprigte Schwingungsfeinstruktur (siehe Abbildung 4.1).
Die Feinstruktur wird vermutlich sowohl durch die unpolare Umgebung als auch durch
die Einschrankung der Bewegungsfreiheit im Apoprotein verursacht. Die Feinstruktur
in LOV-Doménen kann als Indikator fiir ein intaktes Protein hergenommen werden, da
bei Denaturierung der Chromophor freigesetzt wird, und dadurch die Feinstruktur des
Spektrums verloren geht [Kot03]. Im Wildtypen zeigt die Sp — S;-Bande zwei Ab-
sorptionsmaxima 474, 447 und eine Schulter bei 425 nm. Die Mutation des Cysteins-57
durch ein Glycin wirkt sich nicht auf diese Bande aus. Hingegen fiihrt das Einfithren
eines Serins an Stelle des Cysteins-57 zu einer leichten Blauverschiebung der gesamten
Absorptionsbande von 4nm. Der S; — So-Ubergang in den LOV-Doménen ist blau-
verschoben gegeniiber der entsprechenden Banden des freien FMN. Im Wildtypen sind
zwei Absorptionsmaxima bei 370 und 354 nm zu erkennen. In den Mutanten sind diese
Maxima um etwa 3 nm blauverschoben. Die Bande im UV-Bereich bei etwa 270 nm wird
iiberlagert von der Absorption des Apoproteins aufgrund von Tryptophan, Tyrosin und
Phenylalanin'. Es besteht die Konvention die Dunkelzustinde nach ihrer langwelligsten

Absorptionsbande zu benennen. Demnach lauten die drei Dunkelzusténde LOV1-WT-

LGems#B der Edelhoch-Methode lisst sich bei bekannter Aminosiuresequenz der Extinktionskoeffizient
eines Proteins iiber durchschnittliche molare Extinktionskoeffizienten fiir Tryptophan, Tyrosin und
Cys-S-S-Cys (Cystein) bei Aogonm tiber €280nm = (n1vp - 5500 + npyy - 1490 + noys.s-s-cys - 125) L -
mol tem~! bestimmen [Ede67]. Fiir die LOV-Doménen ergibt sich mit nyp, = 1,n7y, = 4 und
NCys-S-S-Cys = 0 ein Beitrag von 11460 L - mol tem~!. Das Phenylalanin hat sein Maximum erst bei
260 nm mit €969nm =~ 200L - mol tem~?!. In den LOV-Domiinen liegt der Beitrag der Phenylalanine

(6 Stiick) bei etwa 1200 L - mol 'em .
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447, LOV1-C57G-447 und LOV1-C575-444.

Es kann in guter Ndaherung davon ausgegangen werden, dass sich der Extinktions-
koeffizient von freiem FMN (€445nm = 12500 L - cm™" - mol ™" [Mac99]) nicht wesentlich
durch den Einbau des Flavins in das Protein éndert. Aus diesem Grund wurden die
Absorptionsspektren der beiden LOV-Doménen auf die Extinktion des reinen FMN bei
445 nm skaliert.

In manchen Flavoproteinen wird im Bereich von 500 bis 600 nm zusétzlich eine breite
Absorptionsbande beobachtet. Diese kann entstehen, wenn das Flavin und eine azide
Seitengruppe (einer Aminiosdure oder eines weiteren Koenzyms) nach Protonierung in
einem ladungsgetrennten Zustand vorliegen [MG74]. Da im Spektrum eine derartige Ban-
de nicht zu beobachten ist, lasst sich daraus schlieflen, dass auch das reaktive Cystein-57,
dessen Schwefel-Atom in einem mittleren Abstand von etwa 4.1 A zum C(4a) des FMN
vorliegt [Fed-+03], im LOVI-WT protoniert vorliegt. Durch Messungen im Infrarotbe-
reich am LOVI1-WT konnte dies bestétigt werden [AHH03].

4.3.2. Photozyklus der LOV1-Domane
Der Signalzustand LOV1-390

Zur Uberpriifung einer intakten LOV1-Domine wurden Absorptionsspektren vor und
nach Belichtung aufgenommen. Es zeigte sich, dass nach Belichtung fiir eine 1s mit zwei
LEDs bei Apax = 450 nm und 300 mW Leistung das Dunkelspektrum LOV1-447 nahezu
vollstdndig verschwindet und eine neue Bande mit einem Maximum bei 390 nm entsteht
(siche Abbildung 4.2). Dieses Spektrum konnte in vielen anderen LOV-Doménen, die
in Photorezeptoren anderer Organismen vorkommen, ebenfalls beobachtet werden [siehe
auch Referenzen in LG11]. Es wird dem Signalzustand der LOV-Doménen (LOV1-390)
zugeordnet und umfasst strukturell die Ausbildung eines kovalenten Addukts zwischen
dem Schwefelatom des in unmittelbarer Néhe befindlichen Cysteins (Cys-57 in LOV1
aus C.r.) und dem C(4a) des FMN sowie eine Protonierung des N(5) am FMN [Sal-+00;
Sal+01; CMO02; Fed+03]. Festzuhalten bleibt, dass das Absorptionsspektrum des Ad-
dukts im Bereich von 350 bis 500 nm nur eine einzige unstrukturierte Bande aufweist.
Bei Wellenlédngen grofler 500 nm sind die Extinktionskoeffizienten sowohl des Dunkel- als

auch des Lichtzustands nahezu Null.
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Abb. 4.2.: Vergleich der Absorptionsspektren des LOV1-WT vor und nach der Belichtung fiir
eine 1 s mit zwei LEDs bei Apnax = 450 nm und 300 mW Leistung. Die Probe war gelost in 10 mM
Natriumphosphat-Puffer bei pH = 8.0 und 10 mM NaCl. Die Spektren wurden entsprechend
der Extinktion des reinen FMN bei 445 nm skaliert (£445nm = 12500 L -cm ™! mol ™! [Mac99]).

Der Zerfall des Signalzustands in die Dunkelform erfolgt vollsténdig auf einer Zeitskala
von mehreren Minuten. Die Zerfallskinetik des LOV1-390 ist nicht mono-exponentiell,
was auf ein inhomogenes System hindeutet [Kut+08]. In Arbeiten an anderen LOV-
Doménen konnte eine pH-Abhéngigkeit wie auch ein Deuterium-Effekt innerhalb des
Addukt-Zerfalls beobachtet werden [Kot+03; ZVC09]. Dies deutet darauthin, dass der
PT vom N(5) der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Dunkelreaktion ist. In
den Mutanten LOV1-C57G und LOV1-C57S wird nach Belichtung bei A = 450 nm das
Addukt nicht erzeugt, wie aus anderen Untersuchungen bereits zu erwarten war [Hol+02;

Lan+10].

Der Singulett-Zustand in LOV1

Es wurde weiter der Singulett-Zustand der LOV1 Doméne untersucht. Dieser ist der erste
Schritt innerhalb des Photozyklus nach Photoanregung. Mittels dem TCSPC-Verfahren
wurden die Fluoreszenzlebensdauern bestimmt. Die Resultate sind in Abbildung 4.3
dargestellt. Fiir das freie FMN als Vergleichssystem wurde eine Lebensdauer von 4.7 ns
bestimmt (Literaturwert von 7pr, = (5.1 £ 0.2) ns [HPHO05]). Ist das FMN in der LOV1-

Doméne eingebaut, ohne dass sich nach Photoanregung ein Addukt bilden kann, wie es
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Abb. 4.3.: Oben: Fluoreszenzabklingkurven von FMN, LOV1-WT, LOV1-C57G und LOV1-
C57S in 10 mM Natriumphosphat-Puffer mit 10 mM NaCl. Die Anregung erfolgte bei 450 nm
bei einer zeitlichen Halbwertsbreite von 1.1ns. Die Abklingkurven sind durch offene Kreise
entsprechend der Legende rechts oben, die Apparatefunktion ist durch graue offene Kreise und
die mono-exponentiellen Fits sind durch rote durchgezogene Linien dargestellt. Die Lebens-
dauern aus den Fits sind in der Tabelle unten rechts eingetragen. Unten: Residuen gewichtet

mit /N;, wobei N; die Anzahl der Ereignisse des Kanals ¢ ist.

in den Mutanten LOV1-C57G und LOV1-C57S der Fall ist, zeigen sich nur minimale
Abweichungen in den Lebensdauern verglichen mit dem freien FMN. Die Fluoreszenzle-
bensdauern von LOV1-C57S und LOV1-C57G wurden bestimmt zu 4.5 ns (Literaturwert
von 7p = (4.6 £0.2) ns [Hol+02]) und 4.9 ns. Messungen am Wildtypen zeigten, dass die
Fluoreszenzlebensdauer sich auf 3ns (Literaturwert von 7m = (2.9 & 0.2) ns [Hol+02])
verkiirzt, wenn das Cystein-57 innerhalb der LOV1-Doméne vorhanden ist. In der Grup-
pe von Herrn Prof. Dr. A. Penzkofer wurden zusétzlich die Fluoreszenzquantenausbeuten
des LOVI-WT, des LOV1-C57S und des freien FMN bestimmt [Hol+02; HPHO5]. Sie
fanden Werte von ®YNT = 0.17 £ 0.03, ®™ = 0.30 & 0.01 und ®EMN = 0.23 £ 0.02.
Aus den Lebensdauern und den Fluoreszenzquantenausbeuten lassen sich die jeweilige

Lebensdauer fiir den radiativen Zerfall bestimmen zu 7y = 17.6ns, 755 = 15.0ns

und 7NN = 20.4 ns. Die Lebensdauern fiir den radiativen Zerfall sind im Rahmen der

Messgenauigkeit alle in etwa gleich grof. Zum einen kann daraus geschlossen werden,

dass die Photophysik der Mutante LOV1-C57S im Grunde der des freien FMN ent-
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spricht. Zum anderen zeigt dies, dass im Wildtypen zusétzliche nicht strahlende Prozesse
die Relaxation des angeregten Singulett-Zustands beschleunigen. Da im Wildtypen das
Schwefelatom des Cystein-57 in etwa 4.1 A zum C(4a) des FMN vorliegt [Fed +03], ist
ein Schweratomeffekt, der die ISC-Rate erhoht, eine sehr wahrscheinliche Erklarung fiir
den zusétzlichen Quench-Prozess [Hol+02]. Ein effizientes ISC fiir das LOV1I-WT wurde

bereits nachgewiesen [[<ot-+03].

Modellsystem: FMN und MBA in Losung

Zuerst sei der freie Chromophor FMN mit und ohne Zugabe eines Elektronendonors
als ein Modellsystem betrachtet. Auf diese Weise sollten Spektren von potentiellen In-
termediaten charakterisiert werden konnen, die auch wiahrend des Photozyklus in der
LOV1-Doméne auftreten kénnen. Als Elektronendonor wurde das MBA verwendet, da
es im Rahmen dieser Arbeit bereits einen effizienten T zum Flavinderivat RFTA zeig-
te (siehe Abschnitt 3). In Abbildung 4.4 sind die 2D-TA-Datensétzen fiir die Systeme
FMN und FMN plus MBA dargestellt. Neben dem starken Laser- und Fluoreszenzsignal
(weiBer Bereich (A)), welches die Zeitauflosung des Experimentes widerspiegelt, ist in
den Daten nach der Anregung eine deutliche positive Absorption zum einen im Bereich
von 300 bis 410 nm und zum anderen im Bereich von 500 bis 750 nm zu finden. Im Be-
reich von 410 bis 500 nm ist das GSB zu erkennen. Die Daten konnten global mit einem
bi-exponentiellen Modell gefittet werden. Dabei wurde der Bereich der schnellen Fluores-
zenz in der Summe der kleinsten Fehlerquadrate nicht mitberiicksichtigt. Es wurden die
in Abbildung 4.4 (C) dargestellten DADS mit Lebensdauern von 71 = 3.1 ps (schwarze
Linie) und 75 > 10 ps (rote Linie) erhalten. Das DADS zu 7 = 3.1 ps zeigt eine positive
Bande bei eine 395nm und langwellig von 500 nm eine weitere breite Absorptionsban-
de mit drei lokalen Maxima bei 522, 664 und 720 nm. In diesem DADS erkennt man
deutlich die charakteristische Form publizierter Triplett-Spektren dhnlicher Flavinderi-
vate [HPP79; ST96; Mel+99]. Das zweite DADS mit einer Lebensdauer, die in grofiler
als das Messzeitfenster ist, besitzt positive Banden bei etwa 350 nm und eine breite
Bande im Bereich von 500 bis 600 nm. Ein Vergleich mit der Literatur lasst diese Cha-
rakteristika dem neutralen Flavinradikal 2FMNH® zuordnen [HPP79]. Fiir das RFTA
wurde in dieser Arbeit bereits gezeigt, dass die Extinktionskoeffizienten des 2RFTA®~
im Bereich von 600 nm und des *RFTA im Bereich von 700 nm in etwa gleich sind (siehe

Kapitel 3). Unter dieser Annahme lésst sich grob Abschitzen, dass zu etwa 2 % aus dem
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Abb. 4.4.: Vergleich der 2D-TA-Daten zwischen FMN (A) und FMN plus MBA (B) in
10mM Natriumphosphat-Puffer mit 10 mM NaCl bei pH = 8.0 nach Anregung bei 450 nm.
Die Resultate der globalen Fits mit zwei Exponentialfunktionen sind in (C) fir FMN und in
(D) fiir FMN plus MBA dargestellt.
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Triplett-Zustand auch das Neutralradikal iiber eine Triplett-Triplett Annihilations gebil-
det wird. Betrachtet man nun das FMN nach Zugabe von 50 mM an MBA, zeigt sich eine
verdnderte Dynamik im Vergleich zum freien FMN alleine (Abbildung 4.4 (B)). Erstens
ist die Amplitude des Triplett-Zustands deutlich reduziert und auch die Lebensdauer die-
ser Bande ist kiirzer. Zweitens entstehen mit dem Zerfall der Triplett-Absorption zwei
neue Banden bei etwa 370 nm und 510 nm. Und drittens zerfallen die intermediér gebil-
deten Banden in einem Zeitbereich von 10 us wieder und es entsteht eine breite Bande im
Bereich von 500 bis 600 nm. Im Bereich der GZ-Absorption bei 450 nm bleibt das Signal
konstant und im Bereich von 350 bis 400 nm nimmt es wieder negative Werte an. Diese
Daten konnen in einem globalen Fit mit Exponentialfunktionen gut beschrieben werden.
Daraus ergeben sich drei DADS zu 7 = 900ns, 75 = 4.7 us und 73 > 20 us. Diese sind
in Abbildung 4.4 (D) dargestellt. Es ergibt sich ein &hnliches Bild, wie es bereits bei den
Messungen an RFTA und MBA beobachtet wurde. Nach Bildung des Triplett-Zustands
wird dieser im Vergleich ohne MBA geloscht. Das DADS zu 7 = 900 ns zeigt eine nega-
tive Bande bei 350 nm und eine reduzierte Amplitude im Bereich von 510 nm gegeniiber
dem DADS, das aus dem Datensatz ohne MBA erzeugt wurde. Im DADS zu 7 = 4.7 us
werden die Beitriage der Spezies, die mit dem Triplett-Zerfall entstanden sind dann deut-
licher. Man erkennt eine deutlich positive Bande bei etwa 370 nm und eine zusétzliche
positive Bande bei etwa 450 nm. Die Bandenform bei 370nm deutet auf das 2FMN®~
hin. Es erfolgt demnach iiber einen eT vom MBA zum FMN die Bildung des Radikalio-
nenpaars 2FMN®~ und 2MBA®*. Der Beitrag des 2MBA®* bei etwa 450 nm wird nicht
deutlich, da das Spektrum vom 2FMN®~ iiberlagert wird (sieche Kapitel 3). Das Radi-
kalionenpaar zerfallt schliefilich iiber einen PT mit 4.7 us und es wird das Radikalpaar
2FMNH® und 2MBA® gebildet. Das 2MBA® absorbiert in diesem Spektral Bereich nicht.
Das Entstehen des 2FMNH® kann an der negativen Bande des DADS zu 7 = 4.7 us im
Bereich von 500 bis 600 nm erkannt werden. Der PT ist nahezu vollstdndig, da man kei-
nen merklichen Riickgang des GSB im Bereich um 450 nm beobachtet. Das letzte DADS
zu 7 > 20 ps weist schliellich die Differenz zwischen dem Neutralradikal-Spektrum und
dem GZ-Spektrum auf. Dass im Fall freien FMNs nur das 2FMNH® beobachtet wird,
nicht aber andere Intermediate, die man fiir eine Triplett-Triplett-Annihilation erwarten
wiirde, z.B. in Form von ?FMN®*~ und ?FMN°®*, l4sst sich mit einer zu geringen transi-
enten Konzentration der Intermediate geméflen einer abgeschitzten Gesamtumsetzung

von etwa 2 % begriinden.
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Triplett-Zerfall in LOV1

Um einen zusétzlichen Vergleich zum Photozyklus der LOV1-Doméne vornehmen zu
konnen, wurde der verkiirzte Photozyklus der Mutante LOV1-C57S untersucht. Im Ver-
gleich zu der Messung von freiem FMN zeigten sich bei der LOV1-C57S Mutante sehr
dhnliche spektrale Charakteristika eines Triplett-Spektrums und eines Neutralradikal-
Spektrums des FMN. Die Signale im LOV1-C57S konnten gegeniiber der Messung an
freiem FMN {iber einen ldngeren Zeitbereich bis hin zu 200 pus beobachtet werden (sie-
he Abbildung 4.5 (B)). Der Datensatzes konnte mit zwei Exponentialfunktionen gut
beschrieben werden. Es ergaben sich DADS zu 71 = 28 us zu 7 > 200 ps. Diese sind
in Abbildung 4.5 (D) dargestellt. Das DADS mit der kiirzeren Lebensdauer kann wie
schon beim freien FMN dem Triplett-Zustand des FMN zugeordnet werden. Ebenfalls
kann das DADS zu 75 > 200 us, wie beim FMN in Losung, dem Neutralradikal des
FMN zugeordnet werden. Fiir die LOV1-C57S Mutante wurden in fritheren Arbeiten ei-
ne bi-exponentielle Kinetik mit Lebensdauer von 3 us (25 %) und 27 us (75 %) beobach-
tet [[Kot+03; Bau+11]. Die Kinetik wurde mono-exponentiell sobald das Losungsmittel
zuvor entgast wurde durch Durchleiten von Ny oder Xe. Die schnelle Komponente im
Zerfall des Triplett-Zustands wurde in diesen Messungen jedoch nicht beobachtet. Statt-
dessen wurde ein zusétzliches Intermediat mit einer Extinktion im Bereich von 500 bis
600nm zu einem geringen Anteil bezogen auf die Triplett-Amplitude beobachtet. Bei
einer Annahme &hnlicher Extinktionskoeffizienten der beiden Spezies in ihren Maxi-
ma kann abgeschitzt werden, dass etwa 2% der Triplett-Zustinde ein Neutralradikal
ausbilden. Dies ist im Einklang mit der Beobachtung aus NMR Studien an der LOV1-
C450A Mutante aus Avena sativa (A.s.) Phototropin-1 [Fis+08], sowie aus photochemi-
cally induced dynamic nuclear polarization (photo-CIDNP) Studien an der LOV1-C450A
Mutante aus Awvena sativa Phototropin-1 in Losung [Ric+05] und an der LOV1-C578S
Mutante aus C.r. im Festkorper [Tha-+10]. Es wurde ein €T von einem Tryptophan (Trp-
W557 in LOV1-C450A und Trp-98 in LOV1-C57S) zum FMN beobachtet, welches sich
in einem groflen Abstand an der Oberfliche der jeweiligen LOV-Mutante befindet. Es
wurde ebenfalls eine sehr geringe Effizienz beobachtet, was mit dem groflen Abstand zu

erklaren ist.

Die Beobachtung des Neutralradikals mag in fritheren spektroskopischen Arbeiten
iibersehen worden sein. Es bleibt jedoch der Widerspruch mit dem bi-exponentiellen Ab-

klingverhalten des Triplett-Zustands. Die Triplett-Lebensdauer des FMN betragt 3 us,
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Abb. 4.5.: Vergleich der 2D-TA-Daten zwischen LOV1I-WT (A) und LOV1-C52S (B) in
10mM Natriumphosphat-Puffer mit 10mM NaCl bei pH = 8.0 nach Anregung bei 450 nm.
Resultate der globalen Fits mit zwei Exponentialfunktionen sind in (C) fir LOV1-WT und in
(D) fiir LOV1-C52S dargestellt. In (E) sind die DADS mit den jeweiligen kiirzeren Lebens-

dauer normiert auf die Bande bei 710 nm dargestellt.
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wenn es im gleichen Puffer gelost ist wie die LOV1-C57G Mutante. Dies ldsst vermuten,
dass es sich bei der 3 us-Komponente um freies nicht gebundenes FMN handelt, das
neben dem Protein mit vorliegt. Dies wird weiter unterstiitzt durch die Tatsache, dass
diese Komponente verschwindet, sobald die Probe zuvor entgast wurde. Weiter ist auch
anzunehmen, dass molekularer Sauerstoff nicht zu groflen Anteilen in die Proteintasche
hinein diffundiert, und dass somit die Lebensdauer von 28 us dem nicht durch mole-
kularen Sauerstoff gequenschten Triplett-Zerfall widerspiegelt. Messungen an RFTA in
entgaster AcN/H,O (50:50-v/v) Losung zeigten neben bi-molekularen Prozessen auch
eine intrisische Lebensdauer von 25 s, was diese Annahme weiter unterstiitzt (siehe

Kapitel 3).

Unter dem Hintergrund, dass in der transienten Absorption an LOV1-C57S bereits
ein Neutralradikal beobachtet wurde, sollte im Wildtypen die Effizienz eines €T deutlich
erhoht werden, da das Cystein-57 mit etwa 4.1 A zum C(4a) des FMN néher dran liegt.
Die transienten Absorptionsspektren sind in Abbildung 4.5 (A) dargestellt. Es werden
im Vergleich zum LOV1-C57S ebenfalls die Signatur des Triplett-Zustands beobachtet.
Die Lebensdauer ist im Wildtypen jedoch deutlich verkiirzt, da die Signale im Bereich
von 500 bis 750 nm innerhalb von 3 us nahezu abgeklungen sind. Im Bereich von 390 nm
hat zum einen der Triplett-Zustand eine hohe Extinktion wie auch der zu erwartende Si-
gnalzustand in Form des Addukts. In diesem Bereich nimmt die Amplitude ebenfalls wie
die breite Bande des Triplett-Zustands (A > 500nm) binnen 3 ps bis auf ein in diesem
Zeitbereich konstantes Niveau von 14 mOD ab. Dieses konstante Signal bei 390 nm kann
dem Signal-Zustand LOV1-390 zugeordnet werden. Des Weiteren ist in diesen Daten
zu erkennen, dass alle Signale in ihrer Intensitdt abnehmen oder {iber den Zeitbereich
hinweg konstant bleiben. Es werden keine ansteigenden Signale beobachtet. Ein globaler
Fit mit zwei Exponentialfunktionen lieferte eine gute Beschreibung der Dynamik. Die
entsprechenden DADS zu 71 = 1.1 us und zu 75 > 5 ps sind in Abbildung 4.5 (C) darge-
stellt. Das DADS zu 7y = 1.1 ps ist im Bereich langwelliger als 500 nm identisch zu dem
Spektrum, das aus den Daten fiir das LOV1-C57S gewonnen wurde. Die Bandenform
bei etwa 380 nm unterscheidet sich jedoch zum reinen Triplett-Spektrum. Im Wildtypen
ist diese Bande zum einen breiter als im LOV1-C57S. Zum anderen ist diese Bande im
Wildtypen in etwa gleich intensiv zu der Bande bei 510 nm, wéhrend im LOV1-C57S die-
se Bande um den Faktor von etwa 1.5 intensiver ist im Vergleich zur Bande bei 510 nm.
Zudem ist der GSB im Bereich von 450 nm im DADS zu 7, = 1.1 pus deutlich reduziert

und gibt einen positiven Beitrag. Diesem Spektrum kann entnommen werden, dass der
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Triplett-Zustand in eine Spezies zerféllt, die bei etwa 380 nm absorbiert und im Bereich
des GSB kaum noch absorbiert. Die Spezies, in die der Triplett-Zustand zerfillt, kann
demnach dem Addukt-Zustand zugeordnet werden. Das Addukt-Spektrum hat im Be-
reich von etwa 450 nm im Vergleich zur GZ-Bande nur eine sehr geringe Extinktion. Wird
dies beriicksichtigt und zudem die Beobachtung, dass das Signal im Bereich des GSB
konstant bleibt, lasst sich daraus schlieflen, dass der Triplett-Zustand nahezu vollstdndig
in das Addukt konvertiert. Das Addukt-Spektrum wird im DADS zu 75 > 5 us mit ei-
ner deutlichen Bande bei 390 nm sichtbar. Es zeigt sich in diesem DADS aber noch eine
zusétzliche Bande im Bereich von 500 bis 600 nm, wie schon zuvor beim LOV1-C57S.
Diese Bande kann auch hier dem Neutralradikal zugeordnet werden. Vergleicht man
auch hier das Amplitudenverhéltnis von der Triplett- und der Neutralradikal-Bande in
ihren Maxima, lasst sich daraus abschitzen, dass auch zu etwa 13 % das Neutralradi-
kal gebildet wird. Dieser Anteil ist deutlich gréfler als es im LOV1-C57S beobachtet
wurde. Erklart werden kann dies durch unterschiedliche Konformere des Cystein-57 in-
nerhalb der LOV1-Doméne. Es scheint, dass etwa 13 % der Cysteine sich in einer sterisch
ungiinstigen Position fiir eine Adduktbildung befinden, jedoch nahe genug sind fiir einen
schnellen eT gefolgt von einem PT oder einem H-Atom-Transfer, so dass dieses Inter-
mediat als Nebenprodukt beobachtet werden kann. Unterstiitzt werden kann dies durch
eine theoretische Arbeit, in der Molekular Dynamik (MD)-Simulationen an der LOV2-
Domaéne aus Adiantum capillus-veneris durchgefithrt und mit den Kristallstrukturdaten
der LOV1-Domiéne aus C.r. verglichen wurden [NS04]. Die Rechnungen ergaben, dass
drei unterschiedliche Konformere des reaktiven Cysteins A, B und C vorliegen. Die Kon-
formere A und B wandeln sich dabei auf einer ps-Zeitskala in einander um, wihrend
Konformer C, wenn es einmal gebildet ist fiir mehrere ns stabil bleibt. Durch die Be-
obachtung des Neutralradikals lasst sich schlieffen, dass ein radikalischer Mechanismus
sehr wahrscheinlich ist. Im kurzen Zeitbereich des Triplett-Zerfalls konnte kein Signal
eines anderen Intermediates beobachtet werden, so dass fiir die Schritte des eT und des
PT oder eines H-Atom-Transfers einer Lebensdauer von < 1 us anzunehmen ist. Interes-
sant wére zu beobachten, ob das Radikalpaar, welches sich als Nebenprodukt bildet, auf
einer lingeren Zeitskala zum Addukt rekombiniert. Dieses wére ein zusétzlicher Beweis
fiir unterschiedliche Konformere des Cysteins-57, die durch eine héhere Energiebarriere
von einander getrennt sind. Im Rahmen dieser Arbeit ist dies leider nicht mehr verfolgt

worden.

Ausgehend von den Beobachtungen aus den transienten Absorptionsspektren der
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LOV1-Doméne und der Mutante LOV1-C57S wird der in Abbildung 4.6 dargestellte
Photozyklus postuliert werden. Nach Photoanregung des GZ wird der Singulett-Zustand
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Abb. 4.6.: Postulierter Photozyklus der LOV1-Doméne aus C.r.. Die einzelnen Schritte sind

im Text beschrieben.

erzeugt. Dieser zerféllt zum Teil in den GZ zuriick mit kic + kpr, und zum Teil {iber kisc

in den Triplett-Zustand. Der Triplett-Zustand wird nahezu vollstédndig iiber Transfer-
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Reaktionen eines e~ gefolgt von einem H' oder von einem He geloscht. Die Transfer-
Reaktionen erfolgen von zwei unterschiedlichen Konformeren des Cystein-57 heraus und
es entstehen zwei Radikalpaare in zwei unterschiedlichen Konformeren zu etwa 87 % (A)
und 13% (B). Das Haupt-Radikalpaar (A) bildet mit kap (7 = 1.1 us) vollsténdig die
Addukt-Spezies, wihrend das Radikalpaar (B) auf einem Zeitbereich von > 5 us stabil
bleibt. Es kann vermutet werden, dass das Radikalpaar (B) entweder durch Oq zuriick in
den GZ katalysiert wird, oder durch einen Konformationswechsel mit kxw in das Radi-
kalpaar (A) tibergeht, welches wieder das Addukt bildet. Das Addukt zerfillt schlieflich

mit kay in einer thermisch aktivierten Reaktion zuriick in den GZ.



5. Einflusses der Adduktbildung auf
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5.1. Einleitung

Lebende Organismen in einer sich stindig #ndernden Umgebung sind fiir ihr Uberleben
darauf angewiesen, externe Impulse empfangen und entsprechend darauf reagieren zu
konnen. Diese Aufgabe iibernehmen Proteine, die zum einen aus einer ,,Eingangs-" oder

)

Sensordoméne und zum anderen aus einer ,,Ausgangs-” oder Effektordoméne aufgebaut
sind [PNO3]. Sensordoménen sind dabei auf Signale sensitiv, wie z.B. Absorption von
Licht oder Bindung eines Liganden. Die Effektordoménen hingegen besitzen eine biolo-
gische Aktivitit, welche z.B. katalytisch sein kann. Auch kann sich die Aktivitdt darin
dussern, dass die Effektordoméne eine Affinitdt zur Bindung von DNA bekommt. Die Ak-

tivitat der Effektordoméne kann dabei durch die Wechselwirkung zwischen der Sensor-

und Effektordoméne allosterisch reguliert werden.

Moéglich et al. haben an einem Beispiel gezeigt, dass die Sensor- und Effektordoménen
als modulare Untereinheiten betrachtet werden kénnen. In ihrer Arbeit tauschten sie die
Hém bindende PAS Sensordoméne des FixL aus Bradyrhizobium japonicum, welche
die Aktivitdt ihrer Histidinkinase abhéngig vom Sauerstoffgehalt reguliert [GGDHO1],
mit der LOV Sensordoméne aus Bacillus subtilis YtvA aus, welche Blaulicht gesteu-
ert eine durch den allgemeinen Stressregulator ¢ kontrollierte Ubertranskription von
Promotern verursacht. Das resultierende artifizielle Fusionsprotein YF1 zeigte in vitro
keine sauerstoffabhingige sondern eine blaulichtabhéngige Regulierung der Kinaseakti-
vitat in vitro. Die Aktivitdt wie auch die Substrataffinitdt blieben dabei vergleichbar
zum natiirlichen FixL. Des Weiteren konnten sie demonstrieren, dass der Aufbau der
Linkerregion zwischen der PAS Sensor- und der Histidinkinase Effektordoméne kritisch

ist fiir Kinaseaktivitdt und deren Regulierung durch Blaulicht [MANMO09].

Ausgehend von dem in [MAMO9] beschriebenen Aktivitéatstest soll mit dieser Arbeit
nun eine weitere Erkenntnis in Hinblick auf die Signalweiterleitung von einer LOV-
Domaéne auf eine verkniipfte Effektordoméne erzielt werden. Die Fragestellung zielt auf
die Natur des unmittelbar nach Photoanregung gebildeten Signalzustands der LOV-
Doméne. Dieser Signalzustand besitzt in bisher allen untersuchten LOV-Doménen ei-
ne kovalente Bindung zwischen dem C(4a) Atom am Flavin zu einem in allen LOV-
Doménen konservierten Cystein [Bri07; CRMO03]. Das photochemisch gebildete Cystei-
nyladdukt ist im Flavinringsystem leicht gewinkelt und {ibt einen mechanischen Zug auf

das Proteinriickgrat aus [CM02; Fed+03]. In der Literatur wird auf der Basis von Kri-
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stalldaten die Signalweiterleitung innerhalb einer LOV-Doméne diskutiert. In [CRMO3]
wird z.B. die Beeinflussung einer Salzbriicke zwischen einem Glutamat und einem Lysin
an der Oberfliche der LOV-Doméne durch die Ausbildung des Cysteinyladdukts als die

potentielle Strukturdnderung bei der Signalweiterleitung postuliert.

In dieser Arbeit soll die Frage untersucht werden, ob allein die Ausbildung eines
Cysteinyladduktes, ohne gleichzeitige Bindung zum Proteinriickgrat, essentiell fiir die
Weiterleitung eines Signals zur Aktivierung einer Effektordoméne ist, oder ob der me-
chanische Zug durch die Cysteinyladduktbildung zusétzlich erforderlich ist. Zu diesem
Zweck soll ausgenutzt werden, dass eine LOV-CG-Mutante, in der das reaktive Cystein
gegen ein Glycin ausgetauscht wurde, in Gegenwart von Methylthiol eine blaulichtin-
duzierte Photoreaktion zu einem Methylthiolyladdukt eingeht, das nicht an das Prote-
inriickgrat gebunden ist [Lan-+10]. Verwendet man diese CG-Mutante in Gegenwart von
Methylthiol statt des Wildtyps im Aktivitdtstest, so sollte sich im Vergleich von Licht-
und Dunkelzustand kléren lassen, ob die mechanische Spannung im Lichtzustand des

Wildtyps fiir die Signalweiterleitung wesentlich ist.

5.1.1. Der Aktivitatstest

Im Folgenden wird der Aktivitdtstest nach Moglich et al. kurz skizziert. Dazu wird mit
einer Beschreibung der einzelnen Untereinheiten YtvA und FixL, welche schliellich zu
YF1 fusioniert wurden, begonnen. Abschliefend wird das Reaktionschema, welches auf

dem des FixL basiert, kurz eingegangen.

Bacillus subtilis YtvA

YtvA besteht N-terminal aus einer LOV Sensordoméne und C-terminal aus einer STAS
(Sulfate Transport Antisigma factor antagonist) Effektordoméne. Beide Doménen sind
verkniipft iiber eine a-helikale Linkersequenz, die Ja genannt wird. Der Signalzustand
der LOV-Doméne ist das photochemisch gebildete Cysteinyladdukt (kovalente Bindung
zwischen dem C(4a) Atom am FMN zum Cystein 62). Die Lebensdauer dieses Addukts
betrégt etwa 1h bei Raumtemperatur. Die exakte biochemische Rolle von STAS ist bis-
her nicht bekannt. YtvA zeigte bislang nur blaulichtgesteuert eine durch den allgemei-
nen Stressregulator o® kontrollierte Ubertranskription von Promotern [Los+02; AKO0O;

Sal+01; Akb+01].
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Bradyrhizobium japonicum FixL

FixL besitzt 2 N-terminale Ham bindende PAS Sensordoménen als Sauerstoffsensoren.
C-terminal befindet sich eine Histidinkinase Effektordoméne, die den Phosphoakzeptor
(DHp) und die katalytisch aktive Untereinheit (CA) beinhaltet. Es bildet zusammen
mit dem Response Requlator FixJ ein Zweikomponentensystem, das die Expression von
Proteinen reguliert, die an der microaeroben Atmung, am Stickstoffkreislauf und an der

Stickstofffixierung beteiligt sind [Fis94; Gon-+98; KMO5].

Artifizielles YF1

Moéglich et al. konstruierten das Fusionsprotein beziiglich eines auf Strukturen basieren-
den Sequenzvergleiches zwischen der PAS und der LOV-Sensordoméne aus YtvA und
FixL. Abbildung 5.1 zeigt die schematischen Strukturen von YtvA, FixLL und YF1 aus
Moglich et al. [MAMO9].
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Abb. 5.1.: Schematische Strukturen von YtvA, FixL und YF1 aus Moglich et al. [MAMO9].
YtvA umfasst N-terminal eine LOV-Sensor- und C-terminal eine STAS-Effektordoméne, die
iiber den Linker Jo verkniipft sind. FixL besitzt zwei PAS-Doménen, wobei die zweite (PAS H)
Ham bindet, und eine Histidinkinase mit den Phosphoakzeptor- (DHp) und katalytisch aktiven
(CA) Untereinheiten. Die Fusionskinase YF1 wurde durch Verlinkung der YtvA LOV-Doméne

mit der FixLL Histidinkinase iiber die Ja von FixL erzeugt.

Mechanismus der Phosphorylierungsreaktionen in FixL und YF1

Die Phosphorylierungsreaktion in FixL ist aufgeteilt in zwei Teilreaktionen. Zuerst un-
terliegt das FixL einer Autophosphorylierung am konservierten Histidin 291, welches sich
innerhalb der Dhp Untereinheit befindet. In einem zweiten Schritt wird das Phosphat
auf einen nicht kovalent gebundenen Response Regulator FixJ iibertragen [GGDHOI,
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GGGPIY]. Auf einer ldngeren Zeitskala kommt es schlieBlich zu einer Hydrolyse des

phosphorylierten FixJ durch Wasser.

Durch die Konstruktion des Fusionsprotein YF1 wird ein Blaulichtschalter in Form
einer LOV-Doméne eingebaut. Die LOV-Doméne geht durch Blaulicht in ihren Signal-
zustand iiber. Dies hat eine Inhibierung der Phosphorylierungsreaktion zur Folge. Abbil-
dung 5.2 zeigt das in [MAMO09] postulierte Reaktionschema fiir die Phosphorylierungsre-
aktion im System YF1. Die Phosphorylierungsreaktion kann anhand der Menge an phos-

Dunkel:
ATPX YF1 XFiXJNP) H,O
ADP YF1~P FixJ I
&t
ATP YF1 <, FixJ~P-s_ - H,0
v \
A ]
ADP YF1~P-2""“- Fix] <+ P,

Abb. 5.2.: Reaktionsschema des Phosphorylierungstests. YF1 autophosphoryliert sich und

iibertrigt dann das Phosphat auf den response regulator FixJ.

phorylierten FixJ verfolgt werden. Der Einsatz von [y-**P]Adenosintriphosphat (ATP)
ermoglicht die Detektion iiber die radioaktiv Markierung des FixJ nach vorausgehender

elektrophoretischer Trennung.

5.2. Material und Methoden

5.2.1. Molekularbiologie und Proteinreinigung

Diese Arbeiten wurden am Institut fiir Molekulare Enzym Technologie (IMET) im
Forschungszentrum Jiilich unter der Teilgruppenleitung von Herrn Dr. Krauss durch-
gefiihrt. Es wurden die Proteine YF1-WT, YF1-C62G und FixJ exprimiert. Das YF1-
WT entspricht dem Fusionsprotein aus Abbildung 5.1. In der Variante YF1-C62G ist
das Cystein-62 durch ein Gylcin mutiert. Das FixJ ist das Zielprotein im zweiten Teil-

schritt der Phosphorylierungsreaktion. Die Menge an phosphoryliertem FixJ dient der
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Verfolgung des Reaktionsverlaufs.

Die Proben befanden sich in einem Puffer aus 10 mM Tris-HCI bei pH = 7.0 und
10mM NaCl. Die Konzentrationbestimmung von FixJ erfolgte iiber den Extinktions-
koeffizienten bei 280nm (£280m = 4860 M_lcm_l). Die YF1-Konstrukte lassen sich
bei vollstdndiger Beladung an Chromophor FMN iiber dessen Extinktion bei 450 nm
(€450 nm = 12500 M_lcm’l) bestimmen. Die Beladung lasst sich anhand des Verhéltnisses
der Absorptionsbanden bei 280 nm und 450 nm bestimmen, sofern eine sehr saubere Pro-
be vorliegt. Bei vollsténdiger Beladung sollte das Verhéltnis bei etwa 2.9 liegen. Fiir die
Proben ldsst sich eine Beladung mit Chromophor von etwa 73 % fiir YF1-WT und von
64 % fiir YF1-C62G abschétzen.

5.2.2. Phosphorylierungstest

Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur (ca. 20°C) in einem Reaktionpuffer
(50mM Tris/HCI (pH 8.0), 50 mM KCI, 100 uM MnCly, 5mM S-Mercaptoethanol, 5%
(v/v) Ethylenglycol) durchgefiihrt. Das Protein wurde zuerst mit dem Reaktionspuffer
vorgelegt. Die Phosphorylierungsreaktion wurde durch Zugabe des [y->3P]ATP/MgCl,
zur Reaktionsmischung gestartet. Tabelle 5.1 zeigt die Zusammensetzungen der jeweili-

gen Proteinmischungen. Der Reaktionsmischung wurde zu unterschiedlichen Zeiten je-

YF1-WT 7uL . : 2
YF1-C62G - 7uL  7ul 2
FixJ 28.7uL  28.7uL  28.7uL 50
RP 243uL 24.3ul  24.3pLe _

[\-33P]ATP/MgCl, 10uL  10uL  10puL 629 (= 7.7 uCi)

?Zuvor wurde Methylmercaptan eingeleitet bis der Puffer einen Braunton angenommen hatte.

Tab. 5.1.: Zusammensetzung der jeweiligen Reaktionsmischungen. RM = Reaktionsmischung;

RP = Reaktionspuffer.

weils 10 puLb entnommen und mit 10 pL Stoppuffer (0.5 M Tris/HCI (pH 6.8), 0.2 M NaCl,
40mM EDTA, 30% (v/v) Glycerin, 4% (v/v) SDS, 2% (v/v) -Mercaptoethanol) ge-

mischt, um die Phosphorylierungsreaktion durch Denaturierung der Proteine zu stop-
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pen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte dann iiber Sodium Dodecyl Sulfate-Poly-
Acrylamid Gel Electrophorecis (SDS-PAGE) (Gele mit 15 % Polyacrylamid). Die Gele
wurden iiber Nacht getrocknet und anschlieflend iiber Nacht auf einen multisensitiven
Phosphorschirm gelegt (Perkin Elmer, 192x125mm). Die Visualisierung und Quanti-
fizierung der radioaktiven Proteine erfolgte mit einem Cyclone Plus Phosphorimager
(Perkin Elmer). Die Phosphorylierungsreaktionen wurden einmal unter rotem Licht (ab-
gedunkelter Raum wurde mit einer mit Rote-LED Alu Lichtleiste (Apax > 620nm)
beleuchtet) und ein weiteres Mal unter blauem Licht (beleuchteter Raum und auf die
Reaktionsmischung leuchtete eine blaue LED (Conrad, Luxeon 11T Emitter LXHL-PBO9,
150 mW bei 460 nm)) durchgefiihrt.

5.3. Ergebnisse und Diskussion

5.3.1. Bildung und Zerfall des Methylthiolyladdukts im System
YF1-C62G mit Methylthiol

Es wurden UV /Vis-Spektren des YF1-C62G in einem mit Methylthiol geséttigten Puf-
fer (10mM Tris-HCI bei pH = 7.0 und 10 mM NaCl) vor und nach der Belichtung mit
blauem Licht aufgenommen. Abbildung 5.3 zeigt deutlich ein Einbleichen der Grund-
zustandsbande bei A = 450nm (Schwarze Linie) und ein Anwachsen der Extinktion
bei A = 390nm (Blaue Linie) unmittelbar nach der Belichtung mit einem Blaulicht-
puls von 0.5s bei 450nm. Die gebildete Spezies mit dem Maximum bei 390 nm wird
dem Methylthiol-FMN-Addukt™ Frotein 7y geschrieben. Die Grundzustandsbande wichst
dann im Dunkeln mit einer Lebensdauer von 108 min unter Erhalt der vier isosbestischen
Punkte bei 409.5 nm, 385.5nm, 331.5nm und 288.5 nm wieder heraus. Daraus lédsst sich
folgern, dass eine Adduktbildung zwischen dem Methylthiol und dem FMN am Kohlen-
stoffatom C(4a) innerhalb der LOV-Doméne in YF1-C62G ebenfalls moglich ist, wie es
fir die LOV1-C57G-Doméne aus C.r. bereits gezeigt wurde [Lan+10].
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Abb. 5.3.: Photochemische Bildung und thermischer Zerfall des Methylthiol-Addukts am
C(4a) vom FMN in YF1-C62G. (A) Spektrensequenz: Blaues Spektrum ist unmittelbar
nach der Anregung mit zwei blauen LEDs bei maximaler Leistung fiir 0.5s (Apax = 4501nm)
aufgenommen worden. Dieses zeigt ein Maximum bei 390nm, und wird dem Methylthiol-
FMN-Addukt!® Protein 7y geschrieben. Die grauen Spektren zeigen den thermischen Zer-
fall Methylthiol-FMN-Addukt™ Pr%® in den YF1-C62G Dunkelzustand. (B) Zeitverlauf:
Schwarze Kreise zeigen den zeitabhingigen Verlauf der Extinktion bei A = 475 nm. Rote Linie

zeigt den monoexponentiellen Fit mit einer Lebensdauer von 7 = 108 min.

5.3.2. Phosphorylierungstest der Systeme YF1-WT, YF1-C62G und
YF1-C62G + MeSH

Zu Beginn wurde die Reinheit und tatsachliche molekulare Masse der einzelnen Proben
tiber eine SDS-PAGE {iberpriift (siche Abbildung 5.4 (A)). Die Bahn, auf der das FixJ
aufgetragen wurde, zeigt eine intensive Bande bei der fiir das FixJ zu erwartenden mole-
kularen Masse von etwa 22 kDa. Es sind neben der Hauptbande des FixJ weitere nieder-
molekulare Banden im Bereich von etwa 15kDa zu erkennen. Diese sind jedoch deutlich
schwécher als die Hauptbande und stéren nicht bei den weiteren Experimenten. Die
Kinaseproteine YF1-WT wie auch YF1-C62G zeigen jeweils eine Hauptbande bei der zu
erwartenden molekularen Masse von etwa 42 kDa. Ansonsten sind sie nur geringfiigig mit
hohermolekularen Proteinen verunreinigt. Die Messreihe mit YF1-W'T ohne Belichtung
zeigte mit ansteigender Reaktionszeit eine deutliche Zunahme des Phosphorylierungsgra-
des der FixJ-Doméne. Dieses ist ein deutlicher Aktivitdtsnachweis des Fusionsproteins
YF1-WT im Dunkeln (sieche Abbildung 5.4 (B) linke Hilfte). Wurde dieses Experiment

erneut durchgefiihrt, nun jedoch unter Belichtung, war kein 33P-Signal mehr von der



5.3 Ergebnisse und Diskussion 131
T
(A) Sz ¢ =23 =z % (B) YF1-WT
EOET R OET B G dunkel fmin) Licht  min
=y - 1 2 3 4101 2 3 4 10
: W 66,2
‘_‘-—‘- Pan 15
- -y 35
A {
W ww -
. : s \ 18,4
\14,4
(C) YF1-C62G (D) YF1-C62G + MeSH
dunkel [min] Licht (min] dunkel [min] Licht [rmin]
1 2 3 4 10 1 2 3 4 10 123 4101 2 3 4 10
(E) YF1-WT YF1-C62G YF1-C62G + MeSH
; i |
Z
g
=
=
3
=i
1 2 3 4 10 1 2 3 4 10 1 2 3 4 10
1 dunkel Zeit / min Zeit / min Zeit / min
I Licht

Abb. 5.4.: Ergebnisse der Phosphorylierungstests der Systeme YF1-WT, YF1-C62G

und

YF1-C62G/MeSH (Methylthiol). (A): SDS-PAGE aller Proben. In den Bahnen, in denen die

Proben gemischt aufgetragen wurden, wurden die entsprechenden Mengen wie im Phosphory-

lierungstest eingesetzt. (B)-(D): Phosphorylierungsnachweise: Die Reaktionen wurden durch

Zugabe von [y-33P]ATP/MgCly gestartet. Bei der angezeigten Zeit wurden jeweils 10 uL der

Reaktionsmischung entnommen und abgestoppt. Die Proben wurden auf einem SDS-Gel auf-

getrennt und das an FixJ gebundene Phosphat wurde {iber einen Phosphorimager detektiert.

(E): Integrale Intensitét der einzelnen Banden normiert auf die jeweils intensivste Bande einer

Messreihe.
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FixJ-Doméne zu erkennen (siche Abbildung 5.4 (B) rechte Hélfte). Dies zeigt, dass
eine vollstdndige Inhibierung der Kinaseaktivitdt durch LOV-Doménen im Signalzu-
stand stattgefunden hat. Dies bestéitigt die Resultate fiir den Wildtypen aus der Arbeit
von [MAMO09]. Uberraschend ist jedoch die Tatsache, dass die Inhibierung vollsténdig
ist, da anfianglich die Beladung an FMN zu 73 % abgeschétzt wurde. Man hitte demnach
eine Aktivitédt von nicht beladenem YF1-W'T trotz Belichtung erwarten miissen. Es gibt
zwei plausible Erklarungsmoglichkeiten fiir die vollsténdige Inhibierung. Wird zum einen
die Abschétzung einer 73 %-igen Beladung als korrekt angesehen, so miissen die nicht
beladenen Proteine grundsétzlich inaktiv sein. Die nicht beladene LOV-Doméne miisste
demnach einen strukturellen Einfluss auf die C-termianle Effektordoméne haben, so dass
eine vollstédndige Deaktivierung der Katalyseaktivitit die Folge ist. Beriicksichtigt man
zum anderen die geringfiigige Verunreinigung mit hohermolekularen Proteinen (siehe
Abbildung 5.4 (A)) scheint eine Unterschitzung der Beladung durchaus denkbar. Die
gleichen Aussagen beziiglich der Beladung gelten auch fiir die YF1-C62G Mutante.

In der Messreihe mit der Mutanten ergab sich ein anderes Bild. Im Dunkeln zeigte
sich zwar wie beim Wildtyp ein Ansteigen des Phosphorylierungsgrades mit zunehmen-
der Reaktionszeit, jedoch wurde die Aktivierung unter belichteten Bedingungen diesmal
nicht inhibiert (siche Abbildung 5.4 (C)). Es scheint sogar, als ob unter Blaulicht die
Mutante YF1-C62G aktiver ist, wie man es an den Intensitdten der einzelnen Banden
erkennen kann (sieche Abbildung 5.4 (E)). Dennoch zeigt dieses Ergebnis, dass durch die
Mutation des fiir die Bildung des Signalzustands essentiellen Cysteins eine Inhibierung

nicht mehr stattfindet.

Die Messreihe mit der Mutante YF1-C62G wurde in Gegenwart von Methylthiol wie-
derholt. Dazu wurde der Reaktionspuffer zuvor mit Methylthiol bis zur Braunfarbung
durchstromt. Auch hier zeigte sich in Dunkelheit eine Zunahme des Phosphorylierungs-
grades mit der Reaktionszeit. Wurde diese Messreihe unter Blaulicht wiederholt, so dass
sich ein Addukt zwischen dem Methylthiol und dem C(4a) des FMN ausbildete (siehe
Abbildung 5.3), wurde weiterhin Aktivitdt des Kinaseproteins detektiert. Der Phos-
phorylierungsgrad scheint unter Blaulicht im Vergleich zur Situation im Dunkeln leicht

reduziert zu sein.

Bei allen Messreihen muss ein relativ grofler Fehler beim Pipettieren des kleinen Vo-
lumens an radioaktiven ATP eingerdumt werden. Gemessen an den Ergebnissen fiir die

Mutante YF1-C62G, die im Dunkeln wie unter Blaulicht die gleiche Aktivitiat aufweisen
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sollte, lasst sich ein Fehler von etwa 15 % bezogen auf das maximale Signal abschétzen.
Berticksichtigt man diesen Fehler ist keinerlei Blaulicht induzierter Effekt auf die Akti-
vitat im System YF1-C62G und Methylthiol zu erkennen. Trotz Ausbildung eines Ad-
dukts erfolgt demnach keine signifikante Weiterleitung eines Signal, das die Effektor-
doméne inaktiviert. Daraus lésst sich folgern, dass nicht die Ausbildung eines Addukts
essentiell fiir die Signalweiterleitung ist, sondern vielmehr der durch die Adduktbildung

resultierende mechanische Zug.
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6. Der Photozyklus eines Rhodopsins
aus der Griinalge Acetabularia

acetabulum

Die wissenschaftliche Arbeit, von der in diesem Kapitel berichtet wird, ist ein Koope-
rationsprojekt mit Herrn Dr. Jérg Tittor vom Max Planck Institut fiir Biochemie in
Martinsried. Die expremierten und aufgereinigten Proben wurden mir freundlicherweise

fiir spektroskopische Untersuchungen bereit gestellt.
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6.1. Einleitung

In allen drei Doménen des Lebens (Archaea, Bacteria und Eucaria) kommen Retinalpro-
teine vor. Diese werden Rhodopsine genannt und werden entsprechend ihrer elektrischen

Eigenschaften in drei unterschiedliche Klassen unterteilt [Tsu-+06]:

i) elektrisch neutrale Rhodopsine, welche sowohl als Rezeptor im Sehprozess von Tie-
ren als auch als Sensoren fiir die Phototaxis in Prokaryoten oder Archaea fungie-

ren [GL03; SLO2],

ii) licht-getriebene lonenpumpen fiir Protonen und Chloride, welche eine retinal-ab-

hiangige Form der Photosynthese darstellen [[ss02; Lan06; Spu06] und

iii) Kanalrhodopsine aus phototaktischen Algen, welche einen passiven licht-getriebe-
nen Fluss von Protonen und anderen Kationen durch die Zellmembran steuern

[Kat+04].

Brown und Jung konnten zwei neue Rhodopsinprotein kodierende Gene in der Griinalge
A cetabularia acetabulum (A.a.) identifizieren, welche sie 2006 unter den Namen A cerho-
dopsinl (AR1) und Acerhodopsin2 (AR2) verdffentlichten [BJ06]. Diese Proteine weisen
eine hohere Ahnlichkeit zum Bacteriorhodopsin (BR) auf als andere Retinalproteine aus
Algen. Fiir AR1 wurde bereits Aktivitdt der Protonen-Translokation mittels elektrophy-
siologischen Experimenten nach funktionaler Expression in Xenopus Oocyte [Tsu-+00]
gezeigt. Mit AR1 ist somit zum ersten mal ein lonen-transportierendes Retinalprotein
in einem eukaryotischen Organismus entdeckt worden. Es besitzt zudem die Fahigkeit
Photosynthese iiber Chlorophyll zu betreiben. Aus diesem Grund ist es sehr interessant
das AR1 in seinen biochemischen und auch biophysikalischen Eigenschaften ndher zu

untersuchen.

6.1.1. Photozyklus von Bacteriorhodopsin

Der Organismus Halobacterium salinarium (H.s.) zeigt fakultative Autotrophie. Dies
bedeutet, dass unter zunehmend anoxischen (Sauerstoff arm) Bedingungen der hete-
rotrophe Hauptstoffwechselweg der oxidativen Phosphorylierung zum Erliegen kommt,
und dass die Synthese des integralen Membranproteins BR induziert wird [OT89]. Das
BR wird in bestimmte als Purpurmembran bezeichnete Areale der Zellmembran einge-

baut, wo es mittels absorbierter Lichtenergie einen Protonenkonzentrationsgradienten
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zwischen dem Zellinneren und -dufleren iiber die Membran aufbaut. Dieser wird dann
zur Gewinnung und Speicherung von Energie in Form von ATP {iber die ATP-Synthase
genutzt. Somit stellt das BR als lichtgetriebene Protonenpumpe ein Bestandteil eines

einfachen Photosynthesesystems dar.

Das Halobacterium salinarium ist ein Prokaryont, der der Ordnung extrem halophi-
ler Archaebakterien zugeordnet wird. Es besitzt eine stdbchenformige Gestalt (Lange:
~ 5um; Breite: ~ 0.5um) mit vier Flagellen. Es kommt ausschliefilich in Gebieten
mit geringe Sauerstoffkonzentration und hoher Lichtintensitét vor. Sehr wichtig fiir die
Uberlebensfihigkeit ist ebenso ein starker osmotischer Stress. Dieser wird durch ei-
ne auBerordentlich hohe Konzentration an Natriumchlorid (etwa 250g pro Liter, was
mehr als das Siebenfache der Salzkonzentration im Meerwasser entspricht) hervorgeru-
fen. H.s. ist bei einer Salzkonzentration unterhalb von drei Mol pro Liter nicht mehr

lebensfihig [Sto76].

Der Photozyklus der Rhodopsine wird durch Lichtabsorption initiiert. Wahrend dieses
Zyklus wird ein Proton aus dem Zellinneren nach auflen transportiert. Der vollstdndig im
Dunkeln adaptierte Grundzustand des BR besteht aus einem Gleichgewicht zwischen den
zwei Retinal-Konfigurationen ,,all-trans” (Bsgg) und ,,13,14-dicis” (Bsyg) im Verhéltnis 1
zu 1. Nach Belichtung geht das Gleichgewicht vollstdndig in den Grundzustand Bsgg iiber.
Das im Dunkeln adaptierte Gleichgewicht stellt sich dann erst binnen einigen Minuten
wieder ein. Der eigentliche Photozyklus startet aus dem ,,all-trans” Zustand Bsgg heraus
und resultiert zu Beginn in einer Konfigurationsdnderung nach 13-cis [SB82; Tsu+80].
Ausgehend von dieser photoinduzierten Isomerisierungsreaktion des Retinals folgt ei-
ne Serie von konformellen Anderungen. Die jeweiligen gebildeten Konformere besitzen
alle spektral unterschiedliche Eigenschaften im sichtbaren Spektralbereich, was sich in
unterschiedlichen Lagen der Absorptionsmaxima &uflert. Die nach einander gebildeten
Intermediate werden der Reihe nach mit J, K, L, M, N und O bezeichnet [LBS75]. In
Abbildung 6.1 ist der Photozyklus des BR in vereinfachter Form dargestellt. Aus ei-
ner Vielzahl an biochemischen und spektroskopischen Untersuchungen an BR-Mutanten
ging hervor, dass beim Austausch bestimmter Residuen die Reaktionskinetik teilweise
enorm verdndert wird. Demnach kann bestimmten Residuen bei der Protonenleitung
eine Schliisselfunktion zugesprochen werden. Andererseits ist mit Ausnahme des Lysins,
das fiir die Bindung des Retinals iiber eine Schiff’sche Base verantwortlich ist, keine

der identifizierten Aminoséuren fiir die Funktionsfihigkeit der Protonenpumpe essenti-
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ell [Lan97; Sub+99]. Im Grundzustand ist die Schiff’sche Base, welche die zentrale Pro-
tonenbindestelle darstellt, protoniert. Beim Ubergang vom Lsso- zum MYG-Intermediat
wird dann ein Protonentransfer von der Schiff’schen Base zu seinem Gegenion Asp-85

beobachtet [Ger+89; GSHI0]. Wahrend dieses Schrittes ist zudem eine pH-abhéngige
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Abb. 6.1.: Schematische Darstellung des Photozyklus von Bacteriorhodopsin nach [HSG93;

Lan06]. Die Indices sowie die Farbgebung der Intermediate geben die Lage der Absorbtions-

maxima in nm wider.
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Abgabe eines Protons aus der Region um Glu-194 und Glu-204 an die extrazelluldre
Oberflache entdeckt worden [Ric+96; Ram-+98]. Bei einem pH-Wert oberhalb von 5.8
wird das Proton binnen 1ms in den extrazelluldre Bereich abgegeben [HD92; Zim+92;
Heb+94; Ale+495], wihrend die Abgabe bei einem pH-Wert unterhalb von 5.8 erst beim
Schritt von Ogg9 nach BRsgs stattfindet [Ram+98]. Die Reprotonierung der Schiff’schen
Base erfolgt nach einer vorangehenden Umorientierung von MYG nach M$E innerhalb
der Reaktion von M$}) nach Nsg durch das Asp-96 [Ott+89; Ger+89]. Das Asp-96 ist
in der cytoplasmatischen Proteinfliche lokalisiert und wird im darauf folgenden Reakti-
onsschritt von Nggo nach Ogyg aus dem Cytosol heraus reprotoniert [GSH90]. Der letzte
Schritt im Photozyklus von Og4o nach Bsgg umfasst eine thermische Reisomerisierung des
Retinals in seine ,,all-trans” Ausgangskonfiguration vor [Smi+83], wihrend das Asp-85

erneut deprotoniert wird. Bei Raumtemperatur ist der Zyklus nach etwa 10 ms beendet.

6.2. Resultate

Im folgenden wird nach einer kurzen Diskussion einer Multiple Sequence Alignment
(MSA) Analyse ausfiihrlich von den in dieser Arbeit durchgefiihrten zeitaufgelosten Ab-
sorptionsmessungen an A cerhodopsinl berichtet. Basierend auf diesen Daten wird ein

Modell fiir den Photozyklus vorgestellt und diskutiert.

6.2.1. Multiple Sequence Alignment

MSAs ermdoglichen es zwei oder mehrere Proteinsequenzen in ihrer Homologie zueinan-
der zu untersuchen [WBHO05]. Konservierte Sequenzbereiche mit verschiedenen bereits
bekannten Proteinen, die aus einem Sequenzvergleich resultieren, bieten es, Schlussfol-
gerungen iiber die Tertidr- und Sekundér-Struktur sowie der Funktionsweise einer neuen
Proteinsequenz zu ziehen. In Abbildung 6.2 ist ein auf den Serverprogrammen Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) und Constraint-based Multiple Alignment Tool
(COBALT) [Alt+97; Alt+05] basierender Proteinsequenzvergleich von A cerhodopsini
aus Acetabularia acetabulum (AA-ARI1, DQO74124), Sensorrhodopsin2 aus Natrono-
monas pharaonis (NP-SR2, P42196), Halorhodopsin aus Halobacterium salinarium
(HS-HR, CAB3786) und Bacteriorhodopsin aus Halobacterium salinarium (HS-BR,
AAAT2504) dargestellt. Es wurde somit ein Proteinvergleich mit dem prokaryotischen
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Prototyp einer Protonenpumpe BR, der Chloridpumpe HR und einem Sensorrhodopsin
SR2, das an der Phototaxis von Archaeen beteiligt ist, durchgefiihrt. Eine hohe Konser-

AA-AR1 1 M-——-—- SNPNPFQT-TLCTDAQ------------- WVVFAVMALAAIVE 30
NP-SR2 1 ——————m—m—mmm——- MV(—-—————————— LTTLFWLGAIGMLVGTLAF 22
HS-HR 1 ---MSITSVPGVVDAGVLCAQSAAAVRENALLSSSLWVNVALAGIAILVF 47
HS-BR  -13 MLELLPTAVEGVSQAQITCRP---------- EWIWLALGTALMGLGTLYF 27
*
AA-AR1 31 SIAVQ-FRPLPLRLTYYVNIAICTIAATAYYAMAVNGGDNKPTAGTG--- 76
NP-SR2 23 AWAGRDAGSGERR-YYVTLVGISGIAAVAYVVMALGVGWVPVAER----- 66
HS-HR 48 VYMGRTIRPGRPRLIWGATLMIPLVSISSYLGLLSGLTVGMIEMPAGHAL 97
HS-BR 28 LVKGMGVSDPDAKKFYAITTLVPATIAFTMYLSMLLGYGLTMVPFG----- 72
* * * *

AA-AR1 77 -ADERQVIYARYIDWVFTTPLLLLDLVLLTNMPATMIAWIMGADIAMIAF 125

NP-SR2 67 -—-—-—-—- TVFAPRYIDWILTTPLIVYFLGLLAGLDSREFGIVITLNTVVMLA 111

HS-HR 98 AGEMVRSQWGRYLTWALSTPMILLALGLLADVDLGSLFTVIAADIGMCVT 147

HS-BR 73 -GEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADQGTILALVGADGIMIGT 121
* % * * % *

AA-AR1 126 IIGAFT--VGSYKWFYFVVGCIMLAVLAWGMINPIFKEELQKHKEYTGA 173
NP-SR2 112 FAGAMV--PGIERYALFGMGAVAFLGLVYYLVGPMTESASQRSSGIKSL 159
HS-HR 148 LAAAMTTSALLFRWAFYAISCAFFVVVLSALVTDWAASASSA--GTAEI 195
HS-BR 122 LVGALT-KVYSYRFVWWAISTAAMLYILYVLFFGFTSKAESMRPEVAST 170

AA-AR1 174 YTTLLIYLIVLWVIYPIVWGLG-AGGHIIG-VDVEIIAMGVLDLLAKPLY 221

NP-SR2 160 YVRLRNLTVILWAIYPFIWLLGPPGVALLT-PTVDVALIVYLDLVTKVGF 208

HS-HR 196 FDTLRVLTVVLWLGYPIVWAVGVEGLALVQSVGVTSWAYSVLDVFAKYVF 245

HS-BR 171 FKVLRNVTVVLWSAYPVVWLIGSEGAGIVP-LNIETLLFMVLDVSAKVGF 219
* % * * * * %

#
AA-AR1 222 AIGVLITVEVVYGKVGQGGSLAFDCLKILKWWKLLWFQLVSIHFSLCVCR 271

NP-SR2 209 GF-IALDAAATL-RAEHGESLAGVDTDAPAVAD--------————————- 239
HS-HR 246 AF-ILLRWVANNERTVAV---AGQTLGTMSSDD--------—-—————---— 274
HS-BR 220 GL-ILLRSRAIFGEAEAPEPSAGD--GAAATSD---------—————-—- 249

Abb. 6.2.: Proteinsequenzvergleich von AR1 aus Acetabularia acetabulum (AA-ARI,
DQO074124), SR2 aus Natronomonas pharaonis (NP-SR2, P42196), HR aus Halobacterium
salinarium (HS-HR, CAB37866) und Bacteriorhodopsin aus Halobacterium salinarium (HS-
BR, AAA72504) basierend auf BLAST und COBALT [Alt+97; Alt+05]. *: Aminoséuren, die
zu dem H'-leitenden Netzwerk in BR beitragen laut [Lue+99a]. X: Aminosiurepositionen, die
in mindestens zwei Sequenzen gleich sind. X: Aminosdurepositionen, die in allen Sequenzen
gleich sind. §: Position des Retinal-bindenden Lysins. X: 7 Transmembran-Helices des Core-

Proteins von BR.

vierung der Aminosduren innerhalb der Sequenzen ldsst sich global nicht finden (siehe
Tabelle 6.1). Jedoch lassen sich lokal stark konservierte Bereiche finden. Somit weisen alle

Rhodopsine eine hohe Ahnlichkeit in ihrer Sequenz abgesehen von den N- und C-Termini
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auf. Aus Abbildung 6.2 geht hervor, dass das Lysin-218 die Retinal-Bindungsstelle in

Protein Identitdt / % Ahnlichkeit / %

BR 31 95
HR 26 46
SR2 32 48

Tab. 6.1.: Proteinsequenzvergleich von AR1 aus Acetabularia acetabulum (AA-ARI,
DQ074124) mit SR2 aus Natronomonas pharaonis (NP-SR2, P42196), HR aus Halobacterium
salinarium (HS-HR, CAB37866) und BR aus Halobacterium salinarium (HS-BR, AAAT2504)
basierend auf BLAST [Alt+97; Alt+05]. Dargestellt sind die prozentualen Identitdten und
Ahnlichkeiten mit AR1.

ARI1 darstellt. Man konnte in BR zeigen, dass das Aspartat-85 fiir die Ionenselektivitét
in archaellen Rhodopsinen verantwortlich ist und somit ausschliellich in Protonen trans-
lozierenden Rhodopsinen konserviert vorliegt [Lue+99a]. An entsprechender Position 89
in ARI1 ist ebenfalls ein Aspartat konserviert vorhanden, wiahrend die Chloridpumpe
HR an entsprechender Stelle 111 ein Threonin aufweist [RO97]. Fiir BR konnte auch
gezeigt werden, dass durch Mutation des Aspartat-85 in ein Threonin das BR in eine
Chloridpumpe umgewandelt wurde [Sas+95]. Daraus kann gefolgert werden, dass es sich

bei AR1 auch um ein Protonen translozierendes Rhodopsin handelt.

Als Protonendonor bei der Reprotonierung der Schiff’schen Base zwischen Lysin-216
und dem Retinal in BR wurde das Aspartat-96 identifiziert [Luc+99b]. Auch dieses
Aspartat ist in AR1 an der entsprechenden Stelle 100 konserviert, was ebenfalls dar-
auf schliefen lésst, dass es sich beim AR1 um eine Protonenpumpe handelt. Unsere
Kooperationspartner am Max Planck Institut konnten mit Hilfe von Transportakti-
vitdtsmessungen in der Tat zeigen, dass es sich bei AR1 tatséchlich um eine Proto-

nenpumpe handelt.

6.2.2. Photozyklus von Acetabularia

Fiir sieben pH-Werte im Bereich von 4 bis 10 wurden Messungen der 2D-transienten
Absorption in den vier Zeitfenstern 20 us, 200 ps, 500 us, und 5 ms durchgefiihrt. In Ab-
bildung 6.3 sind exemplarisch die Datensétze fiir das 5 ms Fenster bei pH = 4 und pH =
7 in einer Falschfarbendarstellung dargestellt. In den Datensétzen fiir pH = 4 (A) und
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Abb. 6.3.: Falschfarbendarstellung der 2D-transienten Absorptionsdaten im 5ms Zeitfenster
fir pH = 4 (A) und pH = 7 (B). Die Teilabbildungen (C) und (D) zeigen Zeitschnitte der

entsprechenden Datenmatrix fiir die spektralen Bereiche um 400, 500, und 600 nm.

pH = 7 (B) ist jeweils ein Ausbleichen des AR1 bei 520nm (negatives Signal, blauer
Farbton) und eine transiente Absorption bei etwa 385 nm und 595 nm (positives Signal,
roter Farbton) zu erkennen. Entsprechende Zeitschnitte bei etwa 385 nm, 485 nm und
595 nm sind jeweils unterhalb der Datenmatrizen dargestellt. Als erstes fillt auf, dass
die transiente Absorption bei etwa 385 nm bei pH = 4 viel schneller zerfillt als bei pH
= 7. Das Signal ist innerhalb von 500 us in der Grundlinie verschwunden, wéchst dann
allerdings nach etwa 4.5 ms auf eine sehr kleine Amplitude erneut an. Simultan mit dem
Zerfall der Bande bei 385 nm ist die transiente Absorption bei etwa 595 nm auf eine

hohe Amplitude angewachsen, die dann bis hin zu 4.5 ms weiter langsam anwéchst. Bei
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pH = 7 hingegen nimmt die Bande bei 385 nm binnen 500 ps nur leicht ab und bleibt
dann auf einer konstant hohen Amplitude. Die Bande bei etwa 595 nm scheint dabei
auch bereits mit der Anregung entstanden zu sein, allerdings in diesem Fall nur zu ei-
nem viel kleineren Anteil, welcher dann innerhalb des Zeitfensters von 4.5 ms nur sehr
wenig abnimmt. Es scheint also, dass bei pH = 7 sowohl die Spezies bei 385 nm als auch

die bei 595 nm beide nebeneinander zumindest bis hin zu 4.5 ms koexistieren. In Abbil-
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Abb. 6.4.: Zeitschnitte im 500 us Zeitfenster bei 385nm (A), 485nm (B) und 585 nm (C).
Die Farbenkodierung zeigt die pH-Werte: schwarz = pH = 4, rot = pH = 6, griin = pH = 7,
blau = pH = 8.

dung 6.4 werden Zeitprofile fiir verschiedene pH-Werte miteinander verglichen, die in
einem 500 us-Fenster gemessen wurden. In Teilabbildung 6.4 (A) ist zu erkennen, dass
die transiente Absorption bei 385 nm innerhalb ~ 30 us auf ein Maximum anwichst.
Bei pH = 4 (schwarze Punkte) fillt dieses Signal innerhalb der néchsten 400 pus wieder

ab. Mit steigendem pH-Wert wird dieser Zerfall stets langsamer. Weiter ist zu erken-
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nen, dass bei pH = 7 (griine Punkte) die Amplitude des Signals deutlich grofler ist als
bei pH = 6 (rote Punkte) und pH = 8 (blaue Punkte). Hier ist zu betonen, dass die
optische Dichte der Probe und die Laserintensitét bei allen Experimenten dhnlich war.
Der pH-Wert abhéngige Verlauf der Signalamplituden deutet somit darauf hin, dass
die Quantenausbeute des Photozykluses sein Maximum im neutralen pH-Bereich auf-
weist. In Teilabbildung 6.4 (B) sind nun die Zeitschnitte bei 485 nm mit der gleichen
Farbkodierung fiir die jeweiligen pH-Werte dargestellt. Der Hauptbeitrag dieses Signals
rithrt von der Riickkehr des Grundzustands her. Wie weiter unten bei der detaillierte-
ren Auswertung mit Annahme eines Modells gezeigt werden wird, besitzen jedoch auch
zwei weitere Intermediate eine merkliche Absorption bei dieser Wellenlédnge. Diesen Zeit-
schnitten kann ferner entnommen werden, dass die Relaxation des Systems bei sauren
pH-Werten (pH = 4 oder 6) deutlich schneller erfolgt als im neutralen bis alkalischen
Bereich. Die Dynamik der transienten Absorption bei 585 nm ist bemerkenswert. Bei
allen pH-Werten wird zunéchst eine Spezies schnell gebildet, welche dann innerhalb der
ersten 50 s fast vollstdndig wieder zerfillt. Unter sauren Bedingungen (pH = 4 oder
6) steigt das Signal aber erneut an, was auf die Bildung eines neuen Intermediates mit
Absorption in diesem Spektralbereich schlieflen léasst. Bei neutralen und alkalischen pH-
Wert verlauft die transiente Absorption jedoch nicht durch ein Minimum, sondern fallt
weiter ab bis auf ein in diesem Zeitfenster konstantes Niveau. Dieses Verhalten deutet
auf einen nicht vollstdndigen Zerfall des ersten Intermediates in ein Gleichgewicht mit
dem spéteren Intermediat hin, welches ebenfalls bei ~600 nm absorbiert. Da alle auf-
tretenden Intermediate bei pH = 4 zeitlich besser voneinander separiert sind, wurden
zuerst diese Datensétze mit dem Ziel einer Identifikation der beteiligten Speziesspektren
analysiert. In Abbildung 6.5 (A) ist exemplarisch ein Datensatz dargestellt, der bei pH
= 4 im 500 us Zeitfenster gemessen wurde. Ein globaler Fit von Exponentialfunktionen
an alle vier Datensétze bei pH = 4 ergab drei Zeitkonstanten mit £; = 8 us, to = 230 us,
und t3 > 25ms. Die dritte Zeitkonstante ist deutlich grofler als das grofite Zeitfenster,
das mit der SC erfasst werden kann. Aus diesem Grund wurden weitere Messungen mit
konventioneller Blitzlichtphotolyse durchgefiihrt (siehe Abschnitt 2.1.5), um den Zer-
fall bis hin zu 1s zu verfolgen. Der Abbildung 6.6 sind die Daten der konventionellen
Blitzlichtphotolyse zu entnehmen. Die Zerfallsdynamik des langsamsten Schritts zeigte
ein bi-exponentielles Verhalten mit Zeitkonstanten von 24 ms und 140ms. Der Wech-
sel zu pH = 7.0 resultierte in einer Verlangsamung der bi-exponentiellen Dynamik im

ms-Bereich um eine Faktor von etwa 2 in beiden Lebensdauern auf 77 ms und 292 ms.
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Abb. 6.5.: (A) Falschfarbendarstellung der 2D-transienten Absorptionsdaten fiir pH = 4 in
einem 500 pus Zeitfenster. (B) Aus der globalen Analyse resultierende DADS mit den entspre-

chenden drei Zeitkonstanten 7 = 8 us, 7o = 230 us und 73 > 25 ms.

Die drei DADS Dy, D5 und D3 zu den entsprechenden drei Zerfallszeiten, die aus dem
500 us Datensatz generiert wurden, sind in Abbildung 6.5 (B) dargestellt. Da sich die
drei Zeitkonstanten um einen Faktor von mehr als 25 von einander unterscheiden, tragen
in jedem einzelnen DADS nur diejenigen Speziesspektren bei, die am jeweiligen Reakti-
onsschritt entweder als Edukt oder als Produkt beteiligt sind. Demzufolge miissen bei
drei erhaltenen Zeitkonstanten auch mindestens drei Intermediate A, B und C beteiligt
sein. Basierend auf den experimentellen Befunden wird das in Abbildung 6.7 dargestellte
Modell favorisiert und im Folgenden diskutiert. In dieses Modell wird die Méglichkeit
eingerdumt, das die Reaktionsschritte von A nach B und von B nach C reversible sind.

Das Gleichgewicht zwischen den Spezies A und B baut sich mit der Ratenkonstanten k;
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Abb. 6.6.: Ergebnisse der transienten Absorptionsmessungen bei fester Wellenlénge im 200 ms
und 1s Bereich an ARI1: (A) A = 525nm fiir pH = 4.0 und 7.0 im 200 ms Messfenster. (B)
A = 600nm fiir pH = 4.0 und 7.0 im 200 ms Messfenster. (C) A = 600 nm und A = 525 nm fiir
pH = 7.0 im 1s Messfenster. (D) Das Ergebnis eines multi-exponentielles globalen Fits (rote

Kurven) fiir die Datensiitze beim entsprechenden pH-Wert.
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Abb. 6.7.: Reaktionsschema fiir die Diskussion des Photozyklus.

auf, wobei ak; und Sk, die entsprechenden Ratenkonstanten fiir die jeweilige Hin- und
Riickreaktion darstellen. Dabei gilt o« + § = 1. In entsprechender Weise sind dann ks
und vk, die Ratenkonstanten fiir die Hin- und Riickreaktion zwischen B und C, mit der
entsprechenden Nebenbedingung d +v = 1. In diesem Modell stehen die drei DADS mit
den Speziesspektren S; iiber folgende Gleichungen in Verbindung

Di = B(Sa - Sg) (6.1)
Dy = (5<OéSA + BSg — Sc) (62)
Dy = ’y(OzSA + BSB) + 0S¢ — xSgq, (6.3)

wobei z einen unbekannten Anteil der Grundzustandspopulation darstellt, der in das
Intermediat A angeregt wird, und Sg das Dunkelspektrum des Molekiils symbolisiert.

Die Speziesspektren kénnen nun aus den DADS iiber folgende Beziehungen berechnet

werden:
SA = D1+D2+D3+$SG (64)
D
Sy = Sy — 71 (6.5)
D
Se = Sa—D;— 72 (6.6)

Die drei unbekannten x, o und § werden nun so bestimmt, dass alle Speziesspektren
bei allen Wellenldngen positiv sind und jedes einzelne Speziesspektrum nur ein ausge-
pragtes Maximum aufweist. Diese Bedingung konnte fiir § = 1 bei keinem pH-Wert
erfiillt werden. Fiir pH = 4 konnte ein verniinftiges Spektrum der Spezies B mit einem
Maximum bei 386 nm mit 5 = 0.67 erhalten werden. Da sich das Gleichgewicht zwischen
Spezies A und B mit einer Lebensdauer von ¢; = 8 us einstellt, ergeben sich fiir die Ra-
tenkonstanten fiir die jeweilige Hin- und Riickreaktion die Werte kap = 8.3 - 10*s7!

und kpa = 4.2 - 10*s71. Die Gleichgewichtskonstante betrigt dann EEE; = 2. Bei pH =
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4 konnte fiir die Spezies C ein verniinftiges Spektrum unter der Vernachlissigung der
Riickreaktion zu Spezies B, also mit 6 = 1, erhalten werden. Die Ratenkonstante fiir
die Hinreaktion betrigt dabei kgc = 4.3 - 103s~!. Die auf die oben geschilderte Weise
erhaltenen Speziesspektren fiir pH = 4 sind in Abbildung 6.8 (A) dargestellt. Bei pH =

. 60 i oooSG |
‘i‘.') 50 | OOOSA i
A\E 40 "‘ i aan %"o - SB |
S 307
X 20
< 10l
450 500 550 600650 700

E 60 | OOOSG

% 50 oooSA
Q\E 40 ‘,- ooo SB
CQS 30 i OOOSC

X 90
~— |

w ]_0 ’(B)

350 400 450 500 550 600 650 700

Wellenléinge / nm

Abb. 6.8.: (A) Speziesspektren basierend auf der Analyse eines Datensatzes bei pH = 4. (B)

Speziesspektren basierend auf der Analyse eines Datensatzes bei pH = 7.

7 ist das erste Gleichgewicht mehr in Richtung von Spezies A verschoben, da § = 0.53
c(B)

A = 1 liegt. Nun liegt auch ein Gleichgewicht

c(C)
¢(B)

ist und die Gleichgewichtskonstante bei

zwischen Spezies B und C vor, da ¢ = v und somit ~ 1 angenommen werden musste,
um den Beitrag vom Spektrum der Spezies B vollsténdig aus dem Ergebnis fiir Spezies
C zu entfernen. Zusitzlich ist die Ratenkonstante mit kpc ~ kcg ~ 7.0 - 102s~! viel
kleiner geworden. Die berechneten Speziesspektren fiir pH = 7 sind in Abbildung 6.8

(B) dargestellt.

Die Spektren des Grundzustands und der Intermediate sind durch eine einzelne Ab-
sorptionsbande charakterisiert. Die jeweiligen Maxima bei pH = 4 liegen bei 520 nm
(G), 554nm (A), 386 nm (B), und 534 nm (C). Bei pH = 7 sind die Spektren der Spe-
zies A (548 nm) und C (525nm) etwas blauverschoben. Die Zeitkonstante des ersten
Intermediates ist durch Erhchung des pH-Wertes von 4 nach 10 kaum beeinflusst. Die
zweite Zeitkonstante hingegen wichst deutlich von 230 us (pH 4) auf 750 us (pH 10)
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an. Aus diesem Befund kann man schlieen, dass die Reaktion von B nach C einen
Protonierungsschritt umfasst. Des Weiteren ist noch festzuhalten, dass die spéatere Dy-
namik im ms-Bereich ebenfalls eine pH-Abhéngigkeit aufweist und somit einen weiteren
Protonierungsschritt im Photozyklus darstellt. Dieser konnte allerdings aufgrund der un-
zureichenden Menge an Protein nicht nidher auf seine spektrale Signatur hin untersucht
werden. Die spéten Intermediate miissen daher noch weiter untersucht werden, um den

kompletten Photozyklus zu charakterisieren.

6.3. Diskussion

Die photochemischen Eigenschaften des AR1 sind dhnlich denen des BR, zeigen jedoch
einige Unterschiede. Das Absorptionsmaximum des AR1 z.B. liegt bei 520 nm und ist
daher um 48 nm blauverschoben gegeniiber dem des BR. Eine so grofle Blauverschiebung
ist bisher noch nie fiir ein Protonen pumpendes Retinalprotein beobachtet worden und
sollte daher auf molekularer Basis erkldrt werden. Griinde dafiir mégen demnach entwe-
der ein entlang des konjugierten m-Elektronensystems weniger verdrehter Chromophor,
oder eine verdnderte elektrostatische Mikroumgebung des Chromophors sein. Es bleibt
jedoch zu beachten, dass das exakte Absorptionsmaximum des AR1 in seiner natiirlichen
Umgebung, die Lipide der Acetabularia Membran, nicht bekannt ist. Ein weiterer Un-
terschied liegt im etwas kleineren Extinktionskoeffizienten im Absorptionsmaximum des
AR1 gegeniiber dem des BR, was ebenfalls auf unterschiedliche Wechselwirkungen zwi-

schen dem Retinal und dem Proteingeriist zuriickzufiihren ist.

Der Photozyklus des AR1 kann analog zu dem des BR modelliert werden. Die Spezies
A aus dem Abschnitt 6.2.2 kann dem K-Intermediat des BR aufgrund seiner Rotverschie-
bung beziiglich des Grundzustandes und seines Auftretens vor 500 ns zugeordnet werden.
Dieses K-Intermediat wandelt sich mit einer Zeitkonstanten von 8 pus in die mit B be-
zeichnete Spezies mit einem Absorptionsmaximum bei 386 nm um. Dieses Intermediat
kann dem M-Intermediat des BR zugeordnet werden. Im sehr gut untersuchten Photo-
zyklus des BR ist ein Protonierungsschritt bei der Reaktion vom M- zum N-Intermediat
beteiligt [Ott+89; Ger+89]. In Entsprechender Weise wird das Intermediat, das aus dem
Zerfall der M Spezies entsteht, der N-Form zugeordnet. Es zeigt sich bei dieser Konversi-
on, dass die M- und N-Formen sich bei neutralem bis alkalischen pH-Werten nach 1 ms im

Gleichgewicht befinden. Beide Intermediate zerfallen mit 192 ms in den Grundzustand.
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Weitere Intermediate im Zeitbereich von 10 ms bis hin zu 1.5s wurden spektroskopisch
nicht beobachtet. Dies kann zum einen daran liegen, dass die Zeitkonstanten fiir das
Entstehen gleich oder kleiner ist als der Zerfall, oder aber, dass diese Intermediate dem
folgenden oder vorherigen spektroskopisch zu &hnlich sind. Es wird insbesondere kein

dem L-Zustand des BR entsprechendes Intermediat beobachtet.

Die Zusténde K und M liegen im Gleichgewicht vor. Des Weiteren bilden die Zusténde
M und N bei pH > 7 ein Gleichgewicht. Aufgrund dieser Beobachtungen kann der

Photozyklus bei pH = 7.0 als folgende Serie von Reaktionsschritten beschrieben werden:

hv 8 us 750 us 192 ms
AR1599 ?—>Kisgo < > Msgs < > N5q90 ——> AR5, (6.7)

wobei die Entstehung des K-Zustands auflerhalb der derzeitigen Zeitauflosung liegt. Es
kann daher sein, dass innerhalb der Reaktionssequenz ein friitheres Intermediat existiert,
welches durch das ,,?” gekennzeichnet ist. Der Zerfall des N-Intermediats ist der limitie-
rende Schritt im Photozyklus und sollte daher die photostationdren Eigenschaften des
ARI1 unter Licht-geséttigten Bedingungen bestimmen. Im Vergleich zum BR sind alle
Reaktionsschritte im AR1 schneller, und das Spektrum der Dunkelform von ARI ist

blauverschoben beziiglich des Spektrums von BR.

Mittlerweile wurden in genetischen Projekten unerwarteterweise Retinalproteine in
bakteriellen Organismen [GL03; Spu06] wie auch in niederen Eucaria [Spu+00; BJOG]
entdeckt. Die Untersuchung derartiger Retinalproteine aus neuen Zweigen der Evolu-
tion bietet immer die Moglichkeit, neue Prinzipien der Funktionsweise zu entdecken
und somit das bisherige angehéufte Wissen zu erweitern. Dieses Wissen kann eventu-
elle seine Anwendung in der Medizin finden. Ein sehr gutes Beispiel dafiir stellt die so
genannte Optogenetik dar [Deill]. Eine Anwendung der Optogenetik stellt z.B. die Ver-
wendung eines genetisch modifizierten Channelrhodopsin2 (ChR2) in Verbindung mit
Halorhodopsin (HR) auf molekularer Ebene dar, wodurch ein vollstdndiges System fiir
die multimodale, sehr schnelle, genetisch gerichtet und vollsténdig optische Abfrage von

(

neuronalen Stromen in lebenden Organismen gebildet wird [Zha-+07].
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7.1. Einleitung

Bei der Entwicklung kiinstlicher Antennensysteme zur Absorption von UV /Vis Licht
konnten mit Chromophoren, die auf molekularer und supramolekularer Ebene in hierar-
chischer Weise organisiert wurden, bereits erste Erfolge erzielt werden [Was09; Tma04;
BTHO5; Fla+08; You+06; Hoe+05; Won+11; KD09]. Exakte Kontrolle iiber Energie-
und Elektronentransferprozesse konnte durch selbst organisierende synthetische Bauein-
heiten mit gut definierten molekularen Geometrien, die entsprechende Distanzen zwi-
schen den Chromophoren bieten, erreicht werden [Was09; May+09; You+06; Gan+09;
KD09]. Ein gutes Beispiel fiir ein molekulares Geriist mit definierten Geometrien bietet
die regulédre Topologie der DNA. Sie besitzt eine doppelhelikale Struktur und weist einen
typischen Stapelabstand der Basenpaare von 3.4 A auf. In letzter Zeit sind daher viele
Arbeiten in diesem Gebiet der auf DNA basierenden Organisation von m-konjugierten
Chromophoren verdffentlicht worden [VW09a; MWH10; Ban+11; TWIK09]. ,,0Oligofluo-
roside” z.B. zeigen Emissionsfarben iiber den gesamten sichtbaren Bereich bei Anregung
bei einer einzelnen Wellenléinge [T'WI{09]. Weitere Beispiele sind die Synthese einer
Weifllicht emittierende DNA [VW09b], sowie der Vergleich zwischen einer kovalenten
und nicht-kovalenten Chromophoranordnung innerhalb eines mit Nilrot modifizierten
Nukleosids [VW10]. In diesem Kapitel wird iiber Substanzen berichtet, welche die Ar-
chitektur der DNA fiir die Anordnung von drei unterschiedlichen Chromophoren nut-
zen. Diese decken den gesamten UV-A/Vis Absorptionsbereich ab und demonstrieren

die photophysikalischen Eigenschaften eines Lichtsammelsystems.

7.2. Resultate

Zunichst sollen die mit Chromophoren markierten DNA-Strénge vorgestellt werden. Die
Synthese, die Messungen der Schmelztemperaturen und die Aufnahme der stationéren
Absorptions- wie auch Emissionsspektren erfolgte durch Herrn Reji Varghese, der zum
damaligen Zeitpunkt am Institut fiir Organische Chemie bei Herrn Prof. Dr. H.-A. Wa-
genknecht gearbeitet hatte. Die Messungen der Lebensdauern via TCSPC ist Bestandteil
dieser Arbeit. Basierend auf diesen spektroskopischen Daten werden alle beobachteten
Phénomene diskutiert und ein Modell fiir ein Lichtsammelsystem entwickelt, das z.B.

fiir die chemische Photokatalyse genutzt werden konnte.
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7.2.1. Mit Chromophoren markierte DNA-Stringe

Die verwendeten Chromophore waren das Ethynyl-Pyren (Py) als ein blauer Emitter,
das Ethynyl-Perylene (Pe) als ein griiner Emitter und das Ethynyl-Nile Rot (Nr) als ein
roter Emitter. Alle drei Chromphore wurden iiber eine Acetylen-Briicke an die Position 5

des 2’-Deoxyuridin verkniipft (siche Abbildung 7.1). So sollte die gewohnte Deoxyuridin
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Abb. 7.1.: Strukturen der drei verwendeten Chromophor-Nukleotide dU-Py, dU-Pe und dU-
Nr.

(dU):Adenosin (A)-Basenpaarung aufrecht erhalten werden. Die Phosphoramidite des
2’-Deoxyuridin mit Py und Pe waren kommerziell erhéltlich. Der mit 2’-Deoxyuridin
und Nr modifizierte DNA-Baustein wurde geméafl verdffentlichter Prozeduren syntheti-
siert [VW09b; VW10; Var+09]. DNA-Py, DNA-Pe und DNA-Nr enthalten jeweils nur
einen der eingesetzten Chromophore als Modifikation. In DNA-PyNr und DNA-PeNr
wurden Py und Pe jeweils mit Nr in benachbarter Position kombiniert. Schliellich wur-
den noch zwei Proben untersucht, in denen alle drei Chromophore zum einen direkt
nebeneinander (DNA-PyNrPe) und zum anderen jeweils mit einem A-Thymidin (T)-
Basenpaar voneinander getrennt (DNA-PyAPeANr) arrangiert waren. In Tabelle 7.1
sind die Sequenzen aller untersuchter DNA-Proben aufgefiihrt. Die Synthesen dieser
DNA-Proben wurden von Herrn Reji Varghese durchgefiithrt [VW09b]. Diese Proben

wurden mir freundlicherweise zur weiteren spektroskopischen Untersuchung iiberlassen.

7.2.2. Photophysikalische Untersuchungen

Von allen DNA Proben wurden stationédre UV /Vis-Absorption, Fluoreszenz, Schmelz-
temperaturen sowie Fluoreszenzlebensdauern via TCSPC (siehe Abschnitt 2.3) gemes-

sen. Bei den TCSPC-Messungen hat sich gezeigt, dass einige Proben Anteile mit sehr
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Probename Sequenz (3’-57)* Ty / °CP
DNA-Py* AGTCACAA(dU-Py)AACTGACG 57.4
DNA-Pe¢ AGTCACAA(dU-Pe)AACTGACG 57.3
DNA-Nr® AGTCACAA(dU-NT) AACTGACG 57.1

DNA-PyNr AGTCACAA(dU-Py)(dU-Nr)AACTGACG 59.0
DNA-PeNr AGTCACAA (dU-Pe)(dU-Nr)AACTGACG 58.1

DNA-PyNrPe  AGTCACAA(dU-Py)(dU-Nr)(dU-Pe)AACTGACG 60.2
DNA-PyAPeANr AGTCACAA(dU-Py)A(dU-Pe)A(dU-Nr)AACTGACG  55.2

?Die Strukturen der Chromophor-Nukleotide dU-Py, dU-Pe und dU-Nr sind Abbildung 7.1 zu entneh-

men.
bGemessen bei A =260 nm, 20-90°C, Interval: 0.7°C-min~!, 2.5 uM DNA in 10 mM Natriumphosphat-

Puffer (pH = 7.0), 250 mM NaCl.
“Die entsprechende unmodifizierte DNA-Duplex, die T anstatt von dU-Py, dU-Pe oder dU-Nr bein-

haltet, hat einen Schmelzpunkt von Ty, = 60.7°C.

Tab. 7.1.: Sequenzen und Schmelztemperaturen Ty, der DNA-Proben.

kurzen Lebensdauern besitzen. Uber diese ganz schnellen Zeiten (unterhalb einer halben
ns) konnen leider keine prézisen Aussagen gemacht werden, weil sich im verwendeten
Versuchsaufbau die Unsicherheit in der genauen Position des Zeitnullpunktes besonders

bemerkbar machte’.

Bei allen mit zwei oder drei Chromophoren markierten DNA-Stréingen muss fer-
ner beriicksichtigt werden, dass bei 370 nm zwar hauptséchlich Py angeregt wird, aber
Pe bzw. Nr mit einer kleineren Wahrscheinlichkeit auch angeregt werden (siehe Abbil-
dung 7.2 (B) und (C)). Fiir die Emissionsbeitrige ldasst sich festhalten, dass bei 430 nm
hauptséchlich Emission von Py, und bei 660 nm fast nur Emission von Nr detektiert wird.
Aber bei 500 nm wird neben der Emission von Pe immer auch ein deutlicher Anteil an
Py mitgemessen. Demzufolge konnte mit diesem Aufbau Pe nicht wirklich getrennt be-
obachtet werden. Nichtsdestotrotz bieten die Resultate unter den gegebenen Umsténden

erste Einblicke in die Photophysik der untersuchten Systeme.

Die Referenz-Duplex Systeme mit einer einfachen Modifikation DNA-Py, DNA-Pe

und DNA-Nr zeigten ein charakteristisches optisches Verhalten sowohl fiir die Absorp-

1Prizisere Messungen mit einer Streak Camera (SC) in Kombination mit einem zeitlich kiirzen Laser-

System (1kHz, At ~ 80fs) zur Messung zeitaufgeloster Emissionsspektren sind derzeit geplant.
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Abb. 7.2.: Absorptionsspektren der einfach markierten DNA-Proben mit 2.5 uM DNA in
10 mM Natriumphosphat-Puffer, pH = 7, 250 mM NaCl.

tion wie auch fiir die Emission der entsprechenden Chromophore. Bei Anregung der
isolierten Chromophore-Nukleotide dU-Py, dU-Pe und dU-Nr in AcN bei 280 nm wur-
de das zu erwartende mono-exponentielle Abklingverhalten der Fluoreszenz beobachtet
(siche Tabelle 7.2). Das Abklingverhalten der Emissionen bei den jeweils einfach modi-
fizierten DNA-Doppelstrang-Proben DNA-Py, DNA-Pe und DNA-Nr war jedoch multi-

exponentiell. Ein solches Verhalten ist typisch fiir Chromophore, welche kovalent an
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Probe Aobs / MM Ty / 1S Ty / ns T3 / ns
dU-Py? 390° 15.8 - -
dU-Pe? 440°¢ 4.2 S -
dU-Nr? 620° 4.6 - -

DNA-Py® 4500 1.2 (41%) 3.1 (59%) -
DNA-Peb 530° 2.0 (29%) 4.3 (7T1%) -
DNA-Nr" 660° 1.5 (36%) 3.6 (64%) -
DN APoN 4507 0.8 (37%) 2.2 (53%) 6.9 (10%)
6600 0.7 (35%) 2.4 (59%) 11.7 (6%)
N APt 4909 1.8 (43%) 5.7 (57%) -
6604 0.8 (35%) 3.1 (65%) =
4407 0.6 (42%) 2.1 (51%) 10.6 (7%)
DNA-PyNrPeP 5000 0.8 (17%) 2.6 (T0%) 5.4 (13%)
6600 0.2 (73%) 3.3 (27%) -
4304 0.4 (47%) 2.0 (43%) 8.8 (10%)
DNA-PyAPeANr®  490¢ 2.3 (71%) 4.6 (29%) -
6609 0.6 (52%) 2.2 (44%) 14.5 (4%)

°In AcN.

2.5 uM DNA in 10 mM Natriumphosphat-Puffer (pH = 7.0).
Aexe = 280 nm.

@Xexe = 370 nm.

€ Aexc = 445 nm.

Tab. 7.2.: Fluoreszenzlebensdauern der Nukleoside dU-Py, dU-Pe, dU-Nr und der DNA-
Proben in AcN.

DNA gebunden sind. Eine plausible Erkldarung dafiir wére die Existenz unterschiedlicher
struktureller Konformere. Die folgende Diskussion liefert Deutungen fiir das Konformer
mit dem schnelleren Zerfall. Die Proben DNA-PyNr und DNA-PeNr haben jeweils das
dU-Nr gemeinsam. Bei Anregung von DNA-PyNr in der Absorptionsbande bei 370 nm,
die fiir das Py typisch ist, wurde Loschung der Py-Emission und ein deutliches An-
steigen der Nr-Emission beobachtet (siche Abbildung 7.3 (A)). Schaut man sich die
kiirzeste Lebensdauerkomponente der Py-Emission bei \jps = 450 nm an, erkennt man
eine Verschiebung in den sub-ns-Bereich mit 0.8ns (36 %). Daraus kann geschlossen

werden, dass es zu einem Energietransfer von der Py- zur Nr-Einheit kommt. Bei der
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Abb. 7.3.: Fluoreszenzspektren der DNA-Proben, 2.5 uM DNA in 10 mM Natriumphosphat-
Puffer, pH = 7, 250 mM NaCl, Aexe = 380nm (A), 430nm (B), 590nm (C). Alle Fluoreszenz-

spektren sind auf die optische Dichte bei der Anregungswellenléinge Aexc Korrigiert.

Untersuchung von DNA-PeNr ergab sich ein etwas anderes Bild. Wurde in diesem Fall
in der Absorptionbande bei 440 nm angeregt, die fiir das Pe typisch ist, verkiirzte sich
die schnellste Komponente aus DNA-Pe mit 2.0ns (29 %) in DNA-PeNr nur auf 1.8ns
(43%). Eine Nr-Emission wurde ebenfalls nicht in der stationdren Emission beobachtet
(siche Abbildung 7.3 (B)). Somit scheint ein Energietransfer von Pe nach Nr innerhalb
von DNA-PeNr unwahrscheinlich. Die Messung der Nr-Emission von DNA-Nr zeigte
keine Lebensdauer kiirzer als 1.5ns. Vergleicht man schliellich dieses Resultat mit den
Beobachtungen aus den Messungen an DNA-PyNr und DNA-PeNr, zeigt sich, dass so-
wohl DNA-PyNr als auch DNA-PeNr beide einen sub-ns-Beitrag der Lebensdauern in
der Emissionsbande bei Ay, = 660 nm aufweisen, die typisch fiir das Nr ist: DNA-PyNr
mit 0.71ns (35 %) und DNA-PeNr mit 0.8 ns (35 %). In den stationéren Fluoreszenzspek-
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tren beider Duplexe wurde die Nr-typische Emission fast vollstdndig geldscht, wenn in
der Absorptionsbande des Nr angeregt wurde (siche Abbildung 7.3 (C)). Aus diesen
Befunden kann geschlossen werden, dass es zu einem Elektronentransfer zwischen der

Nr-Einheit und der Py-Einheit in DNA-PyNr bzw. der Pe-Einheit in DNA-PeNr kommt.

Ausgehend von den Beobachtungen an den doppelt modifizierten Doppelstrangen
kann nun das Verhalten der dreifach modifizierten DNA-PyNrPe diskutiert werden. Nach
Anregung bei 370 nm in die Py-Bande wurde in der Emissionslebendauer der Py-Bande
bei Aops = 450 nm ein deutlicher Beitrag einer Komponenten im sub-ns-Bereich mit 0.6 ns
(42 %) gefunden. Dieser Beitrag ist grofier als in DNA-PyNr und deutet auf einen effizien-
ten Energietransfer zu der benachbarten Pe- und Nr-Einheit hin. Zumindest konnte eine
entsprechende Emission der Pe-Einheit im stationéren Spektrum beobachtet werden (sie-
he Abbildung 7.3 (A)). Der Pe-Fluoreszenzbeitrag bei Aops = 540 nm in DNA-PyNrPe,
der durch den Energietransfer von der Py-Einheit generiert wurde, enthielt einen kleinen
Beitrag einer Komponenten im sub-ns-Bereich mit 0.8 ns (17 %), welcher in DNA-PeNr
nicht auftrat. Das stationdre Emissionsspektrum mit Anregung in der Pe-Bande bei
430nm zeigt eine fast vollstdndige Loschung der Pe-Emissionsbande bei A\, = 430 nm
(siche Abbildung 7.3 (B)). Daraus kann gefolgert werden, dass ein Elektronentransfer
zwischen der Pe-Einheit und der Py-Einheit sehr wahrscheinlich ist. Weiter wurde beob-
achtet, dass die Nr-Fluoreszenzlebensdauer in DNA-PyNrPe bei A, = 660 nm nach An-
regung der Py-Einheit eine dominante Komponente im sub-ns-Bereich mit 0.2ns (73 %)
aufweist. Das Auftreten dieser Komponente im sub-ns-Bereich deutet bereits auf einen
Energietransfer entweder direkt von der Py-Einheit oder in Sequenz iiber die Pe-Einheit
auf die Nr-Einheit hin. Der Beitrag ist in diesem Fall deutlich gréler als in DNA-PyNr
und DNA-PeNr. Beriicksichtigt man die vollstéandige Loschung der Nr-Emission im sta-
tiondren Spektrum nach Anregung in der Py-Bande, so kann hieraus auf einen sehr
effizienten Elektronentransfer zwischen der Nr-Einheit sowohl mit der Py- als auch mit
der Pe-Einheit geschlossen werden.

Zum Vergleich mit DNA-PyNrPe wurde DNA-PyAPeANr untersucht, das jeweils ein
zusétzliches A-T-Basenpaar zwischen den mit Chromophor modifizierten Basenpaaren
als Abstandshalter besitzt. In DNA-PyAPeANTr ist der Abstand zwischen den Chromo-
phoren daher um 3.4 A grofer. Auch ist die Reihenfolge im Vergleich zu DNA-PyNrPe
anders, da die Positionen der Pe- und Nr-Einheit hier vertauscht vorliegen. Das sta-
tiondre Spektrum von DNA-PyAPeANr nach Anregung in der Py-Bande bei 380 nm

zeigt sowohl fiir die Pe- als auch fiir die Nr-Einheit eine hohe Emissionsintensitét (siehe
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Abbildung 7.3 (A)). Dies steht im Einklang mit der zuvor gemachten Interpretation
eines moglichen Energietransfers von der Py-Einheit sowohl auf die Pe-Einheit als auch
auf die Nr-Einheit. Auch wird nach Anregung in der Pe-Bande bei 430 nm im Unter-
schied zu DNA-PeNr und DNA-PyNrPe nun eine Emission der Nr-Einheit beobachtet
(sieche Abbildung 7.3 (B)). Im Weiteren zeigt sich, dass die Nr-Emission nach Anregung
in der Nr-Bande im Vergleich zu DNA-PyNrPe ebenfalls nicht vollstéindig geloscht wird
(siche Abbildung 7.3 (C)). Fiir diese Emission wird zusétzlich eine VergroBerung der Le-
bensdauer sowie eine Verkleinerung der dazugehorigen Amplitude der Komponenten im
sub-ns-Bereich von 0.2ns (73 %) in DNA-PyNrPe auf 0.6 ns (52 %) in DNA-PyAPeANr
beobachtet. Diese Beobachtungen unterstiitzen das zuvor gemachte Modell eines Elek-
tronentransfers zwischen Pe und Py bzw. zwischen Nr und Py. Denn nun haben die
Chromophore mit 6.8 A einen vergroBerten Abstand zueinander, was eine Loschung so-

wohl der Pe- als auch der Nr-Emission aufgrund eines Elektronentransfers verschlechtert.

7.3. Zusammenfassung und Ausblick

Abschlieflend lésst sich festhalten, dass die Kombination der Chromophore Pyren, Pe-
rylen und Nilrot verkniipft an DNA-Basen iiber eine starre Acetylenbriicke und die
doppel-helikale Struktur der DNA zusammen ein Multichromophorsystem mit viel ver-
sprechenden photophysikalischen Eigenschaften darstellt. Das Absorptionsspektrum al-
ler drei Chromophore deckt fast den gesamten UV-A/Vis-Bereich ab. Die bisherigen
Daten lassen sich wie folgt deuten. Es kommt auf der einen Seite wahrscheinlich zu einer
Kaskade an Energietransferprozessen von Py iiber Pe nach Nr und auf der anderen Seite
zu einer Kaskade an Elektronentransferprozessen, was wiederum zu einer Ladungstren-

nung innerhalb des Systems fiihren sollte.

Abschlielend bleibt festzuhalten, dass alle postulierten Elektronentransferprozesse die
Bildung von Radikalen zur Folge hitten. Diese sind jedoch bis zu diesem Zeitpunkt noch
nicht identifiziert worden. Somit bedarf es weiterer Untersuchungen zur Uberpriifung der
hier gemachten Deutungen. Lassen sich die Deutungen durch weitere Experimente un-
termauern, wie z.B. durch Identifikation der postulierten Radikale in der transienten
Absorption, so hitte man ein System gefunden, in dem es unabhéngig von der Anre-
gungswellenldnge zwischen 350 nm und 700 nm letztlich immer zu einem ladungsgetrenn-

ten Zustand kommt. Sind diese ladungsgetrennten Zustédnde hinreichend langlebig, so
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konnten sie potentiell fiir die chemische Photokatalyse genutzt werden. Die Substanzen
DNA-PyNrPe und DNA-PyAPeANr wiren demnach ein konzeptioneller Beweis fiir ein

relativ einfaches Design von Lichtsammelsystemen basierend auf der DNA-Architektur.



8. Zusammenfassung

Die Hauptaufgabe war es eine 2D-Blitzlichphotolyse unter Verwendung einer Streak
Camera (SC) als Detektionssystem aufzubauen, um so einen Vorteil gegeniiber kon-
ventionellen eindimensionalen Verfahren zu schaffen. Bei eindimensionalen Messungen
bei fester Wellenlénge werden iiblicherweise 100 Anregungszyklen benétigt, um einen
aussagekraftigen mono-exponentiellen Fit zu bekommen. Zudem sind Messungen bei
Wellenléngen, die mit der Fluoreszenz iiberlappen, nicht moglich. Durch den Aufbau des
Experiments fiir 2D- Transiente Absorption (TA) wurde die Moglichkeit geschafft, Fluo-
reszenzspektren und TA-Spektren mit einer einzelnen Anregung fiir Zeitfenster > 20 us
zu messen. Mit dem zweidimensionalen Aufbau kann iiber den gesamten sichtbaren Wel-
lenlédngenbereich gemessen werden und dabei die Zerfallscharakteristik eines Systems fiir
all diese Wellenldngen mit weniger Anregungszyklen ermittelt werden, als man fiir eine
einzelne eindimensionale Messung benotigen wiirde. Diese Vorteile liegen in der Ver-
wendung einer speziellen SC. Diese SC hat zum einen einen viel grofleren dynamischen
Bereich (1:10000) verglichen zum typischen dynamischen Bereich eines Photomultipliers
(1:100). Zum anderen sind die Daten hoch redundant, was das geringe Signal zu Rausch
Verhéltnis eines einzelnen individuellen Pixels mehr als kompensiert. Das in dieser Arbeit
aufgebaute Experiment fiir die 2D-TA liefert demnach TA-Daten mit einem Multiplex-
Faktor von mehr als 100. Mit Hilfe diese 2D-TA-Experiments sowie anderer spektroskopi-
scher Methoden wurden zwei biologische Photorezeptor Proteine und ein Photokatalyse

System untersucht.

Im Photokatalyse-Projekt wurde der durch Riboflavintetraacetat (RFTA) katalysier-
te Photooxidationsmechanismus von 4-Methoxybenzylalkohol (MBA) mit transienter
Absorptionsspektroskopie in Zeitbereichen von sub-Pikosekunden bis hin zu Mikrose-
kunden untersucht. Die Daten zeigen zwei einander entgegenwirkende Reaktionsprozes-
se im Hinblick auf die Produktquantenausbeute (PQA). Auf der einen Seite besteht

ein produktiver Prozess, der vom Triplettzustand des RFTA beginnt. Beobachtet wur-
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de ein Elektronentransfer vom MBA zum RFTA in der Gréflenordnung von einer 1 ps.
Befindet sich das System in einem protonenreichen Losungsmittel, wie reines Wasser
oder ein mit Saure versetztes Losungsmittel-Wasser-Gemisch, dann wird ebenfalls ein
vollstéandiger Protontransfer (PT) innerhalb der Lebensdauer fiir den Elektronentrans-
fer (eT) beobachtet und das Neutralradikalpaar RFTA® und 2MBA® wird gebildet,
welches im untersuchten Zeitfenster von 20 us nicht wieder zerfillt. Im organischen
Losungsmittel AcN und selbst in einem 1 zu 1 Gemisch aus AcN und Wasser lduft
der Protonierungsschritt nicht vollsténdig ab. Es besteht unter diesen Bedingungen ei-
ne hohe Wahrscheinlichkeit einer Rekombination des Radikalionenpaares 2RFTA®~ und
2MBA®* in seine GZ-Formen, so dass die PQA herabgesetzt wird. Auf der anderen Seite
wird ein sehr schneller eT vom Singulettzustand des RFTA gefolgt von einer ebenfalls
sehr schnellen Ladungsrekombination innerhalb von 50 ps beobachtet, die einen Verlust-
kanal darstellt. Der Verlustkanal verlduft diffusionskontrolliert und gewinnt daher erst
bei Erh6hung der Substratkonzentration an Bedeutung. Denn bei Substratkonzentratio-
nen oberhalb on 50 mM iiberwiegt das sehr schnelle Léschen des 'RFTA* gegeniiber dem
ISC-Prozess und es kommt nur noch zur verminderten Population des Triplettzustands
vom RFTA. Zusétzlich wird auch noch ein merklicher Anteil an bereits assoziiert vor-
liegenden RFTA-MBA-Aggregaten bei sehr hohen MBA-Konzentrationen von mehreren
100 mM beobachtet, die ebenfalls einen unproduktiven Zyklus von Ladungstrennung und
Rekombination eingehen innerhalb von 0.9 bis 4.5 ps je nach Lésungsmittelumgebung.
In reinem MBA als Losungsmittel ist der Verlustkanal so dominant, dass keine deut-
liche Produktbildung sichtbar wird. Sind die Verhéltnisse jedoch so, dass der erste eT
erst nach einem ISC-Prozess des RFTA stattfindet, liegt die Ladungstrennung in einem
Spin korrelierten Radikalionenpaar vor, dessen Rekombination verboten ist und daher
deutlich verlangsamt wird [Ver06]. Die verliangerte Lebensdauer eines solchen Radikalio-
nenpaares erlaubt dann eine hohere Effizienz fiir einen zweiten Reaktionschritt, wie dem
PT von MBA®** zum RFTA®*". Fiir eine hohe PQA muss demnach der mittlere Abstand
zwischen dem MBA und dem RFTA grof§ genug sein, um innerhalb der Lebensdauer
des Singulettzustands des RFTA ein durch Diffusion kontrolliertes Zusammentreffen zu
vermeiden. Dies wird durch Herabsetzen der Substratkonzentration erreicht. Ebenfalls
wichtig ist eine protonenreiche Losungsmittelumgebung um das Spin korrelierte Radi-

kalionenpaar vor der Rekombination abzufangen.

Bei Untersuchung der LOV1-Doméne aus Chlamydomonas reinhardtii (C.r.) wurde

versucht, potentielle Intermediate im Photozyklus zu identifizieren. Es wurden zudem als
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Vergleichssysteme die Mutanten LOV1-C57G und LOV1-C57S, in denen eine Adduktbil-
dung zwischen dem reaktiven Cystein-57 und dem C(4a) des Kofaktors FMN nicht mehr
stattfindet, sowie FMN in Losung untersucht. Basierend auf den spektroskopischen Mes-
sungen wird folgender Mechanismus vorgeschlagen. Nach Photoanregung des GZ wird
der Singulettzustand erzeugt. Dieser zerfillt mit einer Lebensdauer von 2.9 ns zu einem
Teil in den GZ zuriick und zum anderen Teil in den Triplettzustand. Der Triplettzu-
stand wird nahezu vollstandig {iber Transfer-Reaktionen eines e~ gefolgt von einem H™
oder von einem He geldscht. Die Transfer-Reaktionen erfolgen von zwei unterschiedlichen
Konformeren des Cystein-57 heraus, und es entstehen zwei Radikalpaare in zwei unter-
schiedlichen Konformeren zu etwa 87 % (A) und 13 % (B). Das Haupt-Radikalpaar (A)
bildet mit kap (7 = 1.1 us) vollstdndig die Addukt-Spezies, wihrend das Radikalpaar
(B) auf einem Zeitbereich von > 5 us stabil bleibt. Es kann vermutet werden, dass das
Radikalpaar (B) entweder durch O, zuriick in den GZ katalysiert wird, oder durch einen
Konformationswechsel mit kxw in das Radikalpaar (A) iibergeht, welches wieder das
Addukt bildet. Das Addukt zerfillt schliefllich in einer thermisch aktivierten Reaktion

zuriick in den GZ.

Als zweites biologisches System wurde der Photozyklus des A cerhodopsinl (AR1) aus
Acetabularia acetabulum (A.a.) untersucht. Es zeigte sich, dass die photochemischen Ei-
genschaften des AR1 &hnlich denen des Bacteriorhodopsin (BR) sind. Sie zeigen jedoch
auch einige Unterschiede. Das Absorptionsmaximum des AR1 z.B. liegt bei 520 nm und
ist daher um 48 nm blauverschoben gegeniiber dem des BR. Eine so grofle Blauverschie-
bung ist bisher noch nie fiir ein Proton pumpendes Retinal-Protein beobachtet worden
und sollte daher auf molekularer Basis erkléart werden. Griinde dafiir mogen demnach
entweder ein entlang des konjugierten m-Elektronensystems weniger verdrehter Chro-
mophor, oder eine verdnderte elektrostatische Mikroumgebung des Chromophors sein.
Es bleibt jedoch zu beachten, dass das exakte Absorptionsmaximum des AR1 in seiner
natiirlichen Umgebung, die Lipide der Acetabularia Membran, nicht bekannt ist. Ein
weiterer Unterschied liegt im etwas kleineren Extinktionskoeffizienten im Absorptions-
maximum des AR1 gegeniiber dem des BR, was ebenfalls auf unterschiedliche Wechsel-
wirkungen zwischen dem Retinal und dem Proteingeriist zuriickzufiihren ist. Der Pho-
tozyklus des AR1 kann analog zu dem des BR modelliert werden. Es wird zuerst eine
Spezies beobachtet, die dem K Intermediat des BR zugeordnet werden kann, da es rot-
verschoben beziiglich des Grundzustandes und vor 500 ns auftritt. Dieses K-Intermediat

wandelt sich mit einer Zeitkonstanten von 8 us in eine Spezies mit einem Absorptionsma-
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ximum bei 386 nm um. Dieses Intermediat kann dem M-Intermediat des BR zugeordnet
werden. Im sehr gut untersuchten Photozyklus des BR ist ein Protonierungsschritt bei
der Reaktion vom M- zum N-Intermediat beteiligt. In Entsprechender Weise wird das
Intermediat, das aus dem Zerfall der M Spezies entsteht, der N Form zugeordnet. Es
zeigt sich bei dieser Konversion, dass die M und N Formen sich bei neutralem bis al-
kalischen pH-Werten nach 1 ms im Gleichgewicht befinden. Beide Intermediate zerfallen
mit 192 ms in den Grundzustand. Weitere Intermediate im Zeitbereich von 10 ms bis hin
zu 1.5s wurden spektroskopisch nicht beobachtet. Dies kann zum einen daran liegen,
dass die Zeitkonstanten fiir das Entstehen gleich oder kleiner sind als der Zerfall, oder
aber, dass diese Intermediate dem folgenden oder vorherigen spektroskopisch zu dhnlich
sind. Es wird insbesondere kein dem L-Zustand des BR entsprechendes Intermediat be-
obachtet. Die Zustdnde K und M liegen im Gleichgewicht vor. Des Weiteren bilden die
Zusténde M und N bei pH > 7 ein Gleichgewicht. Aufgrund dieser Beobachtungen kann
der Photozyklus bei pH = 7.0 als folgende Serie von Reaktionsschritten beschrieben
werden:

h 8 s 750 s 192 ms
AR1599 >7 —>Kis0 < >~ Mg < >~ N5q90 ——> AR5, (8.1)

wobei die Entstehung des K-Zustands auflerhalb der derzeitigen Zeitauflosung liegt. Es
kann daher sein, dass innerhalb der Reaktionsequenz ein fritheres Intermediat existiert,
welches durch das ,,?” gekennzeichnet ist. Der Zerfall des N-Intermediates ist der limi-
tierende Schritt im Photozyklus und sollte daher die photostationéren Eigenschaften des
ARI1 unter Licht-geséttigten Bedingungen bestimmen. Im Vergleich zum BR sind alle
Reaktionsschritte im AR1 schneller.

In dieser Arbeit wurden neben Projekten, in den spektroskopische Untersuchungen ge-
fragt waren, auch Projekte bearbeitet, in denen biochemische Arbeitsweisen fiir einen Er-
kenntnisgewinn wichtig waren. So wurde zum Beispiel ein Teilaspekt der Signalweiterlei-
tung von LOV-Doménen auf experimenteller Basis ndher betrachtet. Im Detail wurde die
Auswirkung eines Cysteinyladduktes, das nicht am Proteinriickgrat gebunden ist, auf die
Aktivitat einer C-terminalen Effektordoméne untersucht. Im Vorfeld war bekannt, dass
eine LOV-CG-Mutante, in der das reaktive Cystein gegen ein Glycin ausgetauscht wurde,
in Gegenwart von Methylthiol eine Blaulicht induzierte Photoreaktion zum Methylthio-
lyladdukt eingeht [LLan+10]. Die Signalweiterleitung wurde mit dem Aktivitétstest nach
Médglich et al. [NIAMO9] verfolgt. Die hierfiir benétigten Proteine YF1-WT, YF1-C62G

und FixJ wurden in der Gruppe von Herrn Dr. Ulrich Krauss am Institut fiir Moleku-
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lare Enzym Technologie (IMET) im Forschungszentrum Jiilich hergestellt. Messungen
der Kinaseaktivitiat ergaben, dass im Wildtyp unter Blaulicht die Kinase-Doméne inhi-
biert ist, wihrend die entsprechende inaktivierte Mutante YF1-C62G durchgehend aktiv
ist. Experimente in Gegenwart von Methylthiol zeigten, dass photochemisch ein Addukt
zwischen dem Methylthiol und dem FMN innerhalb der LOV-Doméne gebildet wird. Die
Aktivitdtsmessungen lieferten im Rahmen des Messfehlers keinen signifikanten Einfluss
des Methylthiolyladduktes auf die Aktivitéat der C-terminalen Kinase-Doméne. Demnach
kommt es trotz Ausbildung eines Adduktes zu keiner Inhibierung der Kinaseaktivitét,
wenn keine mechanische Verbindung zwischen dem Addukt und dem Proteinriickgrat
besteht. Der mechanische Zug, der durch die Adduktbildung hervorgerufen wird, scheint
somit ein essentieller Bestandteil bei der Signalweiterleitung von LOV-Doménen auf

entsprechende Effektordoménen zu sein.

Als letztes Projekt wurden Elektronentransfer und Energietransferprozesse zwischen
Chromophoren untersucht, die an DNA-Stringe gebunden waren. Im Detail wurden
Kombinationen der Chromophore Pyren, Perylen und Nilrot untersucht, die iiber eine
starre Acetylenbriicke an DNA-Basen verkniipft waren. Diese Proben stellen iiber die
doppel-helikale Struktur der DNA ein Multichromophorsystem dar, welches viel verspre-
chende photophysikalische Eigenschaften besitzt. Das Absorptionsspektrum aller drei
Chromophore deckt fast den gesamten UV-A/Vis-Bereich ab. Die bisherigen Daten las-
sen sich wie folgt deutet. Es kommt auf der einen Seite wahrscheinlich zu einer Kaskade
an Energietransferprozessen von Py {iber Pe nach Nr und auf der anderen Seite zu ei-
ner Kaskade an Elektronentransferprozessen, was wiederum zu einer Ladungstrennung
innerhalb des Systems fiihren sollte. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass alle postulier-
ten Elektronentransferprozesse die Bildung von Radikalen zur Folge héatten. Diese sind
jedoch bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht identifiziert worden. Somit bedarf es weite-
rer Untersuchungen zur Uberpriifung der hier gemachten Deutungen. Lassen sich die
Deutungen durch weitere Experimente untermauern, wie z.B. durch Identifikation der
postulierten Radikale in der transienten Absorption, so hétte man ein System gefunden,
in dem es unabhéngig von der Anregungswellenléinge zwischen 350 und 700 nm letzt-
lich immer zu einem ladungsgetrennten Zustand kommt. Sind diese ladungsgetrennten
Zusténde hinreichend langlebig, so kénnten sie potentiell fiir die chemische Photokataly-
se genutzt werden. Die Substanzen DNA-PyNrPe und DNA-PyAPeANr wiren demnach
ein konzeptioneller Beweis fiir ein relativ einfaches Design von Lichtsammelsystemen

basierend auf der DNA-Architektur.
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Anhang

Im ersten Kapitel A des Anhangs werden einige mathematische Grundlagen sowie die

Implementierung der in dieser Arbeit verwendeten Verfahren gegeben.

Die Ergebnisse weiterer Projekte, die wihrend der Anfertigung dieser Arbeit nebenbei
bearbeitet wurden, sind schlieflich in Kapitel B zu finden. Diese Projekte sind thematisch

von der eigentlichen Fragestellung der Arbeit weiter entfernt.
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A. Mathematische Grundlagen

A.1. Modifizierter Levenberg-Marquardt-Algorithmus

Die notwendige Bedingung fiir das Auffinden eines lokalen Minimums von Y (a), so dass

a* ein stationédrer Punkt ist, ist nun gegeben durch
Y'(a*) = 0. (A1)

Die erste Ableitung Y(a) kann nun in einer TAYLOR-Entwicklung geschrieben werden

als

Y'(a+h) = Y'(a)+Y"(a)h+ O(|h]?

12

Y'(a) + Y"(a)h fiir ausreichend kleines |h|

= 2G(a) +2H(a)h + O(|h}?). (A.2)

G € RF stellt die Gradienten-Matrix dar. Dieser Vektor enthilt die partiellen Ableitun-

gen nach den zu optimierenden Parametern a und ist definiert als

T = 23 w5 (A3
Gula) = ;g—;<a>:zzwa>fﬁ<a>, (A4)

wobei J € R™*F wiederum die dreidimensionale JAKOBI-Matrix mit

Ton(@) = S (a). (A.5)

ist. Im Weiteren ist H € R**! die HESSE-Matrix, welche entsprechend gegeben ist zu

82 Y — 8:%] ayz ] 0 2 Yij
aakaal <a) o Z Z <3ak 8@1 ) — Yij ( >aakaal (a)) (A6)

i=1 j=1

Hy(a) = %agzgal(a):ZZJ( a);rdiji(a (ZZyw )i (a ) (A.7)

i=1 j=1 i=1 j=1
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82%3'

Ja.00; (@) ist meist bei praktischen Anwendung

Der Term mit den zweiten Ableitungen
sehr klein und kann daher vernachlassigt werden. Dies liegt an der Tatsache, dass er mit
dem Term y;;(a) multipliziert wird, welcher im Fall eines guten Models den Messfehler
eines jeden Punktes wiedergibt. Dieser Fehler hat fiir jeden Messpunkt unterschiedliche
Vorzeichen und sollte im Allgemeinen nicht mit dem Model korreliert sein, so dass sich

in der gesamten Summation die zweiten Ableitungen gegenseitig heraus 16schen. Aus

diesem Grund wird an dieser Stelle mit der pseudo-HESSE-Matrix
seudo
Hrl;l Z Z Jz]k zjl (AS)
=1 j=1

weiter verfahren. Setzt man nun die notwendige Bedingung aus Gleichung A.1 in Glei-
chung A.2 ein und stellt entsprechend um, so erhélt man ein lineares Gleichungssystem

nach der GAUSS-NEWTON-Methode!:

H(a)hgn = —G(a)
Komp m n m n
> 2D Jp@Jg@hf = =3 % Ji(a)f(a) (A.9)
=1 i=1 j=1 i=1 j=1

Levenberg und spéter Marquardt wandelten diese Bestimmungsgleichung durch folgende

Modifikation um:

> (ZZJM +uI) b = =Y S Ja)t(a)

=1 =1 J 1 i=1 j:1
mit I = Einheitsmatrix und g > 0. (A.10)

Der neu eingefiihrte Dampfungsparameter 1 hat nun mehrere Effekte:

1. Es gilt fiir alle g > 0, dass die Koeffizientenmatrix definiert ist und somit wird

sichergestellt, dass man h™ in absteigende Richtung lauft.

2. Es gilt fiir sehr groe Werte von j, dass h'™ ~ —iG ist, also zu einem kleinen
Schritt in der steilsten Abstiegsrichtung fiihrt. Dies ist gut, wenn die aktuelle

[teration weit weg von der Losung ist.

3. Es gilt fiir sehr kleine 1, dass h™ ~ h#" ist. Dies ist eine gute Schrittweite in den
letzten Iterationen, wenn a bereits sehr nahe an a* ist. Dies fiihrt dann auch zu

einer fast quadratischen Konvergenz.

!Die Indizierung ,,gn” steht fiir GAUSS-NEWTON und ,lm” entsprechend fiir LEVENBERG-

MARQUARDT.
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Der Dampfungsfaktor beeinflusst somit sowohl die Richtung als auch die Grofle des
Schritts. Die Wahl des anfinglichen pu-Wertes wird angepasst an die Grofle der Elemente
HY ' (a%) = > )~ Jin(a®)J5(a°) (A.11)
i=1 j=1
durch
fto = 7 max {ay } , (A.12)

wobei 7 = 0.001 sich als geeigneter Skalierungsfaktor ergeben hat?. Wihrend den Ite-
rationen wird p entsprechend des Verstarkungsverhéltnisses p angepasst. p stellt dabei
das Verhéltnis zwischen dem aktuellen und einem vorgeschlagenen néchsten Abstieg dar

und ist gegeben durch
Y(a) — Y (a+ h'm)

= A.]_S
P=7L0) = L(h™) (A.13)
Nach einem linearen Modell gilt
1
Y(a+h"™) ~ L(h™) = L(0) + h™TG(a) + 5hhnTH(a)hlm, (A.14)
so dass bei sehr kleinen Auslenkungen von h'™ fiir den Nenner gilt:
1
L(0) — L(h™) = —éhlmTH(a)hlm —h"™TG(a)
1 ImT Im
= -h —H(a)h™ —2G(a)
2 ——
=G (a)+phlm
1
= 5hlmT (uh"™ — G(a)) . (A.15)

Da h'™Th™ und —h'™ TG beide positiv sind, ist garantiert, dass der Nenner auch positiv

ist. Eine gute Strategie fiir die Wahl eines neuen Dampfungsfaktors ist nun durch

max {i;1—(2p—1)3 v=2 fallsp>0
o {5:1-(2p- 1%} p (4.16)

j3% v=2v sonst

gegeben. Diese Strategie bietet eine hohere Konvergenzgeschwindigkeit und Stabilitét
[Nie99]. Der bendtigte Skalierungsfaktor v wird anfanglich auf v = 2.0 gesetzt. Ein
sehr grofier Wert von p bedeutet nun, dass L(h"™) eine gute Ndherung fiir Y (a + h'™)
ist. Somit kann p verkleinert werden, so dass der ndchste LEVENBERG-MARQUARDT-

Schritt ndher an einen GAUSS-NEWTON-Schritt herankommt. Ist p hingegen klein, dann

2Der Algorithmus ist beziiglich der Wahl von 7 sehr sensitiv. Als Daumenregel sollte ein kleiner Wert
gewihlt werden. Sollten die Startparameter a® bereits eine gute Approximation liefern, ist 7 = 1076

eine gute Wahl. Ansonsten ist es besser 7 = 1072 oder sogar 7 = 1.0 zu verwenden.
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ist L(h'™) eine schlechte Ndherung und p wird um das zweifache vergroéfert, so dass man

durch Verkleinerung der Schrittweite ndher in die Richtung des steilsten Abstiegs kommt.

Die Bestimmung der neuen Schrittweite h'™ aus dem Gleichungssystem A.10 erfolgt
iber die Losung nach den kleinsten Fehlerquadraten minimaler Norm [MNT04]. Dar-

aufthin werden die neuen Parameter
Apey = @+ h™ (A.17)

zur Erzeugung einer neuen Modellfunktionsmatrix F(aye,) verwendet und der Optimie-

rungszyklus geht in eine neue Iteration.

Die Abbruchkriterien sind schliellich wie folgt. Zuerst wird aufgrund der Bedingung

fir ein globales Minimum Y’'(a*) = G(a*) = 0 geschaut, dass
IG(@)|lec < &1 (A.18)

ist, wobei e, typischerweise auf 10~® gesetzt wird. Als ein weiteres relevantes Abbruch-

kriterium wird geschaut, dass die Anderung in a klein ist mit
[|anen — af| < ex(l[al] + €2). (A.19)

Dieser Ausdruck liefert eine sukzessive Anderung von der relativen Schrittweite 5, wenn
||a|| groB ist gegeniiber der absoluten Schrittweite €3, falls a nahe 0 ist. Ein typischer
Wert fiir g, ist gegeben zu 1078, Zuletzt muss natiirlich dafiir gesorgt werden, dass die
Routine abbricht, falls 1 zu klein gewéhlt wurde, so dass aufgrund von Rundungsfehlern
die Bedingung aus Gleichung A.18 nicht erfiillt wird. Daher soll nach einer maximalen
Anzahl an Iterationen mit

i > imax (A.20)

abgebrochen werden.

A.2. Runge-Kutta-Methode

Das RUNGE-KuTTA-Verfahren 4. Ordnung ist eine spezielle explizite 4-stufige Methode
zur numerischen Losung von Anfangswertproblemen, wie sie bei gewthnlichen DGLen
auftreten. Es wurde um 1900 von Carl Runge, der 1895 zuerst ein mehrstufiges Verfahren
beschrieb, und spéter von Martin Wilhelm Kutta, der 1901 eine allgemeine Form eines

expliziten s-stufigen Verfahren veroffentlichte, entwickelt [Run95; KutO1]. Im Folgenden
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sei ein kurzer Abriss des RUNGE-KUTTA-Verfahrens gegeben: Es sei das Anfangswert-

problem von n DGLen

y'(z) = fz.y' (@), y* (@), ...,y (2)) (A.21)

mit n Anfangsbedingungen

y (z0) = Yo ¥’ (z0) = Y55 y" (o) = (A.22)

gegeben. Sei weiter h die gewiinschte Schrittweite, dann werden nach RUNGE die genéherten

Werte von y'(z; + h) = y*(z;41) fiir m Werte von x berechnet zu

k} = hf a:J,y]

ki = hf (m ,yj' >
kK, = hf ( +hy]+k:3)
kb k3 K

+24+ 342 (A.23)

. K
Yjt1 y+6 3 3 6

Die jeweils néchsten Werte werden demnach in einer Rekursion berechnet und man

erzielt eine Genauigkeit bei geniigend glattem f(z,y’) in der Gréfenordnung von h?.
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B. Andere Projekte

B.1. "Design and photoinduced surface relief grating
formation of photoresponsive azobenzene based

molecular materials with ruthenium acetylides”

Hierbei handelt es sich um ein kleines Nebenprojekt, das im Rahmen einer Kooperation

mit Prof. Dr. Rainer Winter (Universitéit Konstanz) entstanden ist.

Kichou N. Gherab, Rafik Gatri, Zakia Hank, Bernhard Dick, Roger-Jan Kutta,
Rainer Winter, Jérome Luc, Bouchta Sahraoui and Jean-Luc Fillaut
Design and photoinduced surface relief grating formation of photo-
responsive azobenzene based molecular materials with ruthenium acetylides

Journal of Materials Chemistry, 2010, 20, 2858-2864.

Abstract:

Novel photoresponsive materials based on ruthenium(II) o-acetylides coupled to an azo-
benzene moiety in the main 7-conjugated chain have been synthesized. The introduction
of a metal acetylide fragment in the same conjugated chain as the azobenzene induces the
trans-cis-trans isomerization of the azo unit, while the rate of the thermal cis — trans
back isomerization increases with increasing overall electron richness of these compounds.
These azobenzene-containing ruthenium(II) acetylides show satisfactory processability
and give rise to spin-coated uniform thin films. Formation of surface-relief gratings on
their amorphous thin films and in a Polymethylmethacrylat (PMMA) polymer matrix
using a picosecond pulsed laser at 532 nm results in instantaneous inscription: saturation
of the first order diffraction efficiency and of the modulation amplitude of gratings were
obtained in less than 1s, while the orientation of these azodyes remains unchanged for

up to 6 months.



176 Andere Projekte




Glossar

f-number
Unter der relativen Apertur (auch f-number genannt) wird in der Optik die Fo-

kuslénge dividiert durch den ,effektive” Aperturdurchmesser verstanden.

Jablonski-Termschema
JABLONSKI-Termschemata sind vereinfachte Darstellungen fiir die Diskussion von
Absorptions- und Emissionsprozessen bei der Wechselwirkung von Licht mit Mate-
rie, welche von Prof. Alexander Jablonski im Jahre 1935 zuerst eingefiihrt wurden.
Ein typisches JABLONSKI-Termschema fiir ein organisches Molekiil umfasst z.B.
einen elektronischen Singulett Grundzustand so wie mehrere energetisch héher lie-
gende anregbare Singulett- bzw. Triplett-Zusténde, welche jeweils durch eine dicke
horizontale Linie angezeigt werden. In den einzelnen elektronischen Zustédnden
kann ein Molekiil ebenfalls in einer Vielzahl von Schwingungszustidnden vorlie-
gen, welche durch mehrere enger beieinander liegender diinner horizontaler Lini-
en oberhalb eines elektronischen Zustands angedeutet werden. Die energetischen
Absténde der Schwingungszustiande sind so grofl, dass sie nicht durch thermische
Energie bei Raumtemperatur populiert werden kénnen. Uberginge zwischen den
Zustédnden werden durch vertikale bzw. horizontale Pfeile angedeutet. Horizontale
Pfeile deuten dabei auf isoenergetische Prozesse, wie das Intersystem Crossing
(ISC) oder die Internal Conversion (IC). Vertikale Pfeile deuten Prozesse an, wie
die Absorption, die spinerlaubte Emission (Fluoreszenz), die spinverbotene Emis-

sion (Phosphoreszenz) und die Internal Vibrational Relazation (IVR).

Xenopus

Krallenfrosch.

Acetabularia acetabulum

Griinalgenart aus der Gattung Acetabularia/Schirmalge (lat. acetabulum = Es-
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signépfchen).

Avena sativa

Pflanzenart aus der Gattung Hafer (lat. avena = Hafer).

Bacillus subtilis
Bakterium aus der Gattung Bacillus (lat. bacillum/bacillus = Stébchen /lat. sub-
tilis = schlicht).

Bradyrhizobium japonicum

Bakterium aus der Gattung Bradyrhizobium.

Chlamydomonas reinhardtii

Griinalgenart aus der Gattung Chlamydomonas.

Escherichia coli

Bakterium aus der Gattung Escherichia (lat. colon = Teil des Dickdarms).

Halobacterium salinarium

Halophile Archaea aus der Gattung Halobacterium.

Natronomonas pharaonis

Halophile und alkaphile Archaea aus der Gattung Natronomonas.

Archaea

Einzelliger Organismen, der folgende typische Merkmale aufweist:
1. meist ringférmiges Chromosom in einem Nucleoid
2. kein Cytoskelett
3. keine Zellorganellen
4. kein Peptidoglycan in der Zellmembran.

Autotrophie
Der Begriftf Autotrophie stammt aus den altgriechischen Begriffen ,autos”, was
,,selbst” bedeutet, und trophe, was ,,Erndhrung” bedeutet. In der Biologie wird mit
Autotrophie die Fahigkeit von Lebewesen verstanden, ihre Baustoffe (und organi-
schen Reservestoffe) ausschliellich aus anorganischen Stoffen (wie CO;) aufzubau-
en. Bei Photosynthese betreibenden Primérproduzenten (insbesondere Pflanzen)

ist diese vor allem zu beobachten.
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Bacteria

Einzelliger Organismen, der folgende typische Merkmale aufweist:
1. meist ringférmiges Chromosom in einem Nucleoid
2. kein Cytoskelett
3. keine Zellorganellen
4. Peptidoglycan in der Zellmembran.

Blooming
Das Blooming ist ein Effekt, der bei zu stark belichteten CCD-Detektoren auftritt.
Es wird die Ladungkapazitédt von einigen Pixel-Zelle {iberschritten, wodurch die

iiberzéhligen Ladungen an die Nachbarzellen weiter flieflen.

Eucaria

Einzelliger oder viellzelliger Organismen, der folgende typische Merkmale aufweist:
1. mehr als ein lineares Chromosom in einem Zellkern mit Kernhiille (Nucleus)
2. Cytoskelett
3. membranumgebene Organellen, die den Zellstoffwechsel ibernehmen.

4. Peptidoglycan in der Zellmembran.

Frame Grabber
Elektronische Schaltung (meist auf Computer Karte) zur Digitalisierung analoger

Videosignale.

Jitter
Jitter ist der englische Begriff fiir ,,Fluktuation” oder ,,Schwankung” und wird in
dieser Arbeit als die zeitliche Ungenauigkeit von periodischen Messsignalen, wie

z.B. Laserpulse, verstanden.

mode-locked
mode-locking (deutsch: Modenkopplung) umschreibt die Synchronisation der im
Laser schwingenden Eigenzustiande (Moden) zur Erzeugung von extrem kurzen
Lichtpulsen. Bei einer moglichst grofien Anzahl von Moden wird eine konstante

Phasenbeziehung der Moden zueinander angestrebt, so dass es zu konstruktiver
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Interferenz zusammenfallender Wellenberge kommt. Dabei gilt, dass je breiter das
Modenspektrum ist, desto kiirze der erzeugte Laserpuls wird. Die Modenkopplung
kann aktiv (z.B. elektrooptisch oder akustooptisch) oder passiv (z.B. sittigbarer
Absorber) erfolgen.

Oocyte
Ein Oocyte (griechisch: Oos, Ei; Cytos, Zelle) ist die weibliche Keimzelle zwei-
geschlechtlicher Lebewesen, welche der generativen Vermehrung durch Oogamie
dient. Sie enthélt alle genetischen Anlagen des weiblichen Lebewesens, die an den

Nachkommen weitergegeben werden.

Optogenetik
In der Optogenetik wird sich mit der Licht induzierten Kontrolle von genetisch

modifizierten Zellen beschéftigt.

Phototaxis

Fortbewegungsrichtung von Organismen in Abhéngigkeit der Belichtungsstérke.

RS-232
Recommended Standard: Standard fiir eine bei Computern oft vorhandene serielle
Schnittstelle, die in den frithen 1960ern von einem US-amerikanischen Standardi-

sierungskomitee eingefiithrt wurde.

RS-422A
Die RS-422A Schnittstelle ist eine bidirektionale serielle Schnittstelle fiir Daten-

iibertragungsraten von bis zu 10 Mbit/s,
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8-HDF 8-Hydroxy-5-Desazariboflavin

A Adenosin

A.a. A cetabularia acetabulum

As. Avena sativa

AcN A cetonitril

ADC Analog Digital Converter

API Application Programming Interface
AR1 A cerhodopsinl

AR2 A cerhodopsin?2

ATP Adenosintriphosphat

B.j. Bradyrhizobium japonicum

B.s. Bacillus subtilis

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BR Bacteriorhodopsin

Cur. Chlamydomonas reinhardtii

CCD Charge Coupled Device

cDNA complementary Deozyribonucleic acid
CFD Constant Fraction Discriminator
ChR2 Channelrhodopsin2

COBALT Constraint-based Multiple Alignment Tool
CPLD Complex Programmable Logic Device

CW Continuus Wave
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DADS
DC
DGL
DMSO
DNA
DSO
dU
dU-Nr
dU-Pe
dU-Py

E. coli
EDTA
ESA
eT

F-1
FAD
FIFO
FMN
FWHM

GPIB
GSB
GZ

H.s.
HOMO
HR

IC
[HAE
ISC
IVR

Decay Associated Difference Spectrum
Delay-Controller
Differentialgleichung
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid
Digitalspeicheroszilloskop
Deoxyuridin
Deoxyuridin-Ethynyl-Nile Rot
Deoxyuridin-Ethynyl-Perylene
Deoxyuridin-Ethynyl-Pyren

Escherichia cols
Ethylendiamintetraacetat
Ezxcited State Absorption

Elektronentransfer

iodiertes Flavinderivat
Flavin- Adenin-Dinukleotid
First In First Out
Flavinmononukleotid

Full Width at Half Mazximum

General Purpose Interface Bus
Ground State Bleach

Grundzustand

Halobacterium salinarium
Highest Occupied Molecular Orbital

Halorhodopsin

Internal Conversion
Internal Heavy Atom Effect
Intersystem Crossing

Internal Vibrational Relazation
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Laser

LED
LOV
LUMO

MBA
MBAId
MCA
MCP
MD
MSA
MTHF

Nd:YAG
Ni-NTA
NMR

OD
OPO

PAS

PC
PCR
PD

Pe

PM
PMMA
PMSF

Light amplification by stimulated emission
radiation

Light Emitting Diode

Light Ozygen and Voltage

Lowest Unoccupied Molecular Orbital

4-Methoxybenzylalkohol
4-Methoxybenzylaldehyd
Multi Channel Analyzer
Miicro-Channel Plate
Molekular Dynamik

Multiple Sequence Alignment
Methylentetrahydrofolat

Natronomonas pharaonis

Neodym doped Yttrium-Aluminium-Garnet
Nickel-Nitrilotriacetic Acid

Nuclear Magnetic Resonance

Ethynyl-Nile Rot

Optische Dichte

Optical Paramagnetic Oscillator

of

Per - period circadian protein, Arnt - aryl hydro-

carbon receptor nuclear translocator protein, Sim -

single-minded protein
Personal Computer
Polymerase Chain Reaction
Photodiode
Ethynyl-Perylene

Photo Multiplier
Polymethylmethacrylat
Phenylmethansulfonylfluorid
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PMT Photo Multiplier Tube

PQA Produktquantenausbeute

PT Protontransfer

Py Ethynyl-Pyren

QS Q-Switch, Giiter-Schalter,

r-eT riick-Elektronentransfer

r-1SC riick-Intersystem Crossing

r-PT riick-Protonentransfer

RFTA Riboflavintetraacetat

SADS Species Associated Difference Spectrum

SAS Species Associated Spectrum

SC Streak Camera

SDS Sodium Dodecyl Sulfate

SDS-PAGE  Sodium  Dodecyl  Sulfate-Poly-Acrylamid  Gel
Electrophorecis

SE Stimulated Emission

SOMO Singly Occupied Molecular Orbital

SR2 Sensorrhodopsin?2

T Thymidin

TA Transiente Absorption

TAC Time to Amplitude Converter

TC Time Calibrator

TCSPC Time Correlated Single Photon Counting

THG Third Harmonic Generation

uv Ultraviolet

Vis Visible
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