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Kurzfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung UV-induzierter Photoschidden an
Nukleinsiduren. Dies beinhaltet zum einen die Isomerisierungsreaktion des (6-4)-Schadens
zur Dewar-Form. Die Besonderheit dieses Schadens liegt in der Bildung durch Absorption
im UV-A-Bereich. Zum anderen wird einer der hdufigsten Schiden an Uracil, die Entstehung
des Photohydrats, untersucht. Hierzu bieten zeitaufgeloste spektroskopische Methoden im
infraroten Spektralbereich mit ihrer Struktursensitivitét einen Zugang zu den Reaktionsme-
chanismen der Schadensbildung. Zur Photoanregung wurde ein bestehender Aufbau um zwei
Stufen nichtlinearer Frequenzkonversion erweitert. Dadurch stand ein transientes Infrarot-
Spektrometer mit durchstimmbaren Anregungsimpulsen im ultravioletten und sichtbaren
Spektralbereich und Abtastimpulsen mit Wellenlidngen von 3 bis 11 ym zur Verfiigung.

Der Mechanismus der Dewar-Bildung: Die UV-induzierte Dewar-Bildung aus einem
(6-4)-Schaden wurde an einem Thymin-Dinukleotid (T(6-4)T) untersucht. Die stationiren
Absorptions- und Emissionsmessungen im infraroten, ultravioletten und sichtbaren Spek-
tralbereich zeigen, dass eine Dewar-Markerbande im Schwingungsspektrum bei 1781 cm™*
eine direkte Identifizierung der Dewar-Bildung ermoglicht. Die zeitaufgelosten Messungen
im infraroten Spektralbereich erlauben eine genaue Beobachtung der kinetischen Ablédufe
des photoinduzierten I[somerisierungsprozesses. Die Kombination mit weiteren zeitaufgelos-
ten Techniken (UV/Vis, Fluoreszenz) vervollstindigt das Reaktionsmodell: Die Bildung des
Dewar-Isomers erfolgt im Zuge der Deaktivierung des elektronisch angeregten Zustands von
T(6-4)T mit einer Zeitkonstante von 130 ps. Die Analyse zeigt weiterhin, dass die Deak-
tivierung liber zwei elektronisch angeregte Zustinde iiber Energiebarrieren erfolgt. Neben
der 130 ps-Komponente existiert ein weiterer Singulett-Zustand mit einer Lebensdauer von
1,2 ns, der nicht zur Dewar-Bildung beitrdgt. Die Beobachtung einer weiteren Kinetik mit einer
Zeitkonstante von 500 ns ldsst sich auf einen Triplett-Zustand zuriickfiihren, aus dem ebenfalls
kein Dewar gebildet wird.

In Experimenten an monomerem Pyrimidinon als Minimalmodell des (6-4)-Schadens konnte
keine Dewar-Bildung nachgewiesen werden. Diese Beobachtung konnte in Verbindung mit
quantenchemischen Analysen der Gruppe von Prof. de Vivie-Riedle erklidrt werden. Die
Analysen zeigen, dass das Riickgrat bei dem Isomerisierungsprozess eine entscheidende Rolle
spielt und fiir die Schadensbildung verantwortlich ist.

Ergebnisse zum Photohydrat von Fluoro-Uridin: Im zweiten Teil dieser Arbeit wird die
Analyse eines monomeren DNA-Schadens beschrieben: die UV-induzierte Hydratisierung
eines Uridin-Derivats. Dazu wurde ein fluoriertes Uridin zur Analyse der Photophysik der Hy-
dratbildung verwendet. In stationiren Belichtungsexperimenten wurden die charakteristischen
Signaturen der Hydratbildung bestimmt. Dadurch konnte in den zeitaufgelosten Messungen im
infraroten Spektralbereich die Bildung des Photohydrats mit einer Zeitkonstante im Bereich
von 1 bis 3 ps nachgewiesen werden. Ein weiterer Prozess im Nanosekundenbereich (70 ns)
wird mit einem Triplett-Zustand assoziiert, der jedoch nicht an der Hydratbildung beteiligt ist.
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Abstract

This thesis deals with the investigation of UV-induced photo lesions in nucleic acids. At first,
the isomerization reaction of the (6-4)-lesion to the Dewar form is analysed. Surprisingly, this
secondary photo damage features formation by the absorption of light in the UV-A region. In
the second part of the thesis the investigation of the formation of the photohydrate, one of the
main UV-induced damages of uracil, ist described. In both parts, time-resolved spectroscopic
methods in the infrared allow to monitor the reaction mechanisms of damage formation with
structural sensitivity. For the excitation of the nucleic acids, an established setup for the
generation of pump pulses was extended by two non-linear frequency conversion units. Thus, a
transient infrared absorption spectrometer with tunable pump pulses in the UV and with probe
pulses at wavelengths between 3 and 11 pm was available.

The mechanism of the formation of the Dewar valence isomer: The UV-induced forma-
tion of the Dewar from a (6-4)-lesion was studied in a thymine dinucleotide. Steady-state
absorption (IR an UV/Vis) and emission measurements were used to characterize the Dewar
form. A Dewar marker band in the vibrational spectrum at 1781 cm~! allows direct quantifica-
tion of the Dewar formation in the infrared spectral range. The kinetics of the photo-induced
isomerization process was monitored by the time-resolved infrared measurements. The combi-
nation with further time-resolved techniques (UV/Vis, fluorescence) completes the reaction
model: The formation of the Dewar isomer occurs in the course of the deactivation of the
excited electronic state of T(6-4)T with a time constant of 130 ps. Furthermore the data reveal,
that the deactivation takes place via two excited electronic states via energy barriers. In addition
to the 130 ps component there exists a second excited singlet state with a lifetime of 1,2 ns
which does not contribute to Dewar formation. The observation of further kinetics on the 500 ns
time scale can be explained by a triplet state which does not show Dewar formation.

In experiments on a monomeric pyrimidinone, acting as a minimal model of the (6-4)-lesion,
no formation of the Dewar isomer is detected. This finding can be explained in combination
with quantum-chemical studies in the group of Prof. de Vivie-Riedle. They show that the sugar
backbone eventually enables Dewar formation, thus, making the backbone the cause of severe
DNA damage.

Results of the photohydration of Fluoro-Uridine: The UV-induced hydrate formation of
Fluoro-Uridine was investigated as a model for photohydration. The characteristic signatures of
hydration were assigned in steady-state measurements in the infrared spectral region. Thereby
photohydrate formation became visible in the time-resolved measurements in the infrared with
a time constant within the range of 1 to 3 ps. The data show additional absorption changes due
to vibrational relaxation processes in the excited state and in the ground state on the same time
scale. A further process in the nanosecond time range (70 ns) can be associated with a triplet
state which, however, is not involved in hydrate formation.
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1. Einleitung

Die Anpassung an das Sonnenlicht stellte eine der wichtigsten Aufgaben der Evolution dar.
Ein dabei entwickelter grundlegender Prozess ist die Photosynthese, durch die Pflanzen
und Bakterien mit Hilfe des Sonnenlichts Energie und Baustoffe fiir ihre Zellen gewinnen
[Mat95, Mur92, Hal99, Bla02]. Die Nebenprodukte wiederum haben die Zusammensetzung
der Atmosphire und damit die fiir Menschen und Tiere lebenswichtige Atemluft beeinflusst.

Fiir viele Lebewesen von entscheidender Bedeutung ist nicht nur die energetische Nutzung
des Lichts, sondern auch der mit dem Sehprozess verbundene Informationsgewinn. Das von
Gegenstidnden gestreute Sonnenlicht wird im Auge hoherer Lebewesen von Retinalproteinen
absorbiert und fiihrt so zu einer reversiblen Konformationsianderung der Sehpigmente [Wal68].
Die daraus folgende Signalkaskade setzt den Sehprozess in Gang.

Eine Grundbedingung fiir das Leben unter Nutzung des Sonnenlichts ist eine ausreichende
Photostabilitédt der organischen Materie, die dem Sonnenlicht ausgesetzt ist. Zur schidigenden
Wirkung, die die UV-Anteile des Sonnenlichts haben konnen, wurde bereits Anfang des
20. Jahrhunderts von Medizinern ein Zusammenhang zwischen Hautkrebs und regelmifBiger
Sonnenbestrahlung hergestellt [Fin28, Hoc02]. Hier spielt die Schidigung des genetischen
Materials eine entscheidende Rolle. Das Sonnenlicht wird von den Basen der Nukleinsiduren
RNA und DNA absorbiert, die die genetische Erbinformation lebender Organismen codieren.
Strukturelle Verdnderungen in diesen Makromolekiilen konnen somit zum Zelltod oder zu
Mutationen fithren. Die Erforschung der Krebsentstehung durch Schidden in der Erbinformation
wurde im Laufe des 20. Jahrhunderts weiter vorangebracht. Im Vordergrund stand dabei
die am weitesten verbreitete Krebsform bei Menschen nordeuropiischer Abstammung, die
Bildung von Hautkrebs. Die Entstehung von Mutationen in Hautzellen kann auf UV-induzierte
Schéden, vorangig Dimerbildungen zwischen benachbarten Basen, zuriickgefiihrt werden
[Set74, Tay94, dG99]. Die hédufigsten Dimere entstehen zwischen Pyrimidin-Basen. Hierbei
wird zwischen den folgenden Pyrimidin-Dimeren unterschieden: dem Cyclobutan-Pyrimidin-
Dimer (CPD), dem (6-4)-Photoprodukt und dem Sekundérschaden aus dem (6-4)-Photoprodukt,
dem Dewar-Valenzisomer. In Nukleinsduren konnen zudem UV-induzierte monomere Schiden
entstehen, wie die Bildung des Photohydrats an einzelnen Nukleobasen der DNA und RNA.

Angesichts dieser Erkenntnisse ist die Untersuchung der Photochemie von Nukleinsduren
im Bezug auf die Photostabilitit von zentralem Interesse. Photochemische Analysen an
einzelnen Basen zeigen, dass die Lebensdauern der angeregten elektronischen Zustinde oft
im Bereich von wenigen hundert Femtosekunden liegt [Pec00, CHO4]. Eine Eigenschaft,
die die Wahrscheinlichkeit der Bildung von Photoprodukten senkt. Diese schnellen Deak-
tivierungsprozesse weisen deshalb darauf hin, dass der evolutionire Selektionsprozess zu
extrem photostabilen molekularen Grundbausteinen des Lebens gefiihrt hat. Die Photostabilitit
wird dennoch kontrovers dikutiert, da trotz der schnellen Deaktivierungsprozesse weitere lang-
lebige Zustdnde in Basenparen und kurzen DNA-Sequenzen identifiziert wurden. In [Kwo08]
wird die CPD-Bildung mit einem langlebigen Zustand in Verbindung gebracht. In anderen



1. Einleitung

Untersuchungen konnte jedoch die Beteiligung langlebiger Prozesse an einer Schadensbildung
durch zeitaufgeloste spektroskopische Methoden nicht nachgewiesen werden [Sch09].

Neben der Photostabilitit hat sich ein weiterer Mechanismus zum Schutz vor Zelltod und
Mutationen entwickelt, die Reparatur von Photoschidden. Lebende Organismen haben eine
Vielfalt an Reparatursytemen entwickelt, um Schiden in Nukleinsduren zu erkennen und zu
reparieren. Fehler in den Erkennungs- und Reparaturprozessen konnen dennoch zu einer verin-
derten Basenabfolge und damit zu Mutationen fiihren. Fiir die unterschiedlichen Photoschédden
treten unterschiedliche Mutationsformen auf: CPD- und (6-4)-Schiden werden als solche zwar
gut erkannt, im Replikationszyklus konnen sie jedoch als falsche Base identifiziert werden,
was zu einer falschen Komplementérbase zur geschiadigten Basen fiihrt [Tay94, FriO4]. Der
Dewar-Schaden wird dagegen seltener erkannt. Im Replikationszyklus kann die Nukleobase des
Dewar-Schadens zudem nicht identifiziert werden. In diesem Fall wird als Komplementirbase
mit hoher Wahscheinlichkeit ein Adenin eingebaut, was zu einer Fehlpaarung fiihren kann
[Smi96, Lee00a]. Diese Unterschiede im Mutationspotenzial der verschiedenen Photoschiden
zeigen, dass neben der Untersuchung der Entstehung von Photoprodukten auch der Einfluss
von Sekundirreaktionen wie die Dewar-Isomerisierung des (6-4)-Schadens betrachtet werden
muss.

Mit zeitaufgeloster Absorptionsspektroskopie im sichtbaren und ultravioletten Spektral-
bereich und zeitaufgelosten Fluoreszenzmessungen konnen elektronische Ubergiinge nach
Photoanregung von Molekiilen zeitnah verfolgt werden und Geschwindigkeiten von photo-
physikalischen Prozessen ermittelt werden. Im sichtbaren und ultravioletten Spektralbereich
lassen sich Reaktionsprodukte oft nicht eindeutig identifizieren. Die notige Struktursensitivitét
liefert hier der infrarote Spektralbereich. Markante Schwingungsbanden bieten einen direkten,
quantitativen Zugang zu Reaktionsprodukten, die zur Aufkldrung der Schadensbildung in
Nukleinsduren hinsichtlich der Reaktionsquantenausbeute, der Zeitskala der Bildung und der
beteiligten elektronischen Zustinde fithren konnen.

Ziele und Gliederung dieser Arbeit

In dieser Arbeit werden die Bildung von UV-induzierten Schiden in Nukleinsduren mit
zeitaufgelosten spektroskopischen Methoden untersucht. Im Vordergrund steht dabei die
transiente Absorptionsspektroskopie im infraroten Spektralbereich. In diesem Zusammenhang
werden fiir die Messungen geeignete Modellsysteme in nativer Umgebung verwendet, die eine
spektrale Nachweisbarkeit der Schadensbildung erlauben.

Die Beobachtung der Dewar-Bildung wird an einem Thymin-Dinukleotid, das bereits den
(6-4)-Schaden ausbildet, durchgefiihrt. Zum Vergleich mit dem Dinukleotid werden zusitzlich
die photophysikalischen Eigenschaften eines monomeren Pyrimidinon untersucht. Dieser Ver-
gleich des Monomers mit einem Dinukleotid, das iiber die Ribosemolekiile verbriickt ist, kann
Informantionen iiber die Funktion des Riickgrates von Nukleinsduren auf die Dewarbildung
liefern.

Zur Analyse der Bildung des Photohydrats in Nukleinsduren wird 5-Fluoro-Uridin ver-
wendet. Diese Verbindung zeichnet sich duch eine besonders hohe Quantenausbeute der
Hydratisierung aus. Dadurch konnen in den spektroskopischen Untersuchungen ausreichende
Signalidnderungen erreicht werden, die eine Identifizierung der Hydratbildung ermdglichen.
Das Ziel der zeitaufgelosten Analyse von 5-Fluoro-Uridin ist die Bestimmung der Zeitskala der



Hydratbildung und die Aufkldrung des bisher kontrovers diskutierten Reaktionsmechanismus
zum Photohydrat.

Die Arbeit gliedert sich wie folgt: In Kapitel 2 werden die fiir diese Arbeit wichtigen
biologischen und biochemischen Grundlagen von UV-induzierten DNA-Schédden erléutert.
Zunichst wird ein kurzer Uberblick iiber den Aufbau der DNA und RNA gegeben. Dann
folgt eine Beschreibung der hdufigsten UV-induzierten DNA-Schédden. Dabei wird neben der
Dimer-Bildung zwischen benachbarten DNA-Basen auch auf den monomeren Schadenstyp der
Bildung von Photohydraten eingegangen. Den Abschluss dieses Kapitels bildet die Schilderung
der Mutagenitit der beschriebenen Photoschiden und der verschiedenen Typen von Mutationen,
die durch Photoschiden auftreten konnen.

Kapitel 3 beinhaltet die verwendeten experimentellen Techniken zur zeitaufgeldsten Spek-
troskopie. Zu Beginn wird die Methode der Anreg-Abtast-Spektroskopie beschrieben. Danach
wird auf die verschiedenen Komponenten eines Femtosekunden-Infrarot-Spektrometers einge-
gangen. Dies umfasst auch die experimentellen Aufbauten zur Erzeugung abstimmbarer
Femtosekunden-Impulse im ultravioletten Spektralbereich zur Verwendung als Anregungsim-
pulse und im infraroten Spektralbereich zum Einsatz als Abtastimpulse. An dieser Stelle
wird dann auf den Messplatz und die Detektionseinheit eingegangen. Der Beschreibung des
Femtosekunden-Spektrometers schlieft sich die Darstellung des Aufbaus zur zeitaufglosten
Spektroskopie im Nanosekundenbereich an. Dabei wird insbesondere die Synchronisation des
Nanosekundenlasers mit der Femtosekundenanlage behandelt. Im Anschluss an die Schilderung
des Messablaufs und der Methode der Datenverarbeitung der zeitaufgelosten Messungen folgt
die Darstellung der Vorgehensweise bei den stationédren Belichtungsexperimenten.

Gegenstand des Kapitels 4 ist die Untersuchung der photoinduzierten Reaktion eines
(6-4)-Schadens zweier DNA-Basen zum Dewar-Isomer mit stationidren und zeitaufgelosten
spektroskopischen Methoden. Die Messungen wurden an einem Thymin-Dimer, das einen
(6-4)-Schaden enthilt durchgefiihrt. Dabei wird die Bestimmung der Dynamik der Isomeri-
sierungsreaktion mittels verschiedenener Methoden transienter Absorptionsspektroskopie mit
dem Schwerpunkt auf den infraroten Spektralbereich behandelt. Basierend auf den Ergebnis-
sen dieses Kapitels wird ein Reaktionsschema der [somerisierungsreaktion und der weiteren
photophysikalischen Eigenschaften des (6-4)-Dimers aufgestellt.

Im Kapitel 5 werden die Messungen zur Bildung des Photohydrats an einem fluorierten
Uridin behandelt. Es umfasst die Beschreibung der Absorptionseigenschaften der Hydrat-
bildung mit deren Hilfe eine spektrale Signatur des Schadens ermittelt werden kann. Diese
spektrale Signatur dient in den anschlieend gezeigten zeitaufgelosten Experimenten im in-
fraroten Spektralbereich der Identifizierung des Photohydrats. Am Ende dieses Kapitels wird
das Modell zur Photophysik der Hydratbildung auf Grundlage der Untersuchungen diskutiert
und ein Ausblick iiber weitererfithrende Analyseverfahren gegeben.






2. Der Einfluss von UV-Strahlung auf
Nukleinsauren

Der UV-Anteil des Sonnenlichts stellt die Hauptursache fiir die Entstehung von Hautkrebs
dar. Dabei werden insbesondere UV-induzierte Verdnderungen der DNA als Ausloser fiir die
Bildung von Mutationen angesehen [IAR92]. Unter UV-Einwirkung kann eine Vielfalt von
DNA-Schiden entstehen wie die Bildung von Dimerprodukten an benachbarten Basen oder
monomere Schiaden wie die Hydratbildung [Mit04, RavO1].

In diesem Kapitel wird ein kurzer Uberblick iiber die Bildung sowie die Eigenschaften
von Photoschdden gegeben. Dabei wird zunichst auf den strukturellen Aufbau der DNA
und RNA eingegangen. Darauf folgt eine Beschreibung der hidufigsten UV-induzierten DNA-
Schiden. Zuletzt wird auf das Mutationspotenzial von Photoprodukten in DNA-Doppelstrangen
eingegangen.

2.1. Aufbau der DNA und RNA

DNA und RNA sind Makromolekiile, die die genetische Erbinformation enthalten [Ave44,
Wat93]. Die molekulare Struktur der DNA erkannte zunéchst Phoebus Levene [Lev20, Lev38],
der die grundlegende Zusammensetzung aus organischen Basen, Zucker und Phosphorsiure
nachwies. Die rdumliche Struktur der DNA wurde im Jahre 1953 von James Watson und
Francis Crick zusammen mit Rosalind Franklin und Maurice Wilkins aufgeklirt [Fra53, Wat53].
Watson, Crick und Wilkins erhielten dafiir 1962 den Nobelpreis fiir Medizin.

In Abbildung 2.1 ist die Nomenklatur der Bausteine der Nukleinsduren erldutert. Die
Nukleinsduren sind Makromolekiile, die aus einzelnen Bausteinen aufgebaut werden. Die
Grundbausteine der Nukleinsduren sind die Nukleotide. Nukleotide sind Molekiile aus stick-

Base

NUCLEOSIDE = Base + Sugar

e ! NUCLEOTIDE = Base + Sugar + Phosphate

Abb. 2.1.: Die Nomenklatur der Nukleinséaure. Abbildung nach [Alb95].

NUCLEIC ACID
= Nucleotides connected
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stoffhaltigen Ringverbindungen, den Nukleobasen, die mit Zucker und Phosphat verkniipft
sind. Eine Nukleobase verkniipft mit einem Zuckermolekiil iiber eine N-glykosidische Bindung
ohne Phosphat wird als Nukleosid bezeichnet.

Die Nukleotide unterscheiden sich in den Nukleobasen, die in Abbildung 2.2 dargestellt
sind. Bei den Nukleobasen unterscheidet man zwischen den Pyrimidinen und den Purinen.
Die Pyrimidine leiten sich von einem sechsgliedrigen Pyrimidinring ab. Zu den Pyrimidinen
zédhlen Thymin (T), Cytosin (C) und Uracil (U). Die Purine wie Adenin (A) und Guanin (G)
enthalten zwei Ringe: einen Fiinfring verkniipft mit einem Sechsring.
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Abb. 2.2.: Die DNA und RNA setzten sich aus den verschiedenen Nukleosiden zusammen. Die
Nukleoside sind Nukleobasen verknipft mit einem Zuckermolekdl.

Nukleinsduren bilden sich durch eine Phosphodiesterbindung zwischen den 5°- und 3’-
Kohlenstoffatomen der Zuckerphosphate der Nukleotide (Abbildung 2.3 a). Diese Verbindung
wird daher als Zuckerphosphat-Riickgrat bezeichnet. Die lineare Sequenz der Nukleotide
in einer Nukleinsdurekette wird durch den Buchstabencode der Nukleobasen abgekiirzt.
Bei der Aufzéhlung der linearen Sequenz wird mit dem Nukleotid begonnen, dessen 5’-
Kohlenstoffatom frei ist, also keine Phosphodiesterbindung eingegangen ist.

Bei den Nukleinsiuren lassen sich abhédngig vom Zuckertyp zwei Haupttypen unterscheiden:
Die Desoxyribonukleinsduren (DNA) mit Desoxyribose als Zucker enthalten die Basen A, G, C
und T. Bei den Ribonukleinsduren (RNA) befindet sich Ribose im Riickgrat (siche Abbildung
2.3 a) und statt der Base T enthilt die RNA die Base U.

Die RNA kommt in Zellen im Allgemeinen als einfache Polynukleotidkette vor. Im Gegen-
satz dazu besteht die DNA fast immer aus einem doppelstringigen Molekiil, der DNA-
Doppelhelix. Die Anordnung der Doppelhelix ist in Abbildung 2.3 b gezeigt. Sie besteht aus
zwel Polynukleotidketten deren Nukleobasen iiber Wasserstoffbindungen zusammengehalten
werden. Die verschiedenen Eigenschaften der Nukleobasen fiithren zu einer eindeutigen Paar-
bildung von Adenin mit Thymin und Cytosin mit Guanin, die als Watson-Crick-Basenpaarung
bezeichnet wird. Diese Basenpaarung zusammen mit der linearen Abfolge der Basen bildet die
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Abb. 2.3.: a) Aufbau des DNA/RNA-Rlckgrates. b) Die Watson-Crick Basenpaarung in einer
Doppelhelix.

Grundlage zur Speicherung der genetischen Information [Ber(07].

2.2. UV-induzierte DNA-Schaden

Das Emissionspektrum der Sonne umfasst einen Wellenlédngenbereich von etwa 17 GréBenord-
nungen. Der Bereich der kurzen Wellenldngen, Rontgen-, Gammastrahlung, hochenergetische
Partikel sowie ein Teil der UV-Strahlung, wird bereits in den oberen Atmosphérenschichten
gestreut oder absorbiert und erreicht deshalb die Erdoberflache nicht. Erst ab einer Wellenldnge
von 300 nm kann die Sonneneinstrahlung bis zur Eroberfliche vordringen.

Die UV-Strahlung lésst sich in drei Bereiche einteilen: Der UV-C-Bereich (240 bis 290 nm)
wird im Wesentlichen durch die atmosphirische Ozonschicht absorbiert. UV-Strahlung mit
Wellenldngen im UV-B-Bereich (290 bis 320 nm) erreicht teilweise die Erdoberfliche. Wohinge-
gen die UV-A-Strahlung (320 bis 400 nm) nur wenig von der Atmosphire beeinflusst wird.

Da das Maximum der DNA-Absorptionsbande bei 260 nm liegt, konnen DNA-Photoschdden
nur durch Absorption von Sonnenlicht im UV-B/C-Bereich verursacht werden [Byk98]. Im
UV-A-Bereich besitzt die DNA praktisch keine Absorption. Allerdings konnen indirekte DNA-
Schiden tiber photoreaktive Substanzen im UV-A-Bereich entstehen [Cad05]. Der folgende
Abschnitt gibt einen Uberblick iiber DNA-Photoschiiden, die durch direkte UV-Absorption
entstehen.

2.2.1. Dimer-Schaden

Die Reaktion von benachbarten Pyrimidin-Basen zu Dimeren liefert den dominanten Anteil
der DNA-Schadensbildungen, die unter UV-B/C-Einwirkung beobachtet werden. In Abbil-
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dung 2.4 sind die hdufigsten UV-induzierten Dimer-Schiden am Beispiel einer TpT-Sequenz,
zwei Thymidine verbunden iiber ein Phosphat, gezeigt. Am héufigsten treten Cyclobutan-
Pyrimidin-Dimere (CPD) und (6-4)-Schiden auf. Das Dewar-Valenzisomer bildet sich durch
UV-Absorption aus einem (6-4)-Schaden. Das Sporen-Photoprodukt wird ausschlieBlich in
Sporen beobachet, deren DNA-Struktur diese Form des Photoschadens begiinstigt [Don65,

Var70].
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Abb. 2.4.: Die haufigsten Dimer-Schaden am Beispiel einer TpT-Sequenz in DNA.

Im folgenden Abschnitt werden die in Abbildung 2.4 gezeigten UV-induzierten Dimeri-
sierungsreaktionen vorgestellt und deren Eigenschaften kurz beschrieben. Dabei steht die
Darstellung der Dewar-Bildung im Vordergrund. Eine ausfiihrliche Bearbeitung des Themas
der CPD-Bildung findet sich in [SchO8].

CPD-Schaden

Der mit Abstand hiufigste UV-Schaden ist das Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer (CPD) mit
einem Anteil von 70-80 % der Gesamtmenge der UV-Schiden [Dou0OOb, Mit04]. Der CPD-
Schaden entsteht durch eine photochemische [27+27]-Cycloaddition zwischen den C5=Cg-
Doppelbindungen zweier benachbarter Pyrimidin-Basen. Die hiaufigsten CPD-Dimere treten
zwischen benachbarten Thymidinen auf. Eine entsprechende Reaktion ist in Abbildung 2.5 a
gezeigt. Belichtungsexperimente mit UV-B-Licht an humanen Zellen ergeben folgende Rei-
henfolge in der Haufigkeit der Kombinationen von CPD-Dimeren: T-T > T-C > C-T > C-C
[Dou01, Mou06].

Es sind verschiedene stereoisomere Formen der CPD-Bildung mdglich, je nach Orientierung
der Pyrimidin-Ringe. Diese sind in Abbildung 2.5 b schematisch dargestellt. Durch die sterische
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Abb. 2.5.: a) Strukturdarstellung der Bildung eines Cyclobutan-Pyrimidin-Dimers aus zwei benach-
barten Thymidinen durch UV-Absorption Uber eine [27+27]-Cycloaddition zwischen den C;=Cg;-
Doppelbindungen der jeweiligen Pyrimidinringe. b) Die verschiedenen Stereoisomere des CPD-
Schadens.

Einschrinkung innerhalb des DNA-Doppelstrangs tritt das cis-syn-Isomer am héaufigsten auf
[Wac64, Kha72].

Die Bildung eines UV-Schadens fiihrt zu einer Verdnderung der Struktur der Nuklein-
sdure. Im Bezug auf Auswirkung der CPD-Bildung auf die Stabilitit von Doppelstringen
wurden Untersuchungen mittels Schmelzpunkt-Analysen, NMR oder durch theoretische Stu-
dien durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass der cis-syn CPD-Schaden eine relativ kleine
strukturelle Veridnderung in der Doppelhelix hervorruft [Tay90b, Spe97, McA98, Par02]. Die
Funktion von einigen Reparaturproteinen wurde auf deren Féahigkeit zur Erkennung von desta-
bilisierenden Faktoren der DNA-Struktur zuriickgefiihrt. Fiihrt ein UV-Schaden wie beim
CPD-Schaden nur zu einer kleinen strukturellen Anderung kann dieser schlechter erkannt und
repariert werden [FriO1, Hes97, Gun96].

Der (6-4)-Schaden

Der zweithidufigste Photoschaden nach dem CPD-Schaden ist der (6-4)-Schaden mit einem
Anteil von etwa 20-30 % an der Gesamtmenge der UV-Schidden [Mit04]. Die Struktur des
(6-4)-Schadens und seine Entstehung sind in Abbildung 2.6 gezeigt. Die Bildung erfolgt
nach UV-Absorption wahrscheinlich iiber eine Paternd-Biichi-Reaktion [Biic54] zwischen der
C5=C¢-Doppelbindung des einen Pyrimidins mit dem C,=0O-Carbonylgruppe eines benach-
barten Pyrimidins [Tay90a]. Bei der Paterné-Biichi-Reaktion bildet sich bei TpT iiber eine
photochemische [27 +27]-Cycloaddition ein viergliedriger Oxetan-Ring aus (siehe Abbil-
dung 2.6 mitte) [Kle95]. Bei TpC kann aus dem (E)-imino-Tautomer des Cytosins iiber die
C,=NH-Gruppe ein Azetidin-Ring gebildet werden. Sowohl die Oxetan-, als auch die Azetidin-
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Abb. 2.6.: Die Bildung des (6-4)-Schadens Uber das Oxetan- bzw. das Azetidin-Intermediat. Bei TpT
sind die Nummerierungen der Pyrimdinatome, die den (6-4)-Schaden bilden, eingetragen.

Formen sind oberhalb von -80°C nicht stabil und fiihren zu den jeweiligen (6-4)-Photoschiden
[Tay94, Tay95, RavOl].

Grundsitzlich bilden alle Dipyrimidinsequenzen unter UV-Absorption einen (6-4)-Schaden
aus. Durch die Geometrie des Doppelstrangs kommen jedoch die verschiedenen Kombinationen
von T und C in der DNA durch sterische Hinderung mit unterschiedlicher Hiufigkeit vor. Uber
die Methode der HPLC kombiniert mit Massenspektrometrie (HPLC-MS/MS) wurden die
relativen Haufigkeiten der (6-4)-Bildung der unterschiedlichen Dipyrimidinsequenzen wie
folgt bestimmt: 5°-TC-3" > 5’-TT-3’> 5’-CC-3’> 5’-CT-3’ (1:0,2:0,1:0,01) [Dou01].

NMR-Untersuchungen zeigen, dass (6-4)-Schiden die Konformation des Doppelstrangs
stark verdndern [Hwa96]. Das 5’-T eines T(6-4)T-Schadens behilt seine Watson-Crick Basen-
paarung bei, wihrend beim 3’-T eine Paarung zu einem Guanin nun bevorzugt ist. Aus diesem
Grund wird vermutet, dass dies die Ursache fiir beobachtete T-C-Mutationen sein konnte
[LeCI1, Lee99]. Auf mogliche Muationen bei UV-Schidden wird in einem spiteren Abschnitt
eingegangen.

Das Dewar-Valenzisomer

Das Dewar-Valenzisomer ist ein Sekundédrprodukt aus dem (6-4)-Schaden durch Belichtung
mit UV-A/B-Licht (Abbildung 2.7). Durch UV-Absorption mit Wellenldngen > 300 nm bildet
sich im 3’-T oder 3’-C durch eine 4m-Elektrozyklisierungsreaktion eine Doppelringstruk-
tur aus. Das Strukturmotiv dieser zwei miteinander verbundenen Vierringe wurde erstmals
von Dewar im Jahre 1867 an Benzol postuliert [Dew67]. Erst in den Achziger Jahren des
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Abb. 2.7.: Bildung des Dewar-Valenzisomers aus dem (6-4)-Schaden.

darauffolgenden Jahrhunderts wurde die Dewar-Struktur dem Sekundirschaden des (6-4)-
Photoprodukts anhand der charakteristischen Carbonyl-Schwingungsbande und einer markan-
ten C-H-Kopplungskonstante des Dewar zugeordnet [Tay87].

Im Vergleich zum CPD- und (6-4)-Schaden ist iiber das Dewar-Isomer noch wenig bekannt.
Verbreitet ist die Tatsache, dass das Dewar-Isomer hinsichtlich seiner Bildung und Auswirkun-
gen auf den DNA-Doppelstrang eine besondere Rolle spielt. In Abbildung 2.8 sind zum Ver-
gleich die stationdren Spektren eines TpT-, eines T(6-4)T-Dimers und seines Dewar-Isomers
gezeigt. Zusitzlich ist das terrestrische Sonnenspektrum im UV-Bereich eingezeichnet. Das
TpT-Spektrum weist einen geringen Uberlapp mit dem Sonnenspektrum auf. Durch die Bildung
des T(6-4)T-Dimers entsteht eine Absorptionsbande im UV-A/B-Bereich. In diesem Bereich
ist die Sonneneinstrahlung deutlich héher [May97]. Diese Eigenschaft fiihrt dazu, dass die Bil-
dung des Dewar-Isomers aus den T(6-4)T-Schaden deutlich begiinstigt wird. Dies bestitigten
Untersuchungen, bei denen CHO!-Zellen mit simuliertem Sonnenlicht bestrahlt wurden. Die
Ergebnisse zeigten, dass unter diesen Bedingungen ein hoher Anteil der (6-4)-Photoprodukte
in Dewar-Isomere umgewandelt wird. Zudem wurde festgestellt, dass die Reparatur des Dewar-
Schadens iiber Exzisionsreparatur gegeniiber dem (6-4)-Schaden deutlich verlangsamt ist
[Per00].

Eine weitere Besonderheit des Dewar-Schadens besteht in der Auswirkung auf die Geometrie
der Doppelhelix. Untersuchungen mittels NMR ergaben, dass die Anderungen von Struktur und
Stabilitit eines Doppelstrangs, hervorgerufen durch das Dewar-Isomer, sich stark von denen der
CPD- und (6-4)-Schiden unterscheidet [Kan92, Hwa96]. Diese Eigenschaft hat Auswirkungen

!Chinese Hamster Ovary
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Abb. 2.8.: Vergleich der UV-Spektren von T(6-4)T, TpT und T(Dewar)T mit dem terrestrischen
Sonnenspektrum.

auf die Mechanismen von DNA-Reparaturenzymen. Wihrend des Replikationszyklus erkennen
die Reparaturenzyme einen Dewar-Schaden nicht als Base, das heiit sie nehmen ihn als
abasisch wahr. Der Dewar-Schaden wird deshalb als nicht instruktiv bezeichnet. Im Falle, dass
eine Base durch die Reparaturenzyme nicht erkannt wird, wird bevorzugt ein Adenin eingebaut
[Lee00a, LeeOO0b]. Dieser Vorgang wird als A-Regel (,,A-rule*) bezeichnet [Tay02] und fiihrt
zu einem verdnderten Mutationsverhalten im Vergleich zu CPD- und (6-4)-Schiden.

Das Sporen-Photoprodukt

Das Sporen-Photoprodukt ist ein UV-induzierter DNA-Schaden, der ausschlieBlich in Sporen
gebildet wird. Die DNA liegt in Sporen stark dehydratisiert und eng gepackt in sdureloslichen
Sporenproteinen (small acid soluble proteins = SASPs) vor [Set88, Moh91]. Dies ermoglicht es
den Sporen unter extremen Bedingungen wie Kilte, Hitze oder Trockenheit zu iiberleben. Die
veridnderte Struktur der Sporen-DNA fiihrt dazu, dass vornehmlich das Sporen-Photoprodukt
(Struktur siehe Abbildung 2.4) und weniger CPD- oder (6-4)-Schédden gebildet wird [Don65,
Var70].

Der Mechanismus der Bildung des Sporen-Photoprodukts ist noch unklar. Alle bisherigen
Untersuchungen die Bildung nachzuvollziehen kamen zu keinem eindeutigen Ergebnis. Es ist
zudem nicht bekannt, ob das Photoprodukt zwischen benachbarten Basen eines Strangs entsteht
oder ob eine Verbindung iiber gegeniiberliegende Basen zweier Strange moglich ist. Da die
UV-Belichtung von TpT-Dinukleotiden bisher zu keiner Bildung des Sporen-Photoprodukts
gefiihrt hat, wird eine Querverbindung zwischen zwei Stringen vermutet [Dou0Oa].
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2.2.2. Monomere Schaden — das Photohydrat

Die Belichtung der UV-Bande von Pyrimidinen bei 260 nm fiihrt in Anwesenheit von Wasser
nicht nur zu Dimerisierungsreaktionen, sondern auch zur Bildung von Photohydraten. Die
Struktur der Photohydrate, deren Bildung und vielfiltige Eigenschaften sind in [Fis76] aus-
fithrlich beschrieben. Die Hydratisierung ensteht bei Uracil und Cytosin mit Quantenausbeuten
im Prozentbereich [Wie57, Fik62, Fik65, Bro68]. Die Hydratbildung von Thymin wurde eben-
falls beobachtet, dessen Quantenausbeute liegt jedoch um 2 bis 3 Groenordnungen niedriger
[Fis73].

Die Hydratreaktion von Uracil und Derivaten ist in Abbildung 2.9 durch Strukturformeln
gezeigt. Fiir verschiedene Derivate wird iiblicherweise die C;- und Cs-Positionen substituiert.
Fiir Uracil ist R; = R, = H und fiir Uridin ist R; eine Ribose und R, = H (Verbindung I). Bei der
Hydratbildung findet unter UV-Absorption eine Addition einer OH-Gruppe an die Cg-Position
und eines H-Atoms an die Cs-Position statt (Verbindung II). Bei Uridin und seinen Derivaten

i o| i
R,. H R, Ry H
N Ny AN
j\/tEOH + = N/IH
-
o N HH o/k heat, H* or OH-, OékN OH
| +H,0 |
R, R1 R
M (+,) | Il (+,)

Abb. 2.9.: Bildung des Photohydrats bei Uracilderivaten. Bei Verbindung | ist bei Uracil R; = R; = H
und bei Uridin ist R; eine Ribose und Ry = H. Beim Photohydrat 1l befindet sich eine OH-Gruppe bei Cg
und ein H bei C5. Mit (+,-) sind die Enantiomere der verschiedenen Orientierungen der OH-Gruppe
relativ zur Ribose bezeichnet. Die Verbindung Il (+,-) tritt nicht auf.

sind nach einer Hydratisierung zwei enantiomere Formen moglich, die sich aus der relativen
Orientierung der OH-Gruppe zur Ribose ergeben. Die Reaktion bei der OH-Gruppe und H
vertauscht sind (Verbindung III) wird nicht beobachtet und wurde in Vergleichsexperimenten
ausgeschlossen [Wan56] . Die Hydrat-Bildung ist thermisch reversibel. Durch Anderungen der
Temperatur oder des pH-Wertes ldsst sich die Riickreaktion beeinflussen [Fis76].

Die Hydratbildung von Cytosinderivaten ist der entsprechenden Reaktion bei Uracilderivaten
sehr d@hnlich. Die Reaktion ist in Abbildung 2.10 gezeigt. Auch bei Cytosin findet eine Addition
einer OH-Gruppe ausschlieflich an der Cg-Position und eines H-Atoms an der Cs-Position
statt (Verbindung V). Die tautomere Verbindung VI wurde zunéchst ebenfalls als mogliches
Produkt vorgeschlagen [Wan59], was sich aber durch Experimente widerlegen lie. Dazu wurde
gezeigt, dass durch Hinzufiigen einer Seitengruppe an die N;-Position die Produktbildung nicht
verhindert wird [Wie57]. Die Hydrataddition ist bei Cytosin ebenfalls reversibel, zusitzlich
kann aber eine Desaminierung zur Hydratform des Uracils stattfinden. Die Photohydrate
der Cytosinderivate sind im Vergleich zu Uracilderivaten deutlich instabiler. Die Rate fiir
die Riickreaktion unterscheidet sich fiir manche Derivate um 2 bis 3 Groflenordnungen bei
vergleichbarer Temperatur und pH-Wert [Fis76].
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Abb. 2.10.: Bildung des Photohydrats bei Cytosinderivaten. Wie bei Uracil ist bei Cytosin ebenfalls die
hydratisierte Form V mdglich. Zusétzlich zur Ruckreaktion findet bei Cytosin eine Desaminierung zum
Photohydrat des Uracils statt. Die Bildung des Tautomers IV wurde experimentell ausgeschlossen.

2.3. Mutagenitat von Photoschaden

Aus UV-induzierten Schiden kénnen in Nukleinsduren unterschiedliche Mutationen entstehen
wenn die Schiden nicht erkannt und repariert werden. In Abbildung 2.11 ist am Beispiel einer
T—C-Mutation gezeigt wie durch einen UV-Schaden in einer Base eine Verdnderung der
Erbinformation hervorgerufen werden kann. Die Nukleobasen sind farblich dargestellt und die
schwarzen parallelen Linien symbolisieren das DNA-Riickgrat. Nach UV-Einwirkung bildet
sich ein Schaden in einem der Thymine (grau eingefirbt). In diesem Beispiel verdndern sich
die Wasserstoff-Briickenbindungen durch den UV-Schaden zu der komplementiren Base (in
diesem Fall Adenin). Dadurch kann in dem nichsten Replikationsschritt eine falsche Base,
niamlich ein Guanin, in den replizierten Strang eingebaut werden. Bei der zweiten Replikation
wird dann das Guanin mit einem Cytosin gepaart. Durch den UV-Schaden an einem Thymin
ist dadurch eine Verinderung in der Basenabfolge entstanden. Auf diese Weise konnen durch
DNA-Schiden verschiedene Replikationsfehler entstehen, die zu verschiedenen Formen von
Mutationen fithren konnen. Im Folgenden werden einige der durch UV-Schiden verursachte
Mutationen kurz skizziert.

Mutationen durch CPD-Schaden

Die CPD-Schéden besitzen ein hohes Mutationspotenzial. Insbesondere die cis-syn-Dimere die
ein Cytosin enthalten werden fiir die vielfach beobachteten C—T- und CC—TT-Mutationen
verantwortlich gemacht [Ji1a93, Cli95]. Es werden zwei Moglichkeiten diskutiert, wie durch
einen CPD-Schaden ein Thymin anstelle eines Cytosins in einen DNA-Strang eingebaut
werden kann. Die beiden Mutationswege sind in Abbildung 2.12 schematisch an einer CC—TT-
Doppelmutation dargestellt. Ein Mutationsweg wird iiber die Desaminierung von Cytosin zu
Uracil erklart. Das Cytosin innerhalb eines CPD-Schadens (in Abbildung 2.12 durch C=C
eingerahmt dargestellt) ist unter physiologischen Bedingungen nicht stabil und fiihrt {iber eine
Desaminierung zu einem Uracil anstelle des Cytosins. Bei einer anschlieBenden Replikation des
Doppelstrangs wird der CPD-Schaden erkannt und ein sogenannter replikativer Bypass findet
statt [Goo02, Fri03]. Beim replikativen Bypass hilt die Polymerase den Replikationszyklus
an und spezielle zusitzliche Polymerasen (sloppy copier, Polymerase 1 und Polymerase ¢)
sorgen dafiir das iiber den Schaden hinweg repliziert wird [Goo02]. Durch die Desaminierung
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2.3. Mutagenitédt von Photosch&den

damage 1st replication 2nd replication

Ro=" 1 o= 1
20=" ox Y
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Abb. 2.11.: Schematische lllustration der Entstehung von Mutationen durch UV-Schaden. Die Nuk-
leobasen sind farbig dargestellt. Die zwei parallelen schwarzen Linien symbolisieren das Rickgrat.
Ein UV-Schaden an einer der Basen (Thymin in diesem Fall) fihrt zum Verlust oder Veranderung
der Wasserstoff-Briickenbindung. Dadurch kann bei einer Replikation ein Guanin statt eines Adenin
als Gegenbase des UV-Schadens eingesetzt werden. Die zweite Replikation fiihrt zum Einbau eines
Cytosins anstelle eines Thymins. Bild nach [SM08].

Voo
1es

des Cytosins zum Uracil werden jedoch durch die sloppy copier Adenine statt Guanine beim
replikativen Bypass eingebaut. Die anschlieBende Reparatur oder Replikation des Strangs
mit dem CPD-Schaden fiihrt nun durch die Watson-Crick-Basenpaarung zum Einbau von
Thyminen an der Stelle des CPD-Schadens. Infolge der Desaminierung des CDP-Dimers und
der anschlieBenden Fehlerkennung im replikativen Bypass ist aus einem CC-Paar ein TT-Paar
entstanden.

Eine weitere Erklarung der Entstehung von C—T- und CC—TT-Mutationen ist die Tau-
tomerisierung vom Amino-Tautomer zur E-imino-Form. Diese tautomere Form fiihrt ebenfalls
dazu, dass bei einem replikativen Bypass die Polymerase Adenine anstelle der Guanine einbaut
und daher zu den selben Mutationen fiihren kann wie bei der Desaminierung [Tay94].

Deamination | | replicative bypass | repair or replication _!_

Tautomerization

| replicative bypass
E-imino tautomer

repair or replication

| |
r g o ? - T?
|| uvignt ||
8 — g amino tautomer
|| repair ||
L ) ||
e

Abb. 2.12.: Die Entstehung von C—T-Mutationen erfolgt entweder durch eine Desamination oder
Uber das E-imino-Tautomer des CPD-Schadens. In beiden Fallen fiihrt der CPD-Schaden in einem
replikativen Bypass zu einem Einbau eines T anstelle des C (Abbildung nach [Fri04] und [Sch08]).
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2. Der Einfluss von UV-Strahlung auf Nukleinsduren

Mutationen durch (6-4)-Schaden

Der (6-4)-Schiéden stellt einen weiteren Mutationsherd dar [LeC91, Hor94]. Untersuchungen
mittels NMR zeigen, dass die Bildung des (6-4)-Photoprodukts zu einer starken Verformung
der Struktur der DNA fiihrt. Hier wird die Ursache fiir das hohe Mutationspotenzial vermutet,
das besonders bei T(6-4)T-Dimeren auftritt [Lee99]. Durch (6-4)-Schiden kénnen T—C-
Mutationen entstehen, wie in Abbildung 2.13 skizziert. Nach Ausbildung des (6-4)-Schadens
durch UV-Licht wird in einer darauffolgenden Replikation mit sehr groer Wahrscheinlichkeit
(85 % aus [LeC91]) das 3’-Thymin des Schadens (in Abbildung 2.13 eingerahmt) mit einem
Guanin statt einem Adenin gepaart. Dies fiihrt dazu, dass bei der anschlieBenden Reparatur
oder Replikation das urspriingliche 3’-Thymin durch ein Cytosin ersetzt wird und folglich zu
einer T—C-Mutation.

il
~15% A
T A
i o[l
UV-Light 53
ﬁ _|g> g< ﬁ replication
| | | | 3|' 5| C’|’ T
5 3 53 i
L Fme 0 gG
~85% < T ’|\ T T
5 3 5 3

Abb. 2.13.: Die Bildung des (6-4)-Schadens andert die Paarungseigenschaften des 3’-Thymins (einge-
rahmt). Es besteht eine hohe Wahrscheilichkeit, dass dadurch ein Guanin als Basenpaar zum Thymin
eingebaut wird. Dies flihrt zu einer TC-Mutation. Abbildung nach [Fri04].

Mutationen durch Dewar-Schaden

Das Mutationspotenzial des Dewar-Schadens wird von der bereits erwdhnten A-Regel (,,A-rule®)
[Lee0Oa] dominiert. Bei der A-Regel nimmt die Polymerase beim Replikationszyklus eine
geschidigte Base, in diesem Fall das Dewar-Isomer, als abasisch wahr. In solchen Féllen wird
durch die Polymerase vorzugsweise ein Adenin eingebaut. Die Eigenschaft des Dewar-Base
wird dadurch als nicht-instruktiv bezeichnet. Dies fiihrt dazu, dass T—C-Mutationen bei
Dewar-Schidden im Vergleich zu (6-4)-Schidden weniger Hiufig auftreten [Smi96, Lee0Oa].

Die Ursache der fehlenden Instruktivitit wird in der geringen Anderung der DNA-Struktur
durch den Dewar-Schaden vermutet. Im Gegensatz zum (6-4)-Schaden bleibt die Form der Dop-
pelhelix trotz des Dewar-Isomers erhalten. Deswegen wird vermutet, dass das Dewar-Isomer
weniger hiufig als DNA-Schaden erkannt wird und damit weniger hiufig zum Zelltod fiihren
kann. Durch diese Eigenschaft wird das Mutationspotenzial des Dewar-Schadens gesteigert
[Tay88, Tay95].
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2.3. Mutagenitédt von Photosch&den

Neben der Anderung der DNA-Struktur, die durch einen Dewar-Schaden hervorgerufen wird,
sind zudem die photophysikalischen Eigenschaften die zu einer Dewar-Isomerisierung fiihren
von Bedeutung. Im Zuge dieser Arbeit wurde die Methode der zeitaufgeldsten Infrarotspek-
troskopie auf die Anforderungen der Dewar-Bildung optimiert und fiir die Untersuchung der
Schadensbildung in einem Modellsystem eingesetzt. Im nachfolgenden Kapitel werden die
experimentellen Grundlagen dieser Technik beschrieben.
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3. Experimentelle Techniken

Dieses Kapitel dient der Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten experimentellen
Methoden. Im ersten Teil wird das Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie vorgestellt und
im darauf folgenden Unterkapitel das verwendete Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer
beschrieben. Dies beinhaltet das Lasersystem und die Aufbauten zur Erzeugung der Anregungs-
beziehungsweise Abtastimpulse mittels nichtlinearer Frequenzkonversion. Weitere Teile dieses
Kapitels sind der Darstellung des Aufbaus zur Vielkanaldetektion sowie der Erlduterung des
Messablaufs und der Vorgehensweise bei der Datenaufnahme gewidmet. Zuletzt wird die
Methode zur Aufnahme der stationiren Infrarotspektren und der Bestimmung von Reaktions-
quantenausbeute beschrieben.

3.1. Das Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie

Die Anreg-Abtast-Spektroskopie bietet die Moglichkeit Spektroskopie mit extrem hoher Zeit-
auflosung im Femtosekundenbereich zu betreiben. Bei dieser Methode wird durch einen
ultrakurzen Lichtimpuls ein angeregter Zustand in der Probe erzeugt. Das Eintreffen des
Anregungsimpulses ist der Startzeitpunkt fiir dynamische Veridnderungen der Probe. Durch
einen zweiten Laserimpuls, den Abtastimpuls, wird die induzierte Anderung im Spektrum
(Zsignat(A, 7)) nach einer definierten Verzogerungszeit 7 gemessen (sieche Abb.3.1). Ein weiter-
er Abtastimpuls misst ein Spektrum der Probe in einem nicht angeregten Zustand (Ig.(, 7))
und bildet die Referenz. Das Messsignal S(A, 7) wird aus den Intensititen der Signal- und Re-
ferenzspektren nach /N Laserimpulsen in Abhingigkeit der Wellenlénge und Verzogerungszeit
wie folgt bestimmt:

N ]7, Signal(Aa 7-)

S\, T) = 217\[1 :
> it dires (A7)

Das Messsignal entspricht der Transmissionsianderung AT (A, 7) = S(\, 7). Daraus erhilt
man mit A(A\) = In(7'()\)) die Absorptionsinderung AA. Die Absorptionséinderung iiber
die Wellenlinge aufgetragen ergibt ein Differenzspektrum. Wird die zeitliche Verzégerung
der Abtastimpulse zu den Anregungs-Impulsen schrittweise verdndert, so erhilt man aus den
jeweils aufgenommenen Absorptionsdnderungen den Zeitverlauf AA(7) wie in Abbildung
3.1a skizziert.

In Abbildung 3.1b ist schematisch ein Aufbau eines Anreg-Abtast-Experiments gezeigt. Eine
Laserquelle liefert ultrakurze Lichtimpulse, aus denen mittels Frequenzkonversion Anregungs-
und Abtastimpulse im erforderlichen Wellenldngenbereich erzeugt werden. Zur Frequenzkon-
version werden Prozesse der nichtlinearen Optik ausgenutzt, durch die spektral abstimmbare
Femtosekunden-Lichtimpulse erzeugt werden konnen [She84, Boy(03]. Eine besondere Rolle
nimmt hierbei der optisch parametrische Verstirkungsprozess (OPA) ein, durch den die Inten-

(3.1)
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Abb. 3.1.: a) Durch Auftragen der Absorptionsénderung bei einer bestimmten Wellenzahl zu ver-
schiedenen Verzdgerungszeiten zwischen Anregungs- und Abtastimpuls erhalt man einen Zeitverlauf
(rot gestrichelte Linie). b) Schematische Darstellung eines Anreg-Abtast-Experiments.

sitdt von Lichtimpulsen mit der fiir ein Experiment benotigten Wellenldnge verstirkt werden
kann [Cer03]. Die Zeitverzogerung zwischen Anregungs- und Abtastimpulsen wird durch eine
mechanische Wegverinderung erreicht. Anregungs- und Abtastimpulse werden anschlie3end
am Probenort iiberlagert. Ein Detektor misst die Absorptionsidnderung, die durch die Anregung
der Probe hervorgerufen wurde.

Referenzmessungen konnen gleichzeitig zur Messung erfolgen, indem ein Teil des Abtast-
impulses abgespalten wird, welcher die Probe in einem nicht angeregten Bereich durchliuft
und anschlieBend detektiert wird. Der Vorteil bei dieser Referenzierungsmethode ist, dass jeder
Impuls zur Signalbildung beitrdgt. Alternativ dazu konnen die Referenzsignale im Wechsel
mit den Signalimpulsen aufgenommen werden, indem ein Unterbrecherrad jeden zweiten An-
regungsimpuls abblockt. Das Signal wird dann aus zwei aufeinanderfolgenden Abtastimpulsen
mit und ohne Anregung gebildet.

3.2. Das Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer

In diesem Kapitel wird der Aufbau, an dem die Anreg-Abtast-Experimente durchgefiihrt
werden, kurz beschrieben. Eine ausfiihrliche Darstellung findet sich beispielsweise in [Sie05]
und [Sch08]. Das vollstandige Femtosekunden Infrarot-Spektrometer ist in Abbildung 3.2
schematisch zusammengefasst. Es setzt sich aus einem zentralen Lasersystem, den Aufbauten
zur Frequenzkonversion der Anregungs- und Abtastimpulse und einer Detektionseinheit,
bestehend aus Spektrometer und Detektoren, zusammen. Das kommerzielle Lasersystem liefert
Impluse bei einer Zentralwellenlidnge von 800 nm und einer Impulsdauer von 100 fs mit einer
Repetitionsrate von 1 kHz, welche in die Zweige zur Erzeugung der Anregungsimpulse im UV
und der Abtastimpulse im mittleren Infraroten Spektralbereich aufgeteilt werden.

Die Abtastimpulse im mittleren Infraroten entstehen durch eine Kombination eines nicht-
kollinearen optisch parametrischen Verstdrkungsprozesses (NOPA) mit einem kollinearen
OPA. Den Verstirkungsprozessen gehen die Bildung der zweiten Harmonischen der Laser-
fundamentalen (SHG) und die Erzeugung eines Weilllichtkontinuums (CG) voraus. In den
Verstirkungsprozessen werden Lichtimpulse mit Zentralwellenléingen im nahinfraroten Spek-
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Abb. 3.2.: Aufbau des Experimentes zur Femtosekunden Infrarot-Spektroskopie im Uberblick: Ein
Lasersystem liefert Impulse zur mehrstufigen Frequenzkonversion in optisch parametrischen Ver-
starkungsprozessen, sowohl zur Erzeugung der Anregungsimpulse im mittleren Infraroten (MIR), als
auch der Abtastimpulse im Ultravioletten (UV). Die entsprechenden Abklrzungen sind im Text erlautert.
Mit einer variablen Verzdgerungsstrecke im Anregungszweig wird der zeitliche Unterschied zwischen
Anregungs- und Abtastimpulsen eingestellt. Das Abtastlicht wird nach der Probe aufgeteilt, in einem
Spektrographen dispergiert und mit einer Detektorzeile frequenzaufgeldst detektiert. Die einzelnen
Messsignale werden elektronisch verstarkt, in einem Analog-Digital-Wandler konvertiert und tber eine
Computer-Schnittstelle ausgelesen.

tralbereich (NIR) erzeugt. Diese werden dann anschlieend durch die Bildung der Differenz-
frequenz ins mittlere Infrarote (MIR) konvertiert.

Im Anregungszweig werden in einem zweistufigen NOPA mit anschlieBender Erzeugung der
zweiten Harmonischen (SHG) Impulse im UV-Bereich generiert. In diesem Bereich, zwischen
NOPA-Prozessen und SHG, befindet sich die mechanische Verzogerungsstrecke zur Einstellung
des zeitlichen Abstands zwischen Anregungs- und Abtastimpulsen.

Anschliefend werden Anregungs- und Abtastimpulse am Probenort iiberlagert. Die Ab-
tastimpulse werden nach der Probe in Spektrometer gelenkt und dort spektral aufgetrennt.
Mit Detektorzeilen aus MCT!-Elementen wird die Absorptionsinderung, die in der Probe
hervorgerufen wurde, aufgenommen und mir einer Kombination aus Vorverstéirker und Analog-
Digital-Wandler in einen digital auslesbaren Datensatz umgewandelt. Im Folgenden werden
die wichtigsten Bestandteile des Femtosekunden Infrarot-Spektrometers kurz dargestellt.

3.2.1. Das Femtosekunden-Lasersystem

Das zentrale Lasersystem besteht aus dem kommerziellen Komplettsystem ,,Spitfire Pro XP*
der Firma Spectra Physics. Es ist nach dem Prinzip eines CPA? [Str85] aufgebaut und ist in Ab-
bildung 3.3 gezeigt. Der Aufbau und dessen wichtigste Bestandteile werden hier kurz erldutert.

IMCT = Mercury-Cadmium-Telluride
2CPA = Chirped Pulse Amplifier
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3. Experimentelle Techniken

Der sogenannte Seed’-Laser, ein Titan-Saphir-Oszillator (Ti:Sa, ,,Tsunami*), liefert schwache
Femtosekunden-Lichtimpulse bei einer Zentralwellenldnge von 800 nm und mit einer Repeti-
tionsrate von 82 MHz. Dies wird durch Ausbilden einer Kerr-Linse im optisch aktiven Medium,
einem mit Titan-Ionen dotiertem Saphir-Kristall (Ti:Sa) und passiver Modenkopplung der
Fluoreszenz erreicht [Spe91]. Gepumpt wird der Oszillator mit einem Nd:Y VO cw-Laser bei
532 nm (,,Millenia Pro*). Ti:Sa zeichnet sich durch seine breitbandigen Absorptionsiibergéinge
im sichtbaren Spektralbereich (400 - 600 nm) und eine hohe Fluoreszenzbandbreite im na-
hen infraroten Spektralbereich (670 - 1000nm) aus. Letzteres ermoglicht die Erzeugung von
Lichtimpulsen mit einer Impulsdauer im Femtosekundenbereich.

Die Seed-Impulse des Oszillators konnen im CPA zu fs-Impulsen mit sehr hoher Leistung
verstiarkt werden. Das CPA-Prinzip besteht im Wesentlichen aus drei Schritten. Die Impuls-
dauer der Seed-Impulse wird im ersten Schritt durch einen Strecker (Gitteranordnung mit
positiver Gruppengeschwindigkeitsdispersion) verldngert. Dadurch wird die Spitzenintensitét
der Impulse gesenkt und man bleibt damit bei der nachfolgenden Verstirkung unterhalb der
Zerstorschwelle des aktiven Mediums [Tre69]. Im zweiten Schritt erfolgt dann die soge-

Millenia Pro CPA Empower

Nd:YLF, Q-switched Laser

Nd:YVO,, cw-Laser T
532 nm. 4.5 W Spitfire Pro XP | 557 1, 1 kHz, 15 mJ

!

Tsunami
Ti:Sa Regenerative

Expander Amplifier Compressor
Grating 7> 800 nm Grating
1kHz

Ti:Sa Oscillator
800 nm
82 MHz

fs-pulse
generation A stretching A amplification A compression ‘

pulse duration

intesity
—

Abb. 3.3.: Schematischer Aufbau der Komponenten des kommerziellen Femtosekunden-Lasersystems.
Die Femtosekunden-Impulse werden in einem Laser-Resoator (Ti:Sa-Oszillator ) erzeugt, der durch
einen Nd:YVO-Laser (Millenia Pro) gepumpt wird. Die Verstérkung der Femtosekunden-Impulse erfolgt
in einem CPA, indem die Impulse zun&chst in einer Gitteranordnung zeitlich gestreckt werden. Dann
erfolgt die regenerative Vestarkung in einem Resonator, bei der ein Impuls in mehreren Umléaufen die
in einem Ti:Sa-Kristall deponierte Energie (Pumplaser: Empower) aufnimmt. AnschlieBend wird der
verstarkte Impuls wieder komprimiert. Unten: Zeitlicher Intensitétsverlauf eines Impulses wahrend des
Verstarkungsvorgangs.

nannte regenerative Verstirkung bestehend aus einem Resonator und einem Ti:Sa-Kristall
als aktives Medium. Ein separater giitegeschalteter Pump-Laser (,,Empower*) erzeugt eine
Besetzungsinversion im Ti:Sa des Resonators. Nun wird durch eine Kombination aus Polar-
isator und Pockelszelle ein Seed-Impuls ausgewdhlt, in den Resonator eingekoppelt und beim

3Seed = engl. Samen
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3.2. Das Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer

Durchgang durch den Kristall verstirkt. Nach bis zu 20 Umléufen ist die Besetzungsinversion
und damit die im Resonator deponierte Energie abgebaut und der umlaufende Impuls wird
wieder iiber eine Pockels-Zelle ausgekoppelt. Im nachfolgenden Kompressor (Gitteranordnung
mit negativer Gruppengeschwindigkeitsdispersion) wird die Impulsdauer auf die Impulsdauer
der Seed-Impulse komprimiert. Die Synchronisation der Pockels-Zellen mit dem Oszillator
und dem Pumplaser im Hinblick auf Einkopplung, Umlaufdauer und Auskopplung der Seed-
Impulse aus dem Resonator erfolgt beim Spitfire iiber einen ,, Time-Delay-Generator*. Das
gesamte System liefert ultrakurze intensive Impulse (~100 fs) mit einer Wiederholrate von
1 kHz bei einer Zentralwellenléinge von 800 nm. In Tabelle 3.1 sind die wichtigsten technischen
Parameter des zentralen Lasersystems zusammengefasst.

Parameter des zentralen Lasersystems

Zentralwellenlinge ~ 800 nm
Repetitionsrate 1kHz
Impulsdauer ~ 100fs
Impulsenergie 3.5u)

Spektrale Breite (FWHM) | 15nm
Biindeldurchmesser (1/e) | 8 mm
Stabilitdt (rms) 0.15-0.2 %

Tabelle 3.1.: Technische Daten des kommerziellen Femtosekunden-Lasersystems

3.2.2. Erzeugung abstimmbarer Abtastimpulse im mittleren
Infraroten

Zur Konversion von fs-Lichtimpulsen des zentralen Lasersystems bei 800 nm in den mitt-
leren infraroten Spektralbereich (MIR) hat sich eine Methode etabliert, bei der aus zwei
hintereinander geschalteten optisch parametrischen Verstirkungsprozessen (OPA) nahinfrarote
Lichtimpulse mit leicht unterschiedlicher Wellenldnge generiert werden. Mit diesen Impulsen
kann dann mittels Differenzfrequenzerzeugung in einem weiteren nichtlinearen Prozess der
MIR-Spektralbereich (Wellenldnge bei 3 bis 10 um) erreicht werden [Ham97, Kai00, Cer03].

Die Erzeugung der Abtastimpulse im mittleren Infraroten ist in Abbildung 3.4 schema-
tisch gezeigt und lésst sich in drei Abschnitte gliedern. Den ersten Abschnitt bildet eine
nichtkollineare optisch parametrische Verstirkung (NOPA) [Rie(00, PieOO] von Lichtimpulsen
im nahinfraroten Spektralbereich (NIR, bei ~ 1400 nm) und ist folgendermal3en aufgebaut: Die
Laserfundamentale bei 800 nm passiert zuerst ein Teleskop (T;) bestehend aus einer Sammel-
und einer Zerstreuungslinse, mit denen der Biindelquerschnitt reduziert wird. Danach wird ein
kleiner Teil des Lichts (~ 4 %) zur Erzeugung eines Weilllichtkontinuums (WL) verwendet.
Die Weilllichterzeugung erreicht man durch Fokussierung der Fundamentalen in einen 5 mm
dicken Saphirkristall (Sa). Zur Anpassung des Kontinuums werden eine Modenblende (ID)
und ein Graukeil (VA) eingesetzt. Mit dem Hauptteil der Laserfundamentalen wird in einem
BBO-Kiistall (Typ I, 6 = 29°, Liange 500 xm) die zweite Harmonische der Fundamentalen
bei 400 nm erzeugt (SHG). Der Verstiarkungsprozess im nahinfraroten Spektralbereich findet
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Abb. 3.4.: Schema des Aufbaus zur Erzeugung der Abtastimpulse im mittleren Infraroten Spek-
tralbereich. Der Aufbau gliedert sich in drei Teile: In einem nichtkollinearen parametrischen
Vestarkungsprozess (NOPA) und einem kollinearen parametrischen Vestarkungsprozess (OPA) werden
Impulse im nahinfraroten Spektralbereich erzeugt (1200-1500 nm und 1700-2200 nm). Aus diesen
erhalt man durch Bildung der Differenzfrequenz (DFM) Impulse mit einer Wellenlange im Bereich von 3
bis 11 um.Abklrzungen:

statt, indem das Weilllichtkontinuum mit der zweiten Harmonischen in einem BBO-Kristall
(Typ I, 8 = 32,5°, Dicke 3 mm) zeitlich und rdumlich iiberlagert und die Phasenanpassung
durch Variation des Kristallwinkels eingestellt wird. Der zeitliche Uberlapp ist durch eine
Verzogerungsstrecke (D) einstellbar. Bei diesem Prozess entsteht als dritte Komponente der
Phasenanpassung Licht im sichtbaren Spektralbereich bei etwa 560 nm (Idler). Dieses wird zur
Kontrolle und Optimierung des Prozesses verwendet und wird sowohl von einem Spektrometer
(Fa. Ocean Optics) als auch von einer Diode aufgenommen.

Im zweiten Abschnitt werden die nahinfraroten Lichtimpulse des vorhergehenden Prozesses
in einer zweiten Stufe noch einmal verstirkt. Hierbei dienen die Impulse bei 1400 nm als Seed
in einem OPA. Diese werden mit einem dichroitischen Spiegel (DM;) mit der Fundamentalen
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des Lasersystems in einem BBO-Kristall (Typ II, 8 = 27°, Dicke 3 mm) kollinear iiberlagert.
Zuvor wird die Polarisation der Fundamentalen durch ein A\/2-Plittchen um 90° gedreht. Mit
einem Teleskop (T,) wird zudem der Biindelquerschnitt eingestellt. Die zeitliche Uberlagerung
der Impulse erfolgt wiederum durch eine Verzogerungsstrecke (D-) im Bereich der Funda-
mentalen, kann aber zusitzlich durch eine Piezoverschiebeeinheit (Piezo) feinjustiert werden.
Bei diesem Prozess werden nicht nur die NIR-Impulse verstirkt, sondern es entstehen durch
die Phasenanpassungsbedingung Impulse im NIR bei etwa 1800 nm. Ein weiterer dichroitis-
chen Spiegel (DM,) dient dazu das Licht der Laserfundamentalen aus dem nachfolgenden
Strahlengang zu entfernen.

Der dritte Abschnitt besteht aus der Erzeugung der Impulse im mittleren Infraroten durch
Bildung der Differenzfrequenz (DFM) der Nahinfrarot-Impulse. Dies erreicht man, indem
die beiden zundchst nur rdumlich iiberlagerten NIR-Bereiche durch einen dichroitischen
Spiegel (DM3) separiert und dann sowohl zeitlich als auch rdaumlich in einem Silber-Thiogallat-
Kristall (AgGaS,) wieder miteinander iiberlagert werden. Dadurch entstehen Impulse im
mittleren Infaroten. Eine Piezoverschiebeeinheit in der Verzogerungsstrecke D3 erméglicht
es die NIR-Impulse mit gro3er Genauigkeit zu iiberlagern. Durch Variation sowohl des OPA-
Kristallwinkels und damit der Wellenlinge der NIR-Impulse in den Bereichen von etwa
1200 bis 1700 nm und etwa 1500 bis 2200 nm, als auch des Phasenanpassungswinkels des
DFM-KTristalls lassen sich abstimmbare Impulse im MIR im Bereich von 3 bis 10 pm (1000 -
3300 cm™') mit einer spektralen Breite von etwa 150 cm ™! und einer Impulsdauer zwischen
100 und 150 fs erzeugen. Fiir die Verwendung der MIR-Impulse als Abtastlicht wird lediglich
ein Reflex von einer Keilplatte (CaF;) mit etwa 50 nJ Impulsenergie verwendet, da die Energie
von ~ 1 uJ nach der Differenzfrequenzbildung fiir die Verwendung als Abtastlicht noch zu
hoch ist.

Bei den Anreg-Abtast-Messungen ist ein moglichst hohes Signal-zu-Rausch-Verhiltnis
erforderlich, damit Absorptionsinderungen im Bereich von 10~° OD aufgel6st werden konnen.
Diese Sensitivitit wird insbesondere durch eine optimale Justage des zeitlichen Uberlapps der
beteiligten Impulse im OPA- und im DFM-Prozess erreicht. In [HamO0O] wurde gezeigt, dass
dadurch das Rauschen der MIR-Impulse nach der DFM sogar niedriger werden kann als das
Rauschen der Laserfundamentalen. Aus diesem Grund werden die Piezoverstelleinheiten D,
und D3 zur Optimierung des zeitlichen Uberlapps des OPA- und DFM-Prozesses eingesetzt.
Das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis erreicht damit die oben genannte hohe Sensitivitit, die auch in
den Messungen der Reaktion des (6-4)-Schadens zum Dewar-Valenzisomer von entscheidender
Bedeutung ist.

3.2.3. Erzeugung der Anregungsimpulse im UV

Zur Durchfiihrung der Femtosekunden-Experimente am (6-4)-Dimer werden Anregungsim-
pulse mit Wellenldngen im Bereich von 300 bis 350 nm benotigt. Aus diesem Grund wurde
ein bereits vorhandener Anregungszweig, bestehend aus einem nichtkollinearen optisch
parametrischen Verstdrkungsprozess, um eine zweite NOPA-Stufe erweitert. Dadurch werden
Impulse im sichtbaren Spektralbereich mit ausreichend Impulsenergie fiir die nachfolgende
Frequenzverdopplung in den UV-Bereich zur Verfiigung gestellt. Mit der Erzeugung der zweit-
en Harmonischen dieser Impulse wird hierdurch der Bereich zwischen 200 nm und 400 nm
zuginglich. In Abbildung 3.5 ist das Schema dieses Aufbaus gezeigt.
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Abb. 3.5.: Aufbau zur Erzeugung der Anregungsimpulse im UV-Bereich. In zwei aufeinanderfolgenden
Verstarkungsprozessen (NOPA I+Il) werden Impulse im sichtbaren Spektralbereich (~ 650 nm) mit
ausreichend Impulsenergie fiir die nachfolgende Konversion in den UV-Bereich bei 325 nm (SHG)
erzeugt.

In der ersten Stufe (NOPA I) wird das Licht zunichst aufgeteilt. Ein kleiner Teil (etwa
4 %) dient der WeiBlichterzeugung (WL). Mit dem GroBteil des 800 nm-Lichts wird die
zweite Harmonische in einem BBO-Kiristall (Typ I, ¢ = 29°) erzeugt. Etwa 30 % hiervon
werden als Pump-Licht fiir den ersten NOPA verwendet. Dazu werden Weilllicht und Pump-
Licht mit geeignetem Phasenanpassungswinkel zueinander in einem BBO-Kristall (Typ I,
0 = 32,5°) iiberlagert. Dadurch konnen Impulse bei 650 nm erzeugt werden. Diese werden
im darauffolgenden identischen Prozess (NOPA II) mit dem restlichen Pumplicht ein weiteres
Mal iiberlagert, wodurch sich eine Verstarkung der 650 nm-Impulse erreichen lédsst. Das so
erzeugte Licht ldauft zunéchst iiber die Verzogerungsstrecke zur Einstellung des zeitlichen
Abstands zwischen Anregungs- und Abtastimplusen und wird dann zur Frequenzverdopplung
in einen BBO-Kristall fokussiert (SHG). Auf diese Weise erhélt man abstimmbare UV-Impulse
im Bereich zwischen 200 und 400 nm. Mit der mechanischen Verzogerungsstrecke wird der
Wegunterschied und damit zeitliche Abstand eingestellt und kann im vorliegenden Aufbau bis
zu 1,20 m betragen. Dies entspricht einer maximalen Verzogerungszeit von etwa 4 ns.

Das Absorptionsspektrum des in dieser Doktorarbeit untersuchten T(6-4)T-Dimers besitzt
im UV eine Bande bei 325 nm. Aus diesem Grund wurde fiir die fs-Messungen am (6-4)-
Schaden die Wellenlidnge der Anregungsimpulse im oben beschriebenen Aufbau fiir diesen
Bereich optimiert. Die Abbildung 3.6 zeigt ein solches Spektrum mit einer Zentralwellenldnge
von 323 nm. Die Gaul3funktion (rote Linie), die an das Spektrum angepasst wurde, hat eine
spektralen Breite von etwa 4 nm (FWHM?*). Fiir die Experimente konnte eine Impulsenergie
im Bereich von 450 bis 850 nJ erreicht werden.

3.2.4. Messplatz und Detektionseinheit

Nach der Erzeugung der Anregungs- und Abtastimpulse mit der jeweiligen Wellenlidnge wer-
den diese am Probenort mit definierten Biindeldurchmessern iiberlagert und die Abtastimpulse
anschlieend detektiert. In diesem Kapitel werden der Messplatz und die Detektionseinheit
vorgestellt. Des Weiteren wird auf das Konzept eingegangen, das einen Austausch des Proben-
volumens in der Kiivette zwischen zwei aufeinanderfolgenden Laserimpulsen ermdglicht. Dazu

4FWHM = Full Width at Half Maximum
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Abb. 3.6.: Spektrum der Anregungsimpulse, wie sie in den Messungen am (6-4)-Schaden verwendet
werden. Die rote Linie entspricht der Anpassung einer GauB3funktion an das Spektrum. Die Zentral-
wellenlange befindet sich bei 323 nm und die spektrale Breite betragt 4 nm.

wird ein sogenannter Probenkreislauf verwendet, der ein Umpumpen der Probenfliissigkeit
ermoglicht.

Der Probenraum ist in Abbildung 3.7 dargestellt und ist wie folgt aufgebaut: Die MIR-
Impulse (rote Linie) werden mittels Parabolspiegeln mit Goldbeschichtung auf den Probenort
fokussiert und wieder rekollimiert. Danach teilt ein Strahlteiler, ein einseitig anti-reflexbeschich-
tetes BaF,-Plittchen, die MIR-Impulse auf zwei Spektrographen auf. Das spektral aufgetrennte
Licht wird dann auf die 32 Elemente der Detektorzeile des MTC-Detektors abgebildet. Mit
beschichteten BaF,-Scheiben (F) kann die Intensitéit der Abtastimpulse zu einer passenden
Aussteuerung der Detektoren abgeschwicht werden. Durch die Verwendung von zwei IR-
Detektoren kann eine polarisationsaufgeloste Messung durchgefiihrt werden, was jedoch nicht
Teil dieser Arbeit war. Fiir die Messung mit zwei verschiedenen Polarisationsrichtungen
werden vor dem Eintritt in die Spektrometer mittels IR-Polarisatoren (P; und Py) einmal die
senkrechten und einmal die parallelen Polarisationsanteile relativ zur egung ausgewdéhlt.

Die in der Raumluft enthaltenen Wassermolekiile absorbieren im Messbereich von 1200
bis 1800 cm ! stark [Ham94] und stéren damit die Messsignale. Die gesamte Probenkammer
und die Spektrometer sind deshalb abdeckbar und konnen mit Trockenluft gespiilt werden.
Die Taupunkttemperatur der Trockenluft liegt bei -50°C. Dadurch wird vermieden, dass das
MIR-Spektrum der Abtastimpulse von den in der Raumluft enthaltenen Wassermolekiilen
absorbiert und verformt wird.

Die UV-Anregungsimpulse (violette Linie) durchlaufen zuerst eine \/2-Platte und einen Po-
larisator bevor sie mit einer Linse (L) auf den Probenort abgebildet werden. Mit der \/2-Platte
lasst sich die Anregungsenergie variieren und mit dem Polarisator wird die Polarisationsrich-
tung der Anregungsimpulse relativ zu der der Abtastimpulse eingestellt. Die Position von L;
bestimmt den Biindeldurchmesser der Anregungsimpulse am Probenort. Die Parabolspiegel
der MIR-Abtastimpulse sind durchbohrt, sodass das Anregungslicht mithilfe eines Spiegels
mit dem Abtastlicht am Probenort unter moglichst kleinem Winkel zueinander iiberlagert
werden kann. Ein Unterbrecherrad (Chopper) sorgt dafiir, dass jeder zweite Anregungsimpuls
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Abb. 3.7.: Schematische Darstellung des Strahlverlaufs am Probenort. Der Verlauf der Abtastimpulse
ist im Bild rot eingezeichntet. Die Abtastimpulse sind senkrecht zur Tisch-Oberflache polarisiert und
werden Uber Parabolspiegel (Ablenkwinkel 30°) auf den Probenort fokussiert, anschlie3end Uber einen
zweiten Parabolspiegel wieder kollimiert und mit einem Strahlteiler (BS) aufgeteilt. Uber Paraboloiden
(Ablenkwinkel 90°) werden die MIR-Impulse auf die Eintritts-Spalte von zwei Spektrographen (Spec)
abgebildet. Die Anpassung der Intensitédt auf die MCT-Detektoren erfolgt Glber metallbeschichtete
BaF, -Scheiben (F). Fir eine polarisationsaufgel6ste Messung kénnen mit IR-Polarisatoren einmal
die senkrechten und einmal die parallelen Polarisations-Anteile relativ zur Anregung ausgewahlt
werden. Die linear polarisierten Anregungsimpulse (Verlauf in violett) durchlaufen ein Unterbrecherrad
(Chopper, 500 Hz) und werden Uber eine Kombination aus A/2-Plattchen und Polarisator (Pol) in der
Polarisationsebene gedreht. Die UV-Impulse werden Uber eine Linse (L;) auf die Probe fokussiert und
anschlieBend von einer Diode detektiert.

abgeblockt wird. Aus dem Unterschied der Abtastimpulse mit und ohne Anregung wird die
Absorptionsdifferenz bestimmt. Das Anregungslicht wird im Anschluf3 durch eine Linse (L)
auf eine Diode zur Uberwachung der Anregungsenergie fokussiert.

Der Probenkreislauf ist in Abbildung 3.8 schematisch in der Aufsicht gezeigt. Er besteht aus
zwel Kuvetten, die sich nur in dem Zwischenraum der Fenster unterscheiden. Die Kiivette mit
groBer kreisformiger Apertur wird im FTIR-Spektrometer zur Charakterisierung der Probe vor
und nach einer fs-Messung verwendet. Die Kiivette fiir die fs-Messungen besitzt einen etwa
2 mm breiten Kanal. Dies ermoglicht einen schnelleren Austausch der Probenfliissigkeit. Die
Kiivetten sind durch Teflonschlduche miteinander verbunden, die in ein Vorratsgefdl miinden.
Eine Walkpumpe sorgt fiir den Austausch der Probenfliissigkeit zwischen zwei Laserimpulsen.

In Abbildung 3.8 rechts ist der Querschnitt einer Probenkiivette gezeigt. Zwei Fenster aus
CaF, (oder BaF5) mit einem Abstandhalter aus Teflon dazwischen werden mit zwei Aluminium-
Platten zusammengehalten. CaF; und BaF, sind im mittleren Infraroten transparent. Die
Dicke des Abstandhalters definiert die Schicktdicke der Kiivette. Eine Gummischeibe und
eine weitere Teflonscheibe befinden sich zur Dampfung zwischen dem Fenstermaterial und
den Aluminiumplatten. Die obere CaFs-Scheibe besitzt zwei Bohrungen als Zugang zum
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Abb. 3.8.: a) Probenkreislauf mit zwei Infrarotklivetten zur Aufnahme von stationdren Absorptions-
spektren (links mit groBer Apertur) und fir die zeitaufgelésten Messungen (rechts mit 2 mm breit-
em Kanal). Die Probenflissigkeit wird mit einer Walkpumpe aus dem Vorratsgefaf3 in den Kivetten
umgepumpt. b) Querschnitt durch eine Infrarotkiivette. Die Fenster bestehen aus CaF, (oder BaF,),
das im MIR transparent ist. Die Schichtdicke der Probe wird von der Dicke der Teflonscheibe zwischen
den CaF,-Fenstern bestimmt. Die weiteren Komponenten (Gummischeibe, Befestigungschraube und
Chemraz-Ring) dienen zur Abdichtung des Keislaufs.

Zwischenraum der Scheiben. Die Offnungen der Teflonschliuche des Kreislaufs werden mit
Schrauben mit den Bohréffnungen des CaF,-Fensters verbunden. An dieser Verbindungsstelle
befinden sich Dichtungsringe aus Chemraz (Perfluorelastomer, chemisch inertes Material) zur
Abdichtung des Ubergangs.

Sowohl bei den Messungen zum Dewar-Schaden als auch bei den Messungen zum Pho-
tohydrat wurde BaF, als Fenstermaterial verwendet. Es zeigte sich, dass in CaF, unter UV-
Anregung zusitzliche Signale im Bereich von 10 bis 100 ps auftreten. Diese Signale werden
moglicherweise durch Zwei-Photonen-Absorption, Verunreinigungen im Fenstermaterial oder
durch Bildung von Farbzentren verursacht [Tan0O1, Tsu02]. In einer Versuchsreihe mit ver-
schiedenen Fenstermaterialien erwies sich BaFs als geeignet, da diese Signale hier nur in sehr
abgeschwichter Form auftreten [Kub09].

3.3. Transiente Spektroskopie im
Nanosekundenbereich

Bei der Transienten Spektroskopie gehen viele Fragestellungen iiber den Zeitbereich von weni-
gen Nanosekunden hinaus, der sich durch eine mechanische Verzogerung von Anregungs- und
Abtastimpulsen erzielen ldsst. Die Verwendung eines zweiten Lasersystems zur Anregung und
eine elektronische Verzogerung der Anregungs- und Abtastimpulse ermoglichen es, transiente
Spektren vom Nano- bis in den Mikrosekundenbereich aufzunehmen. Im folgenden Abschnitt
wird eine kurze Beschreibung des Aufbaus und der Methode der elektronischen Verzogerung
der Anregungs- und Abtastimpluse fiir die Experimente im Nanosekundenbereich gegeben.
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3.3.1. Der Nanosekundenlaser

Bei dem Laser handelt es sich um ein Modell der Firma AOT (Advanced Optical Technology
Ldt.). Es ist ein auf Nd: Y VO,-Kristallen basierendes diodengepumptes Nanosekundensystem.
Das Lasersystem besteht aus einem Verstérker, in dem intensive Impulse bei 1064 nm aus einem
giitegeschalteten Oszillator erzeugt werden. Sowohl der Oszillator als auch der Verstirker
werden mittels AlGaAs-Dioden gepumpt und enthalten Nd:Y VO,-KTristalle als aktives Medium.
Im Anschluss an die Verstidrkung lassen sich durch austauschbare Module die zweite (532 nm),
dritte (355 nm) und vierte Harmonische (266 nm) der Laserfundamentalen erzeugen. In Tabelle
3.2 befinden sich die wichtigsten Parameter des Lasersystems.

Parameter des Nanosekundenlasersystems

Repetitionsrate bis zu 25 kHz
Impulsdauer 0.7ns FWHM bei 5 kHz
1 ns FWHM bei 25 kHz

Zentralwellenlidnge 1064 nm
Impulsenergie bei 1 kHz und

1064 nm 100 pJ

532nm 40

355nm 28 1

266 nm 8 ul
Jitter zu externem Trigger 40.5 ns oder weniger

Tabelle 3.2.: Technische Daten des Nanosekundenlasersystems

3.3.2. Synchronisation des Nanosekunden- mit dem
Femtosekundenlaser

Zur Durchfithrung eines Anreg-Abtast-Experiments muss der oben beschriebene Nanosekun-
denlaser mit dem Femtosekundensystem synchronisiert werden. In Abbildung 3.9 ist dies
schematisch dargestellt. Eine ausfiihrlichere Beschreibung der Synchronisation und die Cha-
rakterisierung des Aufbaus befindet sich in [Str10].

Die elektronische Steuerung des Femtosekundenlasers (,,Spitfire Control*) liefert den Trig-
ger’ fiir zwei hintereinander geschaltete Verzogerungsgeneratoren. Dieses TTL-Signal be-
stimmt, welcher Impuls im fs-Resonator verstirkt wird. Folglich wird der Anreg-Abtast-
Vorgang bei diesem Nanosekundenexperiment durch die Abtastimpulse geregelt. Jeder Anre-
gungsimpuls wird von dem zeitlich vorhergehenden Abtast-Triggersignal ausgelost. Im Aufbau
wird im ersten Verzogerungsgenerator zusitzlich zum Triggersignal auch die Schwingung
des Oszillators bei 82 MHz (clock) eingebunden. Das Oszillatorsignal fungiert als innere Uhr,
wodurch der Jitter, den die Verzogerungsgeneratoren verursachen, minimiert wird [Str10].
Der Einsatz von zwei hintereinander geschalteten Verzogerungsgeneratoren ermoglicht es
Absorptionsdnderungen vor dem Zeitnullpunkt, das hei3t wenn der Abtastimpuls zeitlich vor

Sengl.: Ausloseimpuls
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dem Anregungsimpuls liegt, aufzunehmen. Auerdem hat ein einzelner Verzogerungsgenerator
Schwierigkeiten ein Signal zu empfangen und es gleichzeitig weiterzugeben, wie es nahe des
Zeitnullpunkts der Fall wére. Das Hintereinanderschalten von zwei Verzdgerungsgeneratoren
verhindert dies.

VT
Millenia Pro Empower
Nd:YVO, cw-Laser Nd:YLF, Q-switched Laser
532 nm, 4.5W §27 nm, 1 kHz, 15 mJ
] ~
Tsunami Spltflre Pro XP
Ti:Sa Regenerative probe
Ti:Sa Oscillator Amplifier
800 nm 800 nm
82 MHz 1kHz p diode
[
—‘ Spitfire Control J N
clock trigger A
delay generator 1 Nanosecond-Laser Detection
System
. AOT, Nd:YVO pump
trigger . 266 nm
trigger | 1kHz J
delay generator 2 __trigger

<

delay time setting

Abb. 3.9.: Schematische Darstellung des Aufbaus zur Durchflihrung von zeitaufgeldsten Experimenten
im Nano- bis Mikrosekundenbereich. Der Femtosekundenlaser liefert den Trigger fir die Verzégerungs-
generatoren. Die Verzdgerungszeit wird durch die Detektionselektronik gesteuert und an den zweiten
Verzégerungsgenerator weitergegeben. Der Nanosekundenlaser erhalt seinen Trigger vom zweit-
en Verzdgerungsgenerator. Die Anregungsimpulse werden mit einer Diode aufgenommen, damit
Messpunkte mit und ohne Anregung voneinander unterschieden werden kénnen. Gemeinsam mit einem
Signal vom zweiten Verzdgerungsgenerator entsteht hieraus der Trigger fir das Detektionssystem.

Der Ablauf der Signalgebung, die eine definierte zeitliche Verzégerung der Anregungs-
und Abtastimpluse steuert, funktioniert wie folgt: Der erste Verzogerungsgenerator erhélt
sein Signal von der elektronischen Steuerung des Femtosekundenlasers und gibt es mit einer
festen Verzogerung von 900 us an den zweiten Verzogerungsgenerator weiter. Dieser stellt die
eigentliche variable Verzogerungszeit zwischen den Anregungs- und Abtastimplusen ein und
wird von der Detektionselektronik mit dem zeitlich vorhergehenden Abtastimpuls gesteuert
(delay time setting). Das Triggersignal wird nun zum einen an den Nanosekundenlaser zum
Auslosen des Anregungsimpulses und zum anderen an die elektronische Steuerung eines
Unterbrecherrades, welches jeden zweiten Anregungsimpuls abblockt, weitergegeben. Let-
zteres ermoglicht die Aufnahme von Spektren mit und ohne Anregung und damit die Bildung
der Differenzspektren. Zur Unterscheidung zwischen Spektren mit und ohne Anregegung
werden die Anregungsimpulse zusitzlich von einer Diode aufgenommen. Dieses Signal wird
gemeinsam mit dem Triggersignal des zweiten Verzogerungsgenerators verarbeitet und an die
Detektionselektronik weitergegeben damit der Detektionsvorgang ausgeldst wird.
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Die Zeitliche Auflésung der Nanosekundenanlage wird im Wesentlichen durch den Jitter
der Anregungs- und Abtastimpulse zueinander und der Impulsdauer des Nanosekundenlasers
bestimmt. In [Str10] wird der Aufbau genau charakterisiert und die Zeitauflosung des Exper-
iments zu 0,6 ns bestimmt. Die maximal mogliche Messzeit betrdgt 90 ys. Sie wird durch
die Repetitionsrate von 1 kHz des Lasersystems und der Notwendigkeit die Probenfliissigkeit
innerhalb zwei aufeinanderfolgender Laserimpulse am Probenort auszutauschen bestimmt.

Das Auflosungsvermogen der Signalamplitude liegt bei weniger als 40 4OD und ist bei
diesem Aufbau vergleichbar mit dem Auflésungsvermogen des Femtosekundenexperiments,
da die selbe Abtastimpulserzeugung und Detektionseinheit verwendet wird. Die Impuls-zu-
Impuls-Schwankung des Nanosekundenlasers liegt zwar bei circa 2 %, hat aber im Gegen-
satz zum Abtastlicht einen geringen Einfluss auf das Amplitudenauflésungsvermogen. Das
Nanosekundenexperiment ist so aufgebaut, dass sich der Messablauf und die weitere Verar-
beitung der Daten nur wenig von denen eines Femtosekundenexperiments mit mechanischer
Zeitverzogerung unterscheidet. Der im Folgenden beschriebene weitere Messablauf schlieB3t
das Nanosekundensystem mit ein.

3.4. Messablauf und Datenverarbeitung

Dieser Abschnitt dient der Beschreibung der Durchfiihrung eines Femtosekunden-Experiments
mit dem bisher beschriebenen experimentellen Aufbau. Es wird auf die wichtigsten Schritte
wie die Justage des Messaufbaus, die Bestimmung der Apparatefunktion und die Methode der
Datenaufnahme eingegangen.

3.4.1. Justage des Messaufbaus und Apparatefunktion

Der ridumliche Uberlapp der Anregungs- und Abtastimpulsen muss withrend einer Messung bei
jeder Position der mechanischen Verzogerungsstrecke gewéhrleistet sein. Dies wird mit einer
Klinge an der Uberlapp-Position iiberpriift. Die Klinge wird jeweils in vertikaler und horizon-
taler Richtung so positioniert, dass die Hélfte der Intensitit des Anregungsimpulse transmittiert
wird. Unter Beobachtung der Transmission beim Verfahren der Verzogerungsstrecke von der
Anfangs- bis zur Endposition kann die Stabilitit des rdumlichen Uberlapps am Probenort
kontrolliert werden werden.

Zusitzlich zum rdumlichen Uberlapp muss auch der zeitliche Uberlapp und damit der
zeitliche Nullpunkt der Messung genau bestimmt werden. Dies ldsst sich mit einer Anreg-
Abtast-Messung an einer Germanium-Platte (Dicke 200 ym) durchfiihren. Germanium ab-
sorbiert im gesamten UV- und sichtbaren Spektralbereich (Bandkante bei ~0.7eV). Bei Anre-
gung durch einen UV-Impuls gelangen im Germanium Elektronen aus dem Valenzband in das
Leitungsband. Die freien Ladungstriger absorbieren dadurch im infraroten Spektralbereich. Bei
einer zeitaufgelosten Absorptionsmessung erhélt man beim Eintreffen des Anregungsimpulses
einen nahezu instantanen Signalanstieg. Anhand dieses Signals ldsst sich der Zeitnullpunkt
mit hoher Genauigkeit einstellen. Zusitzlich ist es moglich den rdumlichen Uberlapp durch
Beobachtung des maximalen Differenzsignals zu optimieren. Anhand der zeitaufgelosten
Messung an Germanium lésst sich auch die Apparatefunktion bestimmen. Unter der An-
nahme einer instantanen Erzeugung freier Ladungstriager gibt der Signalanstieg den Verlauf
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Abb. 3.10.: Ergebnis einer zeitaufgeldsten Messung an Germanium. Gezeigt ist der Verlauf der Absorp-
tionsénderung bei 1770cm~1 (schwarze Punkte). Die UV-Anregungsimpulse erzeugen in Germanium
freie Ladungstrager, die im Infraroten absorbieren. Unter der Annahme einer instantanen Anderung
lasst sich aus dem Anstieg der Kurve die Apparatefunktion bestimmen. Die Datenanpassung (schwarze
Linie) ergibt einen Wert von 300 fs fiir die Kreuzkorrelationsbreite.

der Apparatefunktion wieder. Der Signalanstieg setzt sich bei gau3férmigen Impulsen aus der
Faltung einer Stufenfunktion mit der gauBBformigen Kreuzkorrelationsfunktion aus Anregungs-
und Abtastimpuls (Apparatefunktion) zusammen. In Abbildung 3.10 ist ein solcher zeitlicher
Verlauf des Signals bei 1770cm™! in Germanium gezeigt. Aus der Datenanpassung einer
Stufenfunktion gefaltet mit einer GauBBfunktion erhilt man die Kreuzkorrelationsbreite 7., der
Apparatefunktion. Daraus lédsst sich mit
7_020 - Tinreg + sztast (32)
die Impulsdauer der Anregungsimpulse bestimmen, da die Impulsdauer der Abtastimpulse
im Experiment aus Vorcharakterisierungen bekannt ist [Sch02, Sie05]. In den Messungen
mit Anregungsimpulsen mit einer Zentralwellenldnge von 325 nm betrugen die Werte der
Kreuzkorrelationsbreite 200 bis 300 fs. Mit einer Impulsdauer der Abtastimpulse von etwa
150 fs erhilt man fiir die Impulsdauer der Anregungsimpulse einen Wert von etwa 150 -250 fs.
Der Biindeldurchmesser am Probenort wird wie bei der Einstellung des riumlichen Uber-
lapps iiber eine mechanisch verstellbare Klinge bestimmt. Die Klinge wird im Strahlengang
des Anregungs- bzw. des Abtastlichts am Probenort in horizontaler und vertikaler Richtung
in regelmiBigen Abstinden von etwa 5 bis 10 um verschoben. Die dabei aufgenommene
Intensitit des transmittierten Lichts wird in Abhéngigkeit der Verstellpositionen der Klinge
aufgetragen. Man erhilt dadurch das Integral des Intesititsverlaufs in horizontaler und ver-
tikaler Richtung, was die Berechnung des Biindeldurchmessers am Probenort erlaubt. Der
Biindeldurchmesser (FWHMS)der Anregungsimpulse liegt in den Messungen bei etwa 180 yim,
die der MIR-Abtastimpulse bei 90 zm. Dies ermdglicht einen guten rdumlichen Uberlapp am
Probenort.

SFWHM = Full Width Half Maximum
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3. Experimentelle Techniken

3.4.2. Datenaufnahme und -verarbeitung

Bei der zeitaufgelosten Infrarot-Spektroskopie wird die in der Probe erzeugte Absorptions-
dnderung AA(\,tp) in Abhingigkeit der Wellenlidnge und der Verzogerungszeit zwischen
Anregungs- und Abtastimpuls gemessen. Dies erhilt man, indem zunichst die Intensitit der
Abtastimpulse in Abhéngigkeit der Wellenldnge A und fiir jede Position ¢, des Schrittmotors
mit und ohne Anregung der Probe ermittelt wird. Dabei wird die Intensitit mit Anregung mit
I3 (A tp), die Intensitit ohne Anregung mit J g%fal()\, tp) bezeichnet. Diese Werte erhilt
man durch die Verwendung des Unterbrecherrades im Anregungszweig, das jeden zweiten
Impuls abblockt. Die Intensitidtswerte werden iiber die Zahl N von Laserimpulsen gemittelt,
um eine hohere Messgenauigkeit zu erreichen. Vor einer Messung werden zudem Werte fiir
die Dunkelstrome 73"¢_(\) und 7%, (\) (Werte der Detektoren ohne Abtastlicht) ohne und
mit Anregungslicht fiir jede Wellenldnge aufgenommen und wiederum iiber die Anzahl N

gemittelt:

Lgmia(V) ngfz:;zm (3.3)
N

Tmit 1 mit

Idunkel()\) = N Idunkel,i()\> (34)
=1

Die gemittelten Dunkelstromwerte werden dann bei der jeweiligen Wellenlinge von den
Messignalen 7% (X, tp) und 137 (X, tp) vor der Mittelung wie folgt abgezogen.

Signal Signal
N
Igigna (N 1) = Z 18 (N t) = Igimia (V)] (35)
N
mi 1 mi mi
ISzgtnal >\ tD = N Z ISzgtnal] /\ tD) [duékel()\)} (36)

Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz erhilt man nun den Zusammenhang zwischen der
gemessenen Intensitdt und der Absorptionsianderung A A mit

I3 = 1gme - 1024 (3.7)
Imzt (/\th>

AA(N tp) = —log —Somall 20 —
o) = 8 T )

Signal

—log S(A, tp) (3.8)

Der Wert S()\,tp) ist das von dem Messcomputer aufgenommene Signal. Die Darstellung
in Einheiten der Absorptionsdnderung wird dann von dem Messprogramm durchgefiihrt.

3.4.3. Datenanpassung

Nachdem mehrere Messbereiche wie oben beschrieben aufgenommen wurden, knnen diese zu
einem einzigen Datensatz zusammengefasst werden. Hierfiir und fiir die weitere Auswertung
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3.5. Stationdre Charakterisierung und Bestimmung der Quantenausbeute

der Daten steht das Auswerteprogramm Z20 basierend auf der Programmiersprache IDL (Fa.
Research Systems Inc., Version 5.4) zur Verfiigung [Sat04]. Es umfasst Programmfunktionen
wie die Mittelung einzelner Scans und ermoglicht eine Visualisierung der Daten. Zusitzlich
besteht die Moglichkeit einer globalen Datenanpassung, das heil3t einer gleichzeitigen Anpas-
sung der Daten iiber mehrere Wellenzahlen oder sogar des gesamten gemessenen Bereichs.
Hierfiir wird folgende Modellfunktion verwendet:

N o0
AA(M aptast; tp) = Z/ ai( M ptast, i) - exp” T K (tp — t)dt. (3.9)
— Jo

Sie besteht aus einer Summe von Exponentialfunktionen, die mit der Kreuzkorrelationsfunk-
tion von Anregungs- und Abtastimpuls K (tp — t) gefaltet wird. Fiir gauférmige Impulse und
mit deren Kreuzkorrelationsbreite 7. gilt:

N 2 _ _ Tec
2 ¢ 1 erf(L — =)
AA(N gptast, tp) = ;al A Abtast; Ti) - €xp| e ;] 5 : (3.10)

Dabei ist erf(z) = \/l; IN exp ™t dt die sogenannte Fehlerfunktion (engl.: errorfunction)
und die Faktoren a;(\ apast, 7:) geben zu jeder Zeitkonstante 7; das dazugehorige Amplitu-
denspektrum an. Die Datenanpassung erfolgt mit einem modifizierten Levenberg-Marquardt-
Algorithmus nach der Methode der kleinsten Quadrate. Uber eine Summe von Exponential-
funktionen konnen beispielsweise Ratengleichungssysteme angepasst werden [Zin93]. Solche
Ratengleichungssysteme erhilt man durch die Beschreibung von Ubergiingen von definierten,
thermisch relaxierten Zustinden [Sp601]. In der Realitidt konnen in den Messsignalen jedoch
Relaxationsvorginge innerhalb dieser Zustinde vorkommen. Insbesondere bei der zeitaufgelos-
ten Spektroskopie im Infraroten sind im Bereich von Pikosekunden Schwingungsrelaxationen
zu beobachten. Diese Signale sind nur schwer vom Reaktionssignal zu trennen, besonders
wenn die Zeitkonstanten von Reaktion und Relaxation nahe beieinander liegen.

3.5. Stationare Charakterisierung und Bestimmung
der Quantenausbeute

Im Zuge eines jeden fs-Experiments ist eine ausfiihrliche Charakterisierung der Probe im Hin-
blick auf die Bestimmung des zu messenden Spektralbereichs im MIR, der Anregungswellen-
lange und der damit verbundenen Wahl des geeigneten Losungsmittels, der Konzentration der
Probenldsung und der Schichtdicke der Infrarotkiivette notwendig. Dafiir werden vor und nach
einem fs-Experiment von der Probenlosung stationédre Absorptionsspektren im UV bis sicht-
baren und im infraroten Spektralbereich aufgenommen. In dieser Arbeit wurden die stationédren
Absorptionsspektren im UV und sichtbaren Spektralbereich (200 - 800 nm) mit einem Spek-
trometer der Firma Perkin Elmer (Lambda 750) gemessen. Fiir die Aufnahme der Absorptions-
spektren im Infraroten (1000 - 5000 cm~!) stand ein FTIR’-Spektrometer (Fa. Bruker, Modell:

7FTIR = Fourier Transform Infra Red
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FTIR peristaltic Nd:YAG-Laser

Bruker: IFS 66 pump 1064 nm, 5 ns, 40 Hz
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Abb. 3.11.: Aufbau zur Messung der Quantenausbeute der Bildung des Dewar-Valenzisomers. Die
Aufnahme der Infrarotspekiren erfolgt in einem FTIR-Spektrometer mit einer Infrarotkiivette. Zur
Belichtung wird die Probenlésung mit einer Walkpumpe in eine Quartzglaskiivette gepumpt und mit der
dritten Harmonischen eines Nd:YAG-Lasers bei 355 nm belichtet.

IFS66) zur Verfiigung. Die Quantenausbeute fiir die Reaktion zum Dewar-Valenzisomer ldsst
sich sehr gut im infraroten Spektralbereich der CO-Streckschingungen bestimmen. Bei der
Bildung des Dewar-Isomers entkoppelt eine der drei CO-Banden und verschiebt sich in den
gut separierten Bereich hoherer Wellenzahl bei 1781 cm™!. Bei dieser Markerbande kann nun
die Absorptionsidnderung in Abhéngigkeit der Belichtungsdauer aufgenommen und daraus die
Quantenausbeute fiir die Reaktion zum Dewar-Valenzisomer ermittelt werden. Der Aufbau
hierzu ist in Abbildung 3.11 gezeigt. Die Aufnahme des Infrarotspektrums der Probe erfolgt
iiber das oben erwihnte FTIR-Spektrometer. Dazu wird der in Abschnitt 3.2.4 beschriebene
Probenkreislauf mit groer Apertur verwendet. Zur Belichtung der Probe wird die Losung mit
einer Walkpumpe (Fa. Ismatec) aus der Infrarot-Kiivette in eine Quartzglaskiivette gepumpt.
Die Quartzkiivette besitzt eine 4 mm breite und 10 mm lange Grundfliche. Dadurch lésst
sich eine relativ kleine Probenmenge von 1 ml effektiv ausleuchten. Zur Belichtung wird ein
Nd:YAG-Laser (NY60, Fa. Continuum) verwendet. Die Grundwellenléinge von 1064 nm mit
etwa 5 ns Dauer wird laserintern zur dritten Harmonischen bei 355 nm konvertiert und mit einer
Linse (L) auf die Quartzglaskiivette abgebildet. Die Belichtung erfolgt mit einer Repetitionsrate
von 50 Hz. Wihrend der Belichtung wird die Probenldsung mit einem Magnetriithrer umgeriihrt.
Die Bestimmung der Anregungsenergie erfolgt im Vorfeld iiber eine Aktinometer-Messung, bei
der ein identisches Belichtungsexperiment mit einer Substanz mit bekannter Quantenausbeute
durchgefiihrt wird.
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4. Die Bildung des Dewar-Valenzisomers

Die Rolle der Dewar-Isomerisierung des (6-4)-Schadens in DNA wird beziiglich ihrer Muta-
genitit bis heute intensiv diskutiert (sieche Kapitel 2). Fest steht, dass die Reaktion durch die
Absorptionseigenschaften des (6-4)-Schadens im UV-A/B-Bereich einen besonderen Status
einnimmt. Eine Analyse der Reaktionsdynamik der Dewar-Isomerisierung, insbesondere der
Dewar-Bildung im (6-4)-Schaden in DNA, war jedoch bisher nicht bekannt.

In diesem Kapitel werden die experimentellen Ergebnisse beschrieben, die Aufschluss iiber
die Sekundirreaktion des (6-4)-Schadens zum Dewar-Valenzisomer geben. Anhand eines
Modellsystems bestehend aus einem Thymin-Dinukleotid mit einer (6-4)-Verbindung wird die
Reaktion mit stationédren und zeitaufgeldsten spektroskopischen Methoden analysiert. Dabei
werden die besonderen Absorptionseigenschaften des Dewar-Isomers im Infraroten ausgenutzt.
Die Dewar-Form zeigt eine spektrale Verschiebung einer der drei C=0-Banden im Dinukleotid.
Dies fiihrt zu einer eindeutigen spektralen Signatur, die es erlaubt die Dewar-Bildung in
zeitaufgeldsten Messungen im infraroten Spektralbereich nachzuvollziehen.

Im Folgenden wird zunichst eine Beschreibung eines verbriickten (6-4)-Dinukleotids, das als
Modellsystem eingesetzt wird, vorgenommen. Darauf folgt eine spektrale Charakterisierung, in
der die Marker-Bande zur Dewar-Bildung identifiziert wird. Anhand dieser Markerbande lédsst
sich zundchst die Quantenausbeute der Reaktion bestimmen. Der Hauptteil des Kapitels befasst
sich mit den zeitaufgelosten Experimenten auf einer Zeitskala von Piko- bis Mikrosekunden.
Aus diesen Ergebnissen lisst sich die Zeitkonstante der Dewar-Bildung ermitteln und der
Reaktionsweg nachvollziehen. Des Weiteren werden die zeitaufgelosten Messergebnisse an
der modifizierten DNA-Base 1-Methyl-2-Pyrimidinon beschrieben. Dieses Molekiil besitzt
dhnliche photophysikalische Eigenschaften, bildet jedoch keine nachweisbare Dewar-Form. In
einem weiteren Teilkapitel werden theoretische Berechnungen zur Dewar-Bildung vorgestellt,
die in der Gruppe von Prof. de Vivie-Riedle durchgefiihrt wurden und die experimentellen
Ergebnisse vervollstandigen. Den Abschluf3 dieses Kapitels bilden die Zusammenfassung
und die Diskussion der Messergebnisse und der theoretischen Berechnungen am T(6-4)T-
Dinukleotid und dem Monomer im Bezug auf die Bildung des Dewar-Isomers.

4.1. Das Modellsystem

Eine Reihe von Untersuchungen haben ergeben, dass das (6-4)-Photoprodukt von Dipyri-
midinen sehr effektiv unter Einwirkung von UV-Licht in sein Dewar-Isomer umgewandelt
wird [Per00, Dou01, RavO1]. Diese Photoisomerisierung fithrt im Molekiil zu einer Struk-
turdnderung, die im Infrarotspektrum deutlich hervortritt. Deshalb wurde in der Gruppe von
Prof. Carell ein Modellsystem in Form eines Dinukleotids synthetisiert, bei dem zwei Thymi-
dine sowohl iiber das Desoxiribose-Riickgrat als auch iiber ein (6-4)-Photoprodukt verbun-
den sind. In den Untersuchungen zur Dewar-Bildung wurde dieses modifizierte Dinukleotid
verwendet. Die Struktur des Modellsystems ist in Abbildung 4.1 gezeigt. Die Thymidine
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4. Die Bildung des Dewar-Valenzisomers

bilden iiber ihre jeweiligen C4- und Cg-Atome das (6-4)-Photoprodukt aus (blau gekennzeich-
net) und sind am Desoxiribose-Riickgrat iiber eine bio-isosterische Formacetal-Verbriickung
(O — CH, — O, gelb gekennzeichnet) anstelle der in DNA vorkommenden Phosphodiester-
Verbriickung (O — PO, — O) verbunden. Durch Belichtung im UV-B/A-Bereich (290 bis

“OH

T(6-4)T T(Dewar)T

Abb. 4.1.: Strukturformeln des T(6-4)T-Dinukleotids (links) und seines Dewar-Valenzisomers (rechts).
In blau ist die Bindung der Kohlenstoffatome markiert, die den (6-4)-Schaden ausbilden. Die Formacetal-
Verbriickung (O-CH»-O) im Desoxiribose-Rlckgrat ist gelb unterlegt.

400 nm) entsteht das Dewar-Valenzisomer (Abbildung 4.1 rechts) in einer der Thymin-Basen in
Form zweier vieratomiger Ringe. In Abbildung 4.2 ist das Ergebnis der Geometrieoptimierung
nach der ONIOM(CAS(12/9):HF/6-31G*)-Methode [Fin10] des T(6-4)T-Dinukleotids und
seines Dewar-Isomers gezeigt. Im Vordergrund ist jeweils das Thymin zu sehen, welches
die Isomerisierungsreaktion zum Dewar-Isomer durchlduft. Im Vergleich zum Monomer ist
dieses Thymin durch den (6-4)-Schaden und die Verbriickung iiber das Desoxiribose-Riickgrat
geringfiigig in seiner Planaritit gestort. Ein Vergleich der Dinukleotide mit der hier verwende-
ten Formacetal-Verbriickung mit der nativen Phosphodiester-Verbriickung ergab eine nahezu
identische Storung der Planaritit bei beiden Riickgrat-Formen [Fin10]. Dies bestitigt die Ver-
gleichbarkeit des Modellsytems mit der nativen Form. In Abbildung 4.2 rechts ist die charak-
teristische Doppelring-Struktur des Dewar-Isomers zu erkennen. Der Bruch des 7-Systems bei

dieser Isomerisierung fiihrt zu einer deutlichen Veridnderung im Schwingungsspektrum des
Molekiils.

Die Wahl des Losungsmittels

Bei der Infrarotspektroskopie spielt die Wahl des Losungsmittels eine wichtige Rolle. Neben
der Loslichkeit ist dabei entscheidend, dass sich im spektralen Messbereich der Probensubstanz
keine starke Absorptionen des Losungsmittels befinden, die eine Signalaufnahme erschweren.
Bei biologisch relevanten Proben besteht zudem die Vorgabe eine moglichst native Umgebung
der Probensubstanz zu gewihrleisten. H,O besitzt im fiir die IR-Spektroskopie relevanten
Spektralbereich (1300 bis 1800 cm™!) bei 1640 cm™! eine intensive Absorptionsbande der
CH-Biegeschwingung [Lib94]. In diesem Bereich ist die Absorption bei der verwendeten
Schickdicke der Kiivette von 90 um sehr hoch (Optische Dichte > 2). Bei allen experimentellen
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q

&
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T(6-4)T>&;, T(Dew)T

Abb. 4.2.: Dreidimensionale Ansicht des T(6-4)T-Dimers (links) und des T(Dew)T-Dimers (rechts) nach
der Geometrieoptimierung [Fin10]. Im Vordergrund ist jeweils das Thymin, das zum Dewar-lsomer
reagiert.

Untersuchungen, das heif3t bei den stationdren Aufnahmen und den zeitaufgelosten Messungen,
ist die Probensubstanz deshalb in schwerem Wasser (D,0O) gelost. Nach der Deuterierung
verschiebt sich die Bande der CH-Biegeschwingung zu niedrigeren Wellenzahlen mit einem
Maximum bei 1210cm~! [Mar91]. Der Messbereich von 1400 bis 1900 cm™—! wird dadurch
spektroskopisch zugénglich.

4.2. Stationare Experimente zum Nachweis des
Dewar-Valenzisomers

In diesem Abschnitt werden die experimentellen Ergebnisse aus den stationiren Messungen
zur Reaktion des (6-4)-Schadens zum Dewar-Valenzisomer vorgestellt. Das Hauptaugenmerk
liegt dabei auf der charakteristischen Absorptionseigenschaft des Dewar-Isomers im infraroten
Spektralbereich. Diese erlaubt einen eindeutigen Nachweis der Reaktion in den zeitaufgelosten
Messungen. Zunichst werden die stationdren IR-Spektren mit der Dewar-Signatur beschrieben,
dann wird auf die Absorptions- und Emissionseigenschaften im UV und sichtbaren Spektralbe-
reich eingegangen. Der letzte Abschnitt dient der Bestimmung der Quantenausbeute fiir die
Reaktion zum Dewar-Isomer anhand der Marker-Bande im infraroten Spektralbereich.

4.2.1. Dewar-Signatur im infraroten Spektralbereich

Die charakteristischen Absorptionseigenschaften des T(6-4)T-Dimers und des daraus resul-
tierenden T(Dew)T-Dimers im infraroten Spektralbereich bilden die Grundlage der expe-
rimentellen Untersuchungen zum Nachweis des Dewar-Valenzisomers. In Abbildung 4.3 a
zeigt die rote Linie das Absorptionspektrum des oben beschriebenen T(6-4)T-Dimers mit der
Formacetal-Verbriickung gelost in D,O. In schwarz ist das Spektrum nach Belichtung mit
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Abb. 4.3.: a) Stationare Infrarotspektren des T(6-4)T-Dimers (rot) und des Dewar-Valenzisomers
(schwarz) in D;O. b) Differenzspektrum zwischen der Dewar-Form und dem (6-4)-Schaden.

UV-Licht bei 355 nm gezeigt. Eine Analyse der belichteten Probe mittels HPLC! ergab, dass
darin zu 95 % das Dewar-Valenzisomer des Dimers enthalten ist. Im unteren Abschnitt ist das
dazugehorige Differenzspektrum abgebildet.

Auffallend sind drei intensive Carbonyl-Banden (C=0O-Schwingungen) im Bereich zwischen
1620 cm~! und 1800 cm™!. Im Ausgangsspektrum des T(6-4)T-Dimers ist dieses Tripel als drei
sich tiberlagernde Banden zu sehen. Nach Belichtung verschwindet eine dieser Banden und
erscheint spektral isoliert bei 1781 cm™!. Wie im Differenzspektrum in Abbildung 4.3 b am
deutlichsten zu erkennen ist, dulert sich die Bildung des Dewar-Valenzisomers folglich durch
eine Abnahme der Absorption bei 1645cm™! und 1663 cm™! bei gleichzeitiger Zunahme
bei 1781 cm™! (blaue Pfeile). Letzteres stellt eine eindeutige Signatur im Infraroten dar,
die nicht durch andere Banden iiberlagert wird. Die Bande bei 1781 cm™! kann somit als
Marker-Bande zur Identifikation der Dewar-Bildung angesehen werden. Die Signalabnahme
bei 1516 cm™! kann dem Ausbleichen der C=C-Schwingung zugewiesen werden, die bei der
Bildung T(Dew)T-Dimers und dem damit verbundenen Bruch des 7-Systems entsteht. Die in
den Ausgangsspektren in Abbildung 4.3 a auftretende Bande bei 1550 cm ™! wird nicht T(6-4)T-
oder T(Dew)T-Dimer zugeordnet, sondern resultiert aus einer Restmenge der bei der Synthese
verwendeten Pufferlosung.

'HPLC = ,,High-performance liquid chromatography*‘oder manchmal auch ,,High-pressure liquid chromatogra-
phy‘6
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4.2.2. Absorptionseigenschaften im UV-Bereich und das
Fluoreszenzspektrum

Neben der charakteristischen Signatur im Infraroten besitzt das T(6-4)T-Dimer auch eine beson-
dere Absorptionseigenschaft im UV-A/B Bereich, das es von einer unverbundenen Dithymin-
Sequenz unterscheidet. In Abbildung 4.4 sind die UV-Spektren des T(6-4)T-Dimers und seines
Dewar-Isomers in Einheiten des Extinktionskoeffizienten gezeigt. Das Dewar-Spektrum ent-
stand durch Belichtung der Probensubstanz, die fiir das T(6-4)T-Spektrum verwendet wurde.
Der Extinktionskoeffizient kann mit einer Genauigkeit von etwa 10 % angegeben werden.
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Abb. 4.4.: Stationare Spekiren des T(6-4)T-Dimers (rot) und des daraus entstanden Dewar-Schadens
(schwarz) im UV in Einheiten des Extinktionskoeffizienten. Die Werte des Extinktionskoeffizienten
kénnen mit einer Genauigkeit von 10 % angegeben werden.

Im Spektrum des T(6-4)T-Dimers tritt eine intensive Absorptionsbande mit einem Maxi-
mum bei 325 nm auf. Nach Belichtung mit UV-A/B-Licht verschwindet diese Bande. Der
Sekundirschaden (das T(Dewar)T-Dimer) besitzt keine signifikante Absorption im UV-Bereich
ab 250 nm. Das Verschwinden der Bande erklart sich durch den Bruch des konjugierten
m-Systems bei der Bildung des Dewar-Isomers. Das Ausbleichen der UV-Bande stellt somit
einen zusétzlichen, wenn auch indirekten, Nachweis fiir die Bildung des Dewar-Valenzisomers
dar.

In Abbildung 4.5 ist zusitzlich zum Absorptionsspektrum im UV/Vis-Bereich das Emissions-
spektrum des T(6-4)T-Dimers gezeigt. Das Intensititsmaximum des Fluoreszenzspektrums ist
auf das Maximum der Bande bei 323 nm im UV-Spektrum normiert und besitzt ein Maximum
bei 410 nm. Dies entspricht einer Stokes-Verschiebung von 6570 cm™!. Durch Intergration
des Fluoreszenzspektrums und dem Vergleich mit einem Referenzfarbstoff (Coumarin 120 in
Ethanol, <I>7ﬁf =98 % aus [Bry08]), dessen Emission unter identischen Bedingungen aufgenom-
men wird, kann die Fluoreszenz-Quantenausbeute bestimmt werden. Fiir das T(6-4)T-Dimer
erhilt man einen Wert von 0.7 % bei Raumtemperatur. Uber eine Analyse der Spektren nach
S. Strickler und R. Berg [Str62] kann die strahlende Rate zu k, = 0.04 - 10°s~! abgeschiitzt
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Abb. 4.5.: Vergleich des Absorptionsspektrums des T(6-4)T-Dimers (rot) mit seinem Emissionsspekt-
rum (grin). Das Maximum des Emissionspektrums wurde auf das Maximum des Absorptionspektrums
bei 323 nm normiert.

werden. Daraus ldsst sich die Fluoreszenz-Lebensdauer von 7';16 Y= CI> (6= / k, ~ 175ps

berechnen, die einen Hinweis auf die zu erwartende Gréenordnung der Lebensdauer des
angeregten Zustands gibt.

4.2.3. Bestimmung der Quantenausbeute der Dewar-Bildung

Die Bestimmung der Quantenausbeute der Reaktion des T(6-4)T-Dimers zum Dewar-Isomer
wurde anhand der spektral isolierten Markerbande bei 1781 cm™! im Infraroten durchgefiihrt.
Durch die spektrale Isolation im hochfrequenten Bereich bietet sie einen direkten Zugang zum
Produkt. Die T(6-4)T-Dimere wurden in D,O gelost. Die Konzentration wurde so gewihlt,
dass bei Belichtung in einer Kiivette von 10 mm Lénge das eingestrahlte UV-Licht bei 355 nm
praktisch vollstindig absorbiert wird (OD(355 nm) > 2). Nach mehreren Belichtungsschrit-
ten des T(6-4)T-Dimers im Abstand von 2 bis 4 min zeichnet sich die Dewar-Markerbande
im IR-Spektrum bei 1781 cm™! ab (siehe Abbildung 4.6a). In Abbildung 4.6b ist die Ab-
sorptionsinderung bei 1781 cm~! gegen die Belichtungsdauer in Minuten aufgetragen. Die
Anderung der Absorption steigt zunichst niherungsweise linear an und geht nach etwa 40
bis 50 min Belichtungsdauer in eine Sittigungskurve iiber. Fiir kleine Strahlungsdosen und
kurze Belichtungsdauern kann die Steigung der Absorptionsidnderung und damit der Konzen-
trationsidnderung der Produktmolekiile als direkt proportional zur Quantenausbeute [Fis70]
angenommen werden.
ACDew A14Dew

P ~ ~ fii . 4.1
Dew At At urt — 0 4.1)

Die experimentellen Daten lassen sich bis zu einer Belichtungszeit von etwa 35 min durch
eine lineare Funktion anpassen. Aus deren Steigung wird, wie in Anhang C geschildert, die
Quantenausbeute der Dewar-Isomerisierungsreaktion mit einem Wert von etwa 8 % +2 %
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Abb. 4.6.: a) Ergebnis des Belichtungsexperiments an T(6-4)T-Dimeren in D,O mit einer Belich-
tungswellenlange bei 355 nm. Im IR-Spektrum ist unter Belichtung eine Zunahme der Absorption
im Bereich der Dewar-Markerbande bei 1781 cm~! zu beobachten (graue Linien). Die gelbe Linie
reprasentiert das finale Spektrum nach 110 min Belichtungsdauer nach dem keine Absorptionsénderung
mehr beobachtet wird. b) Absorptionsénderung bei 1781 cm~! aufgetragen gegen die Belichtungszeit
der Probe.

bestimmt. In der Literatur ist noch wenig iiber diesen Wert bekannt. In [Lem93] wurde mittels
HPLC-Analyse ein Wert fiir die Quantenausbeute der Dewar-Bildung von 2 % gemessen. In
diesem Fall wurde unter anderem ein Dinukleotid-Monophosphat (dTpdT) untersucht und
die Quantenausbeute der Sekundirreaktion des T(6-4)T-Dimers zum Dewar-Isomer nach
Belichtung mit UV-Licht bei 313 nm und einer Probentemperatur von 15 &+ 1 °C bestimmt.
Bei der hier vorgestellten Messung der Quantenausbeute wurde ein Formacetal-verbriicktes
T(6-4)-Dinukleotid statt eines Dinukleotid-Monophosphats verwendet. Die Anregung wurde
bei einer Wellenlidnge von 355 nm durchgefiihrt und die Belichtung fand bei Raumtemperatur
(~23°C) statt. Im Verlauf der Synthese des T(6-4)T-Dinukleotids wurde kein Einfluss der
Art der Riickgrat-Verbriickung auf die Quantenausbeute festgestellt [Glal0]. Auch der Un-
terschied in der Anregungswellenlinge sollte keinen grolen Einfluss haben, da sich diese in
beiden Fillen im Bereich der (6-4)-Absorptionsbande bei 325 nm befindet. Die nachfolgenden
Untersuchungen werden zeigen, dass die Reaktion zum Dewar-Isomer iiber eine Energiebar-
riere verlduft und damit eine temperaturabhédngige Zeitkonstane besitzt. Daher ist es moglich,
dass die Umgebungstemperatur auch die Quantenausbeute beeinflusst. Der Unterschied in der
Probentemperatur in den beiden Experimenten konnte eine Erkldrung fiir den Unterschied in
der Quantenausbeute der Dewar-Bildung sein.

4.3. Zeitaufgeloste Experimente

Im folgenden Abschnitt werden die zeitaufgelosten Experimente besprochen, die iiber die
Kinetik der Reaktion zum T(Dewar)T-Isomer Aufschluss geben. Im Vordergrund stehen die
Messungen im infraroten Spektralbereich, in denen sich die Dewar-Isomerisierung durch das
Auftreten einer charkteristischen Schwingungsbande nachweisen lidsst. Dabei wird zunéchst ein
kurzer Uberblick iiber die IR-Messungen gegeben, dann auf den Nachweis des Dewar-Isomers
und die Zeitskala der Bildung eingegangen. Ein weiteres Unterkapitel befasst sich mit den
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4. Die Bildung des Dewar-Valenzisomers

zeitaufgelosten IR-Messungen im Nanosekundenbereich, in dem zusitzliche Signaldnderungen
beobachtet werden. Ergiinzend zu den Analysen im Infraroten werden zeitaufgeloste Experi-
mente im UV/Vis-Bereich und Emmissionsmessungen vorgestellt, die die Informationen iiber
den photochemischen Reaktionspfad vervollstindigen.

4.3.1. Femtosekundenspektroskopie im IR: Bildung des
Dewar-Valenzisomers

Mit der T(6-4)T-Probensubstanz sind zwei fs-Messungen im Infaroten mit einer Anregungswel-
lenldnge von 325 nm durchgefiihrt worden. Im ersten Durchgang erstreckt sich der Messbereich
von etwa 1400 bis 1825 cm~! und dient dazu, sich einen Uberblick iiber den Signalverlauf im
angeregten Zustand zu verschaffen. Der zweite Messdurchgang konzentriert sich spektral auf
die Vorginge im Bereich der C=0-Streck-Schwingungsbanden zwischen 1630 und 1830 cm ™!,

Zeitaufgeldste IR-Messung im Uberblick

In Abbildung 4.7 ist das Ergebnis der zeitaufgelosten Messung am T(6-4)T-Dimer nach An-
regung bei 325 nm und einer Impulsenergie von 450 nJ gezeigt. In der Konturdarstellung
(Abbildung 4.7 a) ist die Absortionsdnderung in Abhiingigkeit der Verzégerungszeit logarith-
misch von 1 ps bis 2.2 ns und der Wellenzahl von 1450 bis 1825 cm™! aufgetragen. Darunter
(Abbildung 4.7 b) befinden sich einzelne transiente Spektren zu ausgewihlten Verzogerungs-
zeiten. Zudem ist zur Orientierung das stationdre Absorptionsspektrum des T(6-4)T-Dimers
eingetragen (grau schattiert). Es heben sich zunichst drei Bereiche mit negativer Signalampli-
tude bei 1516cm™?, 1612cm™! und 1666 cm ™! hervor (gestrichelte Linien). Diese negativen
Signale erholen sich im Zeitbereich von 100 bis 500 ps. Der Vergleich mit dem stationédren
Spektrum zeigt, dass diese Absorptionsidnderungen im Wesentlichen dem Ausbleichen von
Grundzustandsbanden nach Anregung entsprechen. Man beachte, dass die Bande bei 1550 cm ™!
im grau schattierten Grundzustandzspektrum nicht zum T(6-4)T-Dimer gehort, sondern durch
Reste von Pufferlésung aus der Synthese hervorgerufen wird.

Bei einem Blick auf die Zeitverldufe und das Ergebnis der globalen Datenanpassung lisst sich
eine genauere Aussage iiber die zeitliche Entwicklung der Signale treffen. In Abbildung 4.8 sind
die Zeitverldufe an den spektralen Positionen zu sehen, die in Abbildung 4.7 durch gestrichelte
Linien gekennzeichten sind. Fiir eine quantitative Analyse wurden die experimentellen Daten
mit einer Summe von Exponentialfunktionen im gesamten spektralen Messbereich (global)
angepasst (siche Kapitel 3.4.3). Die Analyse wurde fiir Verzogerungszeiten gro3er als 1 ps mit
zwei Zeitkonstanten als Vorgabe durchgefiihrt. Die im Bereich des Nullpunkts und innerhalb der
ersten Pikosekunden auftretenden Signalbeitrdge, hervorgerufen durch Relaxationsvorginge
von Schwingungsbanden nach Photoanregung, werden hier nicht beriicksichtigt. Die erste
Zeitkonstante beschreibt Signalbeitrige, die das Erholen des Grundzustandsausbleichens
reprasentieren. Die zweite Zeitkonstante ist auf oo gesetzt und beschreibt das Spektrum
zum Ende des zeitlichen Messbereichs. Die freie Iteration der ersten Zeitkonstante ergibt
einen Wert von 136 ps und fiihrt zu einer guten Représentation der Daten. Das Ergebnis der
Datenanpassung mit dem Amplitudenspektrum, das mit der Zeitkonstante von 136 ps assoziiert
wird, ist in Anhang B dargestellt.
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Abb. 4.7.: Zeitaufgeltste IR-Messung am T(6-4)T-Dimer im Bereich von 1450 bis 1800cm~!. a) In
der Konturdarstellung werden positive Signalbeitrage rot, negative Signalbeitrdge blau abgestuft. b)
Transiente Spektren nach verschiedenen Verzégerungszeiten zum Anregungsimpuls. Das stationare
Absorptionsspektrum der T(6-4)T-Dimere ist grau unterlegt.

Die stationdren Belichtungsexperimente zeigen, dass sich im Bereich von 1781 cm™! die
Bildung des Dewar-Valenzisomers in Form einer Absorptionszunahme zeigt. In der bisher
beschriebenen zeitaufgeldsten Messung ist in diesem Bereich nur nach einer Mittelung der
Daten ein Anzeichen einer Zunahme zu erkennen. Aus diesem Grund wurde ein zweites Experi-
ment mit verbesserter Genauigkeit und hoherer Anregungsenergie durchgefiihrt. Dieses konzen-
triert sich auf den charkteristischen Bereich der C=0-Streckschwingungen bei 1625 cm™! bis
1830 cm™! und den Nachweis der Entstehung Dewar-Markerbande bei 1781 cm™1.

Beobachtung der Dewar-Bildung

In Abbildung 4.9 ist das Ergebnis der Femtosekundenmessung am T(6-4)T-Dimer nach An-
regung bei 325 nm und einer Impulsenergie von 750 nJ zu sehen. Der Spektralbereich um-
fasst hierbei die Entwicklung der C=0-Streckschwingungsbanden zwischen 1625 cm~! und
1830 cm ™. Die Messung wurde bis zu einer Verzogerungszeit von 2,1 ns durchgefiihrt. Die
hohere Anregungsenergie wurde dabei nur auf Kosten einer schlechteren Biindelqualitit des
Anregungslichts erreicht. Dies fiihrte dazu, dass der rdumliche Uberlapp zwischen Anreg- und
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Abb. 4.8.: Zeitverlaufe mit den Datenanpassungskurven aus der globalen Anpassung an den charak-
teristischen Positionen der Ausbleichsignale bei 1516 cm~!, 1612cm~! und 1666 cm~. Die globale
Datenanpassung mit einer Summe von Exponetialfunktionen gefaltet mit der Apparatefunktion liefert
eine Zeitkonstante von 136 ps.

Abtastlicht durch das Verschieben der mechanischen Verzégerungsstrecke nur bis zu einer
Zeitverzogerung von 600 ps vollstindig aufrechterhalten werden konnte. Es zeigt sich jedoch,
dass dieser zeitliche Messbereich fiir eine Beschreibung der Dewar-Bildung ausreichend ist.

Des weiteren wird durch die hohere Anregungsenergie ein Signalbeitrag des Losungsmittels
sichtbar. Die bei Photoanregung der T(6-4)T-Dimere und dem Ubergang in den Grundzustand
wieder abgegebene Energie heizt die umgebenden Losungsmittel-Molekiile auf. Eine Verén-
derung der Temperatur des Losungsmittels fiihrt zu einer Rotverschiebung seiner Schwingungs-
banden. Da sich im spektralen Messbereich eine Kombinationsschwingung von D,O bei etwa
1560 cm™~! befindet, entsteht durch das mit der Photoanregung verbundene Aufheizen ein
zusdtzliches Signal mit einer sigmoidalen Form, das sich iiber den gesamten Messbereich
erstreckt. Die Messdaten lassen sich jedoch, wie in Anhang A beschrieben, auf dieses Signal
korrigieren. Bei den in Abbildungen 4.9 bis 4.13 gezeigten Daten wurde diese Losungsmit-
telkorrektur durchgefiihrt.

In der Konturdarstellung von Abbildung 4.9 a ist das Ergebnis der zeitaufgelosten Messung
an T(6-4)T-Dimer bis 600 ps im gesamten spektralen Messbereich gezeigt. Damit die Sig-
nalverldufe deutlicher sichtbar werden, ist das Messergebnis in Bereiche unterschiedlicher
Skalierung der Signalintensitit aufgeteilt. Der Bereich von 1750 bis 1825 cm™! ist in zehnfach-
er Spreizung dargestellt. In Abbildungsteil 4.9 b sind ausgewihlte transiente Spektren von 10
bis 250 ps zu sehen. Im spektralen Bereich von 1625 bis 1700 cm ™! ist das in der ersten Mes-
sung bereits beschriebene Ausbleichsignal zweier Banden bei etwa 1645 cm ™! und 1666 cm™*
zu erkennen. Das Ausbleichen erholt sich mit einer Zeitkonstante im Bereich von etwa 100 bis
150 ps. Dies entspricht, wie in der ersten Messung, der Erholung des elektronischen Grundzu-
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Abb. 4.9.: Konturdarstellung und transiente Spektren der Messungen an T(6-4)T-Dimeren mit An-
regung bei 325 m: Links das Ausbleichsignal im Bereich der C=0O-Streckschwingungen, rechts die
Absorptionszunahme an der Position der Dewar-Markerbande bei 1781 cm~!. Beide Signalanderungen
finden auf der Zeitskala von etwa 100 ps statt.

stands. Innerhalb der ersten 250 ps nach Photoanregung bleibt das Amplitudenverhiltnis der
Ausbleichbanden untereinander gleich.

Im Bereich um 1780 cm™!, in dem die Dewar-Markerbande erwartet wird, zeigt sich deutlich
eine Absorptionszunahme. Das Maximum des Signals liegt bei 1781 cm~! und entspricht
damit exakt dem Maximum der Absorptionsbande im Dewar-Spektrum (Abbildung 4.3). Am
zeitlichen Verlauf der Absorptionsinderung bei 1781 cm ™! lésst sich demnach die Bildung des
Dewar-Schadens verfolgen.

Die Zeitverldufe der spektralen Positionen des Ausbleichsignals bei 1666 cm™" und bei der
Dewar-Markerbande bei 1781 cm~! sind in Abbildung 4.10 bis 600 ps aufgetragen. Anhand des
Verlaufs der Graphen ist zu erkennen, dass die Absorptionszunahme im gleichen Zeitbereich

1
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Abb. 4.10.: Zeitverlaufe des Ausbleichsignals bei 1666cm~! und der Entstehung der Dewar-
Markerbande bei 1781 cm~!. Die Daten wurden mittels einer Summe von Exponentialfunktionen
gefaltet mit der Apparatefunktion angepasst (durchgezogene Linien).

wie das Erholen des Ausbleichsignals stattfindet. Dies ist ein Beleg dafiir, dass die Bildung
des Dewar-Schadens iiber einem elektronisch angeregten Zustand des (6-4)-Schadens verlduft.
Die globale Anpassung des Datensatzes wurde von 1 ps bis 2,1 ns durchgefiihrt, obwohl das
Messignal sich durch den anfangs beschriebenen Verlust des riumlichen Uberlapps ab einer
Verzogerungszeit von 600 ps verringert. Bei der Datenanpassung wurde eine Summe von
Exponentialfunktionen mit vier Zeitkonstanten verwendet. Das Ergebnis ist in Anhang B in
Form von Amplitudenspektren der einzelnen Zeitkonstanten gezeigt.

Die erste Zeitkonstante betrdgt 3,4 ps und beschreibt Signalbeitrdge in sigmoidaler Form
iber den gesamten spektralen Messbereich. Im Infraroten sind solche Signale mit Zeitkon-
stanten im Bereich von 1 ps bis 10 ps typisch fiir die Relaxation von schwingungsangeregten
Molekiilen (,,Cooling*). Nach Photoabsorption in den Franck-Condon-Zustand findet eine
Relaxation in ein Minimum des angeregten Zustands statt. Die dabei entstandene iiberschiissige
Energie wird auf Schwingungsmoden des Molekiils iibertragen und fiihrt zu Anderungen im
Schwingungsspektrum. Diese Relaxationsvorginge wurden bereits in dhnlichen Systemen
beobachtet [Kui05, Sch08].

Die zweite Zeitkonstante reprisentiert die stdrksten Signaldnderungen, die mit dem Erholen
der Ausbleichsignale im Zusammenhang stehen und den Zerfall des angeregten Zustands
beschreiben. Die Iteration der Anpassung ergibt einen Wert von 128 ps fiir diesen Vorgang.
Eine dritte Zeitkonstante wird fiir Signaldnderungen im Zeitbereich von 1,2 ns benétigt. Dieser
Vorgang wird durch den anfangs beschriebenen Verlust des zeitlichen Uberlapps ab 600 ps
beeinflusst. Das Amplitudenspektrum, das mit dieser Zeitkonstante assoziiert wird, weist
jedoch auf einen Signalbeitrag hin, der nicht nur mit dem Signalriickgang durch den Verlust
des zeitlichen Uberlapps zusammenhingt (siehe Anhang B), sondern auch auf Anderungen des
Spektrums im Bereich der C=0-Banden hinweist. Die vierte Zeitkonstante ist auf co gesetzt
und beschreibt das Spektrum zum Ende des zeitlichen Messbereichs.
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Bestimmung der Quantenausbeute aus den zeitaufgelésten Messungen

Nachdem der zeitliche Verlauf der Dewar-Bildung beobachtet werden kann, ist es nun moglich
die Quantenausbeute der Isomerisierungsreaktion aus dieser Messung zu bestimmen und
sie mit dem Wert aus dem stationdren Belichtungsexperiment zu vergleichen. Die Quanten-
ausbeute ergibt sich aus dem Verhiltnis der Anzahl der durch UV-Absorption gebildeten
Dewar-Dimere und der Zahl der angeregten T(6-4)T-Dimere und lésst sich auch durch die
jeweiligen Konzentrationen der Dimere ausdriicken

CDew

_ 4.2)
1 C6—4)

q)Dew =

Der Faktor 7 stellt den Anteil der tatsdchlich angeregten Molekiile dar. Dieser Wert lésst sich
aus dem initialen Ausbleichen der Grundzustands-Absorptionsbande bei 1666 cm™! abschitzen
und liegt in diesem Fall bei 1,1%. Mit der Absorptionsidnderung AA, aus der zeitaufgelosten
IR-Messung an der Stelle 1781 cm™!, des aus dem stationiren Spektrum bestimmten Ex-
tinktionskoeffizienten ¢ p.,, bei 1781 cm~! und der Schichtdicke d der Kiivette ergibt sich
mit

AAfS = CDew * €Dew * d (43)

und
1 AAys

N C6-4) EDewd
die Quantenausbeute der Dewar-Bildung. An der spektralen Position der Dewar-Bande bei
1781 cm~! besteht eine Absorptionsidnderung von 0,045 mOD. Der Wert von € p,,, an dieser
Stelle betréigt 333 M~ 'cm™'. Mit 7 = 0,011, d = 90 um und c(s_4) = 16,6 mM ergibt sich eine
Quantenausbeute von @ p.,, = 6,8 %. Aufgrund der Messungenauigkeitet bei der Bestimmung
des Extinktionskoeffizienten und der Anzahl der tatsdchlich angeregten Molekiile liegt der
Fehler bei etwa 2 %. Deshalb liegt die Quantenausbeute der Dewar-Bildung, bestimmt aus den
zeitaufgelosten Daten, zwischen 5 und 9 % und stimmt im Rahmen der Messgenauigkeit mit
dem Wert aus dem stationdren Belichtungsexperiment iiberein.

q)Dew = (44)

Absorptionsanderungen im Nanosekundenbereich

Vergleicht man die transienten Spektren der Messung bei spidten Verzogerungszeiten beispiels-
weise bei 250 ps mit dem stationdren Differenzsspektrum (Abbildung 4.3) so fillt auf, dass
ein Unterschied im Verhiltnis der Maximalamplitude bei 1645 cm™! zu der bei 1666 cm™!
besteht. Im transienten Spektrum ist die Absorptionsinderung bei 1666 cm™" stiirker als bei
1645 cm™!. Im stationiiren Spektrum ist dieses Verhiltnis umgekehrt. Zudem zeigt das sta-
tionire Belichtungsexperiment, dass die Amplituden der Dewar-Markerbande bei 1781 cm ™!
und die dadurch erzeugte negative Absorptionsinderung im Bereich um 1650 cm™! in etwa
die gleiche GroBe besitzen. Dies ist in den transienten Spektren jedoch nicht der Fall. In den
zeitaufgelosten Daten besteht ein Unterschied der Absorptionsidnderung um den Faktor 5 bis
10 zwischen der Marker-Bande und dem Bereich um 1650 cm™!. Dieser Vergleich legt nahe,
dass die Dynamik der Reaktion im bisher zugéinglichen Messbereich von weniger als 1 ns noch
nicht abgeschlossen ist. Aus diesem Grund wurden zeitaufgeloste IR-Messungen im Nano- bis
Mikrosekundenbereich an T(6-4)T-Dimeren durchgefiihrt.
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4.3.2. Zeitaufgeloste Experimente im Nanosekundenbereich

Die zeitliche Entwicklung von T(6-4)T-Dimeren nach Anregung bei 355 nm im Nanosekunden-
bereich ist in Abbildung 4.11 dargestellt. Die Messung wurde im gleichen spektralen Bereich
wie die Femtosekundenmessung von 1625 bis 1830 cm™! durchgefiihrt. Die Verzdgerungszeit
erstreckt sich bis zu 10 us. Die Daten wurden, wie in Anhang A beschrieben auf das Lo-
sungsmittelsignal korrigiert. In Abbildungsteil 4.11a ist das Ausbleichsignal der zwei Banden
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Abb. 4.11.: Zeitaufgeloste IR-Messung an T(6-4)T-Dimeren im Nano- bis Mikrosekundenbereich.
a) Transiente Spekiren im Bereich der C=0-Streckschwingungsbanden einschlieBlich der Dewar-
Markerbande. b) Vergleich des transienten Spektrums bei 10 s mit dem stationéren Differenzspektrum
nach Belichtung von T(6-4)T-Dimeren zum Dewar-Valenzisomer.

bei 1645 und 1666 cm™! und das Signal der induzierten Absorption der Dewar-Bande bei
1781 cm™~! zu erkennen. Im Verlauf des transienten Spektrums bei 0.2 ps besteht eine gute
Ubereinstimmung mit dem entsprechenden Spektrum aus der fs-Messung.

Es werden folgende Kinetiken beobachtet: Innerhalb weniger Nanosekunden ist ein Riick-
gang eines GroBteils des Ausbleichsignals bei 1666 cm™! zu erkennen (Pfeil mit 1 ns). Mit einer
kleineren Amplitude findet in diesem Bereich ein weiterer Riickgang des Ausbleichsignals
innerhalb von 100 bis 1000 ns statt (Pfeil mit 500 ns). Das Verhiltnis der beiden Ausbleich-
banden kehrt sich dadurch um. Eine weitere Signalinderung befindet sich bei 1700 cm™".
Eine positive Absorptionsinderung zu Beginn nimmt innerhalb der 1 ns Zeitkonstante auf
Null ab und wird bis zum Ende des zeitlichen Messbereichs negativ. Eine Verdnderung der
induzierten Absorption im Bereich der Dewar-Bande ist innerhalb der Messgenauigkeit nicht
zu erkennen. In Abbildung 4.11b ist zum Vergleich das transiente Spektrum bei 10 us (gemittelt
iiber 10 Spektren vor und nach 10 ps) zusammen mit dem stationédren Differenzspektrum aus
dem Belichtungsexperiment von T(6-4)T-Dimeren zum Dewar-Valenzisomer (Abbildung 4.3)
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aufgetragen. Das stationidre Spektrum wurde auf das transiente Spektrum skaliert. Die sehr
gute Ubereinstimmung der beiden Spektren zeigt, dass alle Prozesse nach 90 us vollstindig
abgeschlossen sind.

Das Ergebnis der globalen Datenanpassung fiir die Messung im Nanosekundenbereich ist
in Abbildung 4.12 gezeigt. Die groBten Absorptionsinderungen finden bei 1700 cm™—! und
in der Ausbleichbande bei 1666 cm™! statt. Die Anpassung wurde von 0,5 ns bis 90 us mit
vier Zeitkonstanten durchgefiihrt. Die erste wurde auf dem bereits ermittelten Wert von 130 ps
festgehalten und dient der Beschreibung von Prozessen, die im Pikosekundenbereich stattfinden
und das Signal im Bereich des Nullpunkts beeinflussen kdnnen. Die zweite Zeitkonstante
wird frei iteriert und reprisentiert den Verlauf der Absorptionsinderung bei 1666 cm~! und
1700 cm™!. Bei einem Wert von 1,3 ns erhilt man eine gute Ubereinstimmung mit den Daten.
Eine dritte Zeitkonstante, die in der Ausbleichbande bei 1666 cm~! noch zusitzlich zu einem
Erholen der Bande fiihrt, hat eine sehr kleine Amplitude, wodurch die Anpassung hier mit
einem groflen Fehler behaftet ist. Der Wert liegt in etwa bei 500 ns. Die vierte Zeitkonstante
beschreibt wiederum das transiente Spektrum am Ende des zeitlichen Messbereichs von 90 ys.

-0.1

-0.2

0.00

AA/mOD

-0.05

s 2 aaaal a2 aaal PR A WY PR R A WY
1 10 100 1000 10000

-0.10 bmssn

Delay Time / ns

Abb. 4.12.: Zeitverldufe der Messung an T(6-4)T-Dimeren im Nanosekundenbereich an den angegebe-
nen spektralen Positionen. Die Daten wurden mit einer Summe aus Exponentialfunktionen gefaltet mit
der Apparatefunktion im Zeitbereich von 0.5 ns bis 90 s angepasst.

Die Datensitze aus den Messungen in den verschiedenen Zeitbereichen lassen sich nach der
Losungsmittelkorrektur miteinander verbinden. In Abbildung 4.13 ist oben der Zeitverlauf des
Ausbleichsignals bei 1664 cm™! und unten der Zeitverlauf der Absorptionszunahme bei der
Dewar-Markerbande bei 1781 cm™! im Zeitbereich von 10 ps bis 10 us gezeigt. Der Ubergang
des Piko- in den Nanosekundenbereich ist bei 500 ps gewéhlt. Die Absorptionsdnderungen
an diesen spektralen Positionen repridsentieren die wichtigsten Erkenntnisse, die aus den zeit-
aufgelosten Messungen im Infraroten Spektralbereich gewonnen werden konnen. Es kann
zundchst die Bildung der Dewar-Valenzisomers aus dem T(6-4)T-Dimer unter Photoanregung
anhand der Markerbande bei 1781 cm~! nachgewiesen werden. Des Weiteren ist anhand der
Ausbleichsignale der Grundzustandsbanden ein Zerfall des elektronisch angeregten Zustands
und eine Erholung des Grundzustands mit 128 ps zu beobachten. Die Dewar-Bildung erfolgt
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Abb. 4.13.: Zeitverlaufe des C=0-Ausbleichsignals und der Dewar-Markerbande im nahezu gesamten
gemessenen Zeitbereich von 10 ps bis 10 us. Die durchgezogene Linie entspricht der Datenanpassung
mit einer Summe aus Exponentialfunktionen mit den drei Zeitkonstanten 130 ps, 1,3 ns und 500 ns.

aus dem angeregten Zustand, da sie mit diesem Vorgang zeitlich einhergeht. Die Vorginge
im Nanosekundenbereich, die vornehmlich mit einem weiteren Erholen der Grundzustands-
banden zusammenhingen, lassen sich moglicherweise mit der Besetzung eines langlebigen
Triplett-Zustandes erkldren. Die Ergebnisse der globalen Datenanpassungen aus den beiden
zeitaufgelosten Messungen im IR sind in Tabelle 4.1 zur Ubersicht eingetragen.

Zeitbereiche H To \ T \ T \ T3
fs-IR 3,4ps 128 ps (1,2ns) 9]
ns-IR 130 ps (fest) | 1,3ns | ~ 500ns

Tabelle 4.1.: Ubersicht iiber die Zeitkonstanten aus der zeitaufgeldsten Messungen an T(6-4)T-Dimeren
im infraroten Spektralbereich nach Anregung bei einer Wellenlange von 325 nm.

Die Zeitkonstante von 1,2 ns liefert im fs-IR dhnliche Absorptionsidnderungen wie die
entsprechende Zeitkonstante von 1,3 ns aus dem ns-IR-Experiment (siche Anhang B). Dem
Spektrum ist durch den Verlust des zeitlichen Uberlapps im fs-Experiment ab 600 ps je-
doch auch ein Riickgang des Gesamtsignals iiberlagert. Die Kldrung der Frage, inwieweit
die Vorginge im Nanosekundenbereich einem Triplett-Zustand zugeordnet werden konnen,
erfordert weitere Untersuchungen. Ergidnzend zu den Experimenten im IR wurden daher
zeitaufgeloste Emissions- und Absorptionsmessungen im UV und sichtbaren Spektralbe-
reich an T(6-4)T-Dimeren durchgefiihrt. Sie sollen das Reaktionsbild bestédtigen und weitere
Aufschliisse dariiber geben. Im folgenden Unterkapitel werden die zeitaufgelosten Emmis-
sionsmessungen beschrieben und die Ergebnisse angesprochen. Die Emissionsmessungen an
den T(6-4)T-Dimeren wurden zudem bei verschiedenen Temperaturen der Probensubstanz
durchgefiihrt. Ein weiteres Unterkapitel befasst sich mit den zeitaufgelosten Experimenten im
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UV- und sichtbaren Spektralbereich an den T(6-4)T-Dimeren.

4.3.3. Zeitaufgeldste Fluoreszenzspektroskopie

Mit der zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie lisst sich die Charakteristik der Emission der
T(6-4)T-Dimere nach elektronischer Anregung beobachten. Daraus erhélt man die Lebensdauer
des angeregten Zustands und Anderungen der Emissionseigenschaften nach Photoanregung.
Die Emmissionsmessungen wurden zudem bei vier unterschiedlichen Temperaturen der Proben-
16sung durchgefiihrt, um die Abhéngigkeit der Zeitkonstanten von der Probentemperatur zu
ermitteln. Aus der Temperurabhéngigkeit ldsst sich bestimmen, ob fiir die einzelnen Prozesse
energetische Aktivierungsbarrieren existieren und deren Hohe mittels eines Arrheniusgraphen
abschitzen.

Die zeitaufgelosten Emissionsmessungen wurden mit einem Aufbau bestehend aus einer
Streak-Kamera zur Detektion und einem fs-Lasersystem zur Anregung durchgefiihrt. Das
Detektionssystem besteht aus einem Cassegrain-Objektiv, das das aufgesammelte Fluores-
zenzlicht auf den Eintrittspalt eines Gitterspektrographen fokussiert. In dem Spektrographen
wird das Licht spektral aufgetrennt und auf die Photokathode des Streak-Kamerasystems
(Hamamatsu, C5680-24 C) abgebildet. Eine ausfiihrlichere Beschreibung des Aufbaus befindet
sich in [Rys11]. Die Messungen an den T(6-4)T-Dimeren wurden fiir die Zeitkonstanten im
Piko- und Nanosekundenbereich mit zwei Zeitfenstern durchgefiihrt. Die Zeitfenster haben
eine Breite von 1 ns beziehungsweise 10 ns. Zur Variation der Probentemperatur wurde ein
temperierbarer Kiivettenhalter aus Kupfer verwendet der im Kontakt zu einem Temperierbad
stand. Zusitzlich bestand ein thermischer Kontakt zwischen dem Vorratsgefdll der Probe und
dem Temperierbad. Die Probentemperatur wurde direkt in der Kiivette nahe des Probenortes
gemessen.
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Abb. 4.14.: Daten der ZeitaufgelGste Fluoreszenzspektroskopie an T(6-4)T-Dimeren bei einer Proben-
temperatur von 28,2°C: a) Konturdarstellung der Emmission nach Photoanregung bei 325 nm. b)
Zeitverlauf im Maximum der Emmission bei 425 nm.
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In Abbildung 4.14 ist das Ergebniss einer zeitaufgelosten Fluoreszenzmessung an T(6-4)T-
Dimeren in D,O bei 301 K gezeigt. Die Konturdarstellung in Abbildung 4.14 a gibt einen
Uberblick iiber die Daten. Hierbei ist die Fluoreszenzintensitit in Abhiingigkeit der Wellenlinge
und der Verzogerungszeit im Bereich von -0.1 bis 0.8 ns aufgetragen. Das Fluoreszenzspektrum
besitzt ein Maximum bei 425 nm und féllt auf der Zeitskala von 100 ps ab. Eine genauere
Analyse zeigt, dass sich das Maximum des Fluoreszenzspektrums nach 1ns sich um etwa
15 nm zu niedrigeren Wellenldngen verschiebt und in diesem Zeitbereich weiter abnimmt.
Dieses dynamische Verhalten stimmt qualitativ mit den bisherigen Ergebnissen aus den zeit-
aufgeldsten Messungen im Infraroten iiberein. In Abbildung 4.14 b ist der Zeitverlauf der
Emission bei 425 nm wiedergegeben (graue Punkte). Die Daten wurden mit einer Summe von
Exponentialfunktionen, die mit der Apparatefunktion gefaltet wird, angepasst. Das Ergebnis
der Anpassung wird in Abbildung 4.14 b durch die blaue durchgezogene Linie reprisentiert.
Aus der Anpassung geht ein biexponentieller Zerfall der Fluoreszenz mit zwei Zeitkonstanten
71 = 106 ps und 75 = 0,91 ns fiir die Messung bei einer Probentemperatur von 301 K hervor.

Die zeitaufgelosten Emissionsmessungen wurden bei vier verschiedenen Probentempera-
turen von 291 bis 334 K durchgefiihrt. Die dabei ermittelten Zeitkonstanten fiir die Abnahme
der Fluoreszenz sind in Tabelle 4.2 eingetragen. Zusétzlich sind die Verhéltnisse der Ampli-
tuden a; der jeweiligen zeitlichen Komponenten zur Gesamtamplitude aufgelistet. Aus den
Mittelwerten der Amplitudenverhéltnisse ergibt sich eine Aufteilung von 87 % auf die kurze
Komponente 7; und 13 % auf die langlebige Komponente 75.

Temp. /K || 71 /ps | o/ ns | ay/(a1 + ag) | az/(a1 + as)

291 137 1.24 0.87 0.13
301 106 0.91 0.88 0.12
322 86 0.60 0.87 0.13
334 64 0.50 0.85 0.15

Tabelle 4.2.: Ubersicht (iber die Zeitkonstanten 7; und der Amplituden a; in Abhéngigkeit der Temperatur
ermittelt aus der zeitaufgelésten Fluoreszenzmessung von T(6-4)T.

Im zeitaufgelosten IR-Experiment stand keine direkte Temperaturerfassung der Probenlo-
sung zur Verfiigung. Die Probentemperatur wird daher anhand der Raumtemperatur von 297 °C
abgeschitzt, wobei die Temperatur durch die Verwendung der Walkpumpe fiir den Probenaus-
tausch leicht erhoht wird. Im IR werden Signale im Bereich von 130 ps und 1,2 ns beobachtet.
Diese Werte fiigen sich sehr gut in die Temperaturabhédngigkeit der Emissionszeitkonstanten
ein. Die zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen bestétigen daher qualitativ die Zeitkonstanten,
die in den IR-Experimenten gefunden werden.

Bestimmung der Barriere der elektronisch angeregten Zustande

Die Zeitkonstanten 7; und 7» ermittelt in den zeitaufgeldsten Fluoreszenzmessungen nehmen
mit ansteigender Probentemperatur ab. Dies bedeutet, dass beide Vorginge iiber eine Ener-
giebarriere ablaufen. Mithilfe der Arrheniusgleichung lésst sich die Aktivierungsenergie fiir
die jeweiligen Komponenten abschitzen. Die Arrheniusgleichung gibt eine Beziehung zwi-
schen der Reaktionsgeschwindigkeit £ und der Temperatur 7" der Probensubstanz iiber einen
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stoBtheoretischen Ansatz an und lautet wie folgt [Arr89]:

E

k=A-e Fsr, 4.5)

Dabei ist A ein priexponetieller Faktor (oder Hiufigkeitsfaktor), kp = 8,617 - 107° % die
Boltzmann-Konstante und £4 die Aktivierungsenergie, die fiir die Reaktion benotigt wird.
Triagt man nun den Kehrwert der Temperatur gegen den natiirlichen Logarithmus der Reak-
tionsgeschwindigkeit & auf ergibt es eine lineare Beziehung, aus deren Steigung sich der Wert
fiir &4 bestimmen l&sst.

Aus der Temperaturabhiingigkeit beider Zeitkonstanten (Tabelle 4.2 werden iiber die Arrhe-
niusgleichung die Werte fiir die Aktivierungsenergie £'4 bestimmt. Die Deaktivierung erfolgt
tiber Energiebarrieren mit einer Hohe von £ 4 ; = 1090 em ™! fiir die Zeitkonstane 7; und mit
Fao=1467 cm™ fiir die Zeitkonstane .

4.3.4. Femtosekundenspektroskopie im UV- und sichtbaren
Spektralbereich

Fiir ein besseres Verstindnis des Isomerisierungsprozesses und der Lebensdauer der elektro-
nisch angeregten Zustinde wurden zeitaufgeloste Messungen im UV und sichtbaren Spektral-
bereich an T(6-4)T-Dimeren gelost in DoO durchgefiihrt. Nach Anregung mit Impulsen mit
einer Zentralwellenlidnge bei 325 nm wird die Absorptionsinderung zu verschiedenen Verzo-
gerungszeiten breitbandig aufgenommen. Als Abtastlicht dient hierzu ein in CaF; erzeugtes
WeiBlichtkontinuum. Niaheres zu Aufbau und Funktionsweise des Experiments findet sich
beispielsweise in [Cor08].

Abbildung 4.15 enthilt die Absorptionsidnderung nach Anregung bei 325 nm aufgeteilt in
zwel Zeitbereiche der Signalidnderung, da die jeweiligen Signalamplituden sich um etwa eine
GroBenordnung unterscheiden. Im oberen Teil der Abbildung sind transiente Spektren zu
Verzogerungszeiten ab 1 ps und bis 525 ps, im unteren ab 525 ps und bis 3.5 ns gezeigt.

Zunichst ist eine sehr breite induzierte Absorption mit einem Einschnitt bei 405 nm zu
erkennen. Dieser Einschnitt verschiebt sich innerhalb weniger ps um etwa 10nm in den
langwelligen Bereich. Der Vergleich der Form des Einschnitts bei 405 nm mit dem stationiren
Fluoreszenzspektrum in Abbildung 4.5 zeigt, dass der Einschnitt durch die stimulierte Emission
hervorgerufen wird. Die induzierte Absorption nimmt mit einer Zeitkonstante im Bereich von
150 ps iiber den gesamten Spektralbereich auf etwa 10% der anfianglichen Amplitude ab. Im
unteren Abschnitt der Abbildung 4.15 ist zu erkennen, dass eine weitere Anderung des Signals
im Zeitbereich von 1 bis 2 ns vorliegt. Diese duflert sich in einer Absorptionszunahme bei
350 bis 450 nm bei gleichzeitiger Absorptionsabnahme zwischen 500 und 700 nm. Am Ende
des zeitlichen Messbereichs von 3,5 ns hat das transiente Spektrum immer noch ein breites
positives Signal mit einem leicht modulierten Maximum bei 415 nm (graue Linie).

Auch bei diesem Datensatz wurde eine globale Datenanpassung wie in Abschnitt 3.4.3
beschrieben durchgefiihrt. Es wurde eine Summe von Exponentialfunktionen mit vier Zeitkon-
stanten im Zeitbereich von 1 ps bis 3,5 ns verwendet. Die erste Zeitkonstante wurde frei iteriert
und fiihrte zu einem Wert von 75 = 3 ps. Die Zeitkonstante kann als eine Relaxation nach
Photoanregung in ein Minimum im angeregten Zustand interpretiert werden. Die zweite und
dritte Zeitkonstante wurden basierend auf den Emissionsmessungen auf den Werten 7, = 119 ps
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Abb. 4.15.: Ergebnis der zeitaufgeldésten Messungen an T(6-4)T-Dimeren im UV- und sichtbaren
Spektralbereich. Die Darstellung der transienten Spektren ist in zwei Bereiche unterschiedlicher
spektraler Amplituden aufgeteilt.

und 75 = 1118 ps festgehalten. Da sich die Probentemperatur im Experiment direkt bestimmen
lie3, wurde die Temperaturabhingigkeit der Zeitkonstanten anhand des Arrhenius-Graphen
beriicksichtigt. Die vierte Zeitkonstante reprédsentiert das transiente Spektrum zum Ende des
zeitlichen Messbereichs.

In Abbildung 4.16 sind Zeitverlaufe mit den Datenanpassungskurven an einzelnen spektralen
Positionen gezeigt. Die Anpassung gibt den Verlauf der Absorptiondnderungen gut wieder und
liefert damit eine Bestédtigung der Beobachtungen aus den zeitaufgeldsten Messungen im IR und
den Emissionsmessungen. Die langlebige positive Signalkomponente zum Ende des zeitlichen
Messbereichs deutet auf die Beteiligung eines weiteren Zustands hin. Zur weiteren Analyse
der Photophysik des Dewar bildenden Chromophors im T(6-4)T-Dimer wurden verschiedene
zeitaufgeloste Messungen an der monomeren Base Pyrimidinon durchgefiihrt.

4.4. Pyrimidinon als Modellsystem

Zur weiteren Aufklirung der photophysikalischen Eigenschaften des (6-4)-Schadens und der
Bildung des Dewar-Valenzisomers wurde das Minimalmodell eines (6-4)-Schadens untersucht
und die verschiedenen experimentellen Methoden auf ein modifiziertes Pyrimidin angewendet.
Die Ergebnisse sind im folgenden Unterkapitel zusammengefasst und umfassen stationire
und zeitaufgeloste Messungen im UV und infraroten Spektralbereich. Im letzten Abschnitt
werden die photophysikalischen Gemeinsamkeiten und Unterschiede des Monomers gegeniiber
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Abb. 4.16.: Zeitverlaufe von T(6-4)T-Dimeren nach Anregung bei 325 nm bei den angegebenen spek-
tralen Positionen. Die Daten wurden mit einer Summe von Exponentialfunktionen ab dem zeitlichen
Nullpunkt angepasst.

dem (6-4)-Dimer beleuchtet. Da in dieser Arbeit die Vergleichbarkeit der Messungen an
Pyrimidinon mit den entsprechenden Untersuchungen des T(6-4)T-Dimers im Vordergrund
steht, werden hauptséchlich zeitaufgeloste Messungen im IR un UV/Vis zur Beschreibung der
photophysikalischen Eigenschaften verwendet. Eine umfassende Analyse von Pyrimidinon,
die die zeitaufgeloste Absorptions- und Fluoreszenzmessungen im UV/Vis in Zusammenarbeit
mit der Gruppe von Prof. Gilch beschreibt, befindet sich in [Rys11].

4.4.1. Stationare Spektren von Pyrimidinon

Zur Untersuchung der photophysikalischen Eigenschaften des Chromophors im (6-4)-Dimer,
das das Dewar-Isomer ausbildet, wurden zunéchst stationédre Spektren von 1-Methyl-2(1H)-
Pyrimidinon (1M2P, Ausschnitt in Abbildung 4.17) in D,O aufgenommen . Das Absorptions-
spektrum im UV und sichtbaren Spektralbereich von 1M2P weist eine Bande mit Zentralwellen-
lange bei 302 nm auf (Abbildung 4.17, rote Linie). Durch Anregung bei 302 nm erhilt man das
Fluoreszenzspektrum (griine Linie) mit einem Maximum bei 360 nm. Die Stokes-Verschiebung
liegt bei 5300 cm ™1,

Eine intensive Belichtung der Bande bei 302 nm fiihrt zu einer Abnahme der Absorption.
Dies bedeutet, dass die Pyrimidin-Ringstruktur unter Belichtung verdndert wird. In Arbei-
ten von Lapinsky et al. [Lap03] wurde 1M2P in einer Argon-Matrix untersucht und keine
Dewar-Isomerisierung nachgewiesen, jedoch die Bildung von Isocyanaten nach einer Ringoft-
nungsreaktion beobachtet. Welche Anderungen in Losung auftreten ist bisher nicht untersucht
worden. Da das Dewar-Isomer im TT-Dimer im IR eindeutig anhand einer Marker-Bande
identifiziert werden kann, wurden auch fiir das Monomer 1M2P in D,O Infrarotspektren
nach Belichtung der UV-Bande bei 302 nm aufgenommen. Diese sind in Abbildung 4.18
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Abb. 4.17.: Absorptionsspektrum (in Einheiten des Extinktionskoeffizienten, rot) und Fluoreszenzspek-
trum (griin) von 1-Methyl-2(1H)-Pyrimidinon gelést in DoO mit der Strukturformel des Molekiils.

gezeigt. Im Ausgangsspektrum von 1M2P sind ausgeprigte Absorptionsbanden im Bereich
von 1550 bis 1650 cm™* zu erkennen. Die intensivste Bande bei 1648 cm~! kann der Carbonyl-
Streckschwingung (C=0) zugeordnet werden. Die beiden Banden bei 1550 und 1595 cm ™!
sind mit C-C-Streckschwingungen in der Pyrimidin-Ringstruktur verkniipft. Zwei weitere
Banden bei 1389 und 1410 cm~! befinden sich im Bereich von C-H-Biegeschwingungen.

Zur weiteren Charakterisierung im IR wurde an 1M2P in D50 ein stationéres Belichtungs-
experiment mit einer zentralen Anregungswellenldnge bei 266 nm durchgefiihrt (sieche dazu
Abschnitt 3.5). Das IR-Spektrum nach der Belichtung ist in Abbildung 4.18 (schwarze Linie)
gezeigt. Zu einer genaueren Analyse der Verianderung ist zusétzlich die Differenz der Spektren
vor und nach Belichtung in blau abgebildet. Es sind Absorptionsinderungen in nahezu allen
Banden meist in Form einer Abnahme der Intensiit zu beobachten. Lediglich die Bande bei
1410 cm™! verschiebt sich unter Belichtung um 9 cm™~!. Im Bereich von 1766 cm™! ist eine
kleine Absorptionszunahme zu erkennen. Der Vergleich mit dem Spektrum des T(Dewar)T-
Dimers ldsst vermuten, dass im Monomer 1M2P ebenfalls eine Dewar-Bildung jedoch mit einer
viel geringeren Quantenausbeute beobachtet wird. Eine Abschitzung der Quantenausbeute
beziiglich dieser Bande ergab einen Wert unterhalb von 0.1%. In einer Analyse der Reak-
tionsprodukte dieses Belichtungsexperimentes per HPLC konnte jedoch kein Dewar-Isomer
nachgewiesen werden.

In [Nis80] wurde in einem dhnlichen System, einem 1,4,6-Trimethyl-Pyrimindin-2-on, unter
Variation der Substituenten und des Losungsmittels die Dewar-Isomerisierung bei Raumtem-
peratur untersucht. Bei dieser Verbindung in Wasser gelost wurde ebenfalls keine qantitativ
nachweisbare Menge an Dewar-Isomeren gefunden. Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen,
dass im monomeren Pyrimidinon in D;O unter den verwendeten Belichtungsbedingungen
praktisch keine Dewar-Bildung stattfindet.
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Abb. 4.18.: IR-Absorptionsspektrum von 1-Methyl-2(1H)-Pyrimidinon gelést in D2O vor und nach
Belichtung mit 266 nm mit dem Differenzspektrum nach Belichtung.

4.4.2. Zeitaufgeloste Messungen an Pyrimidinon

Obwohl im monomeren Pyrimidinon keine signifikante Dewar-Bildung nachgewiesen wurde,
kann es dhnliche photophysikalischen Eigenschaften wie das T(6-4)T-Dimer besitzen. Daher
wurde es als Modellsystem des T(6-4)T-Dimers im Hinblick auf das Verhalten nach Photoan-
regung untersucht. Zur Analyse dieser Eigenschaften wurden zeitaufgeloste Messungen an
IM2P in D50 durchgefiihrt.

Zeitaufgeloste Messungen im IR-Bereich

Fiir die zeitaufgeloste Messungen an 1M2P in D,O wurde als Anregungswellenldnge die
dritte Harmonische der Laserfundamentalen bei 266 nm mit einer Impulsenregie von 1 pJ
gewihlt. Der zur Messung verwendete Aufbau unterscheidet sich abgesehen von der Anre-
gungswellenlidnge nicht von dem der bisher geschilderten IR-Messungen. In Abbildung 4.19
ist das Ergebnis der fs-Messung an 1M2P im Uberblick gezeigt. Abbildungsteil a) enthiilt die
Konturdarstellung des Messbereichs von 1400 bis 1700 cm™"! im Zeitbereich von 1 ps bis 3,1 ns.
Im Spektralbereich von 1525 bis 1700 cm ™! sind negative Absorptionsinderungen an drei
spektralen Positionen zu beobachten, die auf der Zeitskala von etwa 500 ps zuriickgehen. Bei
1436 cm ™! ist nach 1 ps eine positive Absorptionsinderung zu sehen, die sich innerhalb weniger
Pikosekunden um 7 cm~! zu hoheren Wellenzahlen verschiebt und im gleichen Zeitbereich
wie die negativen Signale nahezu vollstindig verschwindet.

In Abbildungsteil b sind transiente Absorptionsdnderungen nach Verzégerungszeiten von
1 ps bis zu 3,1 ns gezeigt. Zusitzlich ist das stationdre Absorptionsspektrum von 1M2P abge-
bildet (grau schattiert). Die gestrichelten Linien markieren die Positionen grof3ter Absorp-
tionsinderungen bei 1443, 1550, 1595 und 1648 cm™'. Die negativen Signale der letzten
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Abb. 4.19.: Ergebnis der zeitaufgeldsten IR-Messungen an 1M2P in D,O. a) Konturdarstellung der
Daten erhalten nach Anregung bei 266 nm. Fir eine positive Absorptionsanderung wurden doppelt so
viele Skalierungsschritte verwendet als flir eine negative. b) Transiente Spekiren zu den angegebenen
Verzdgerungszeiten im Vergleich mit dem stationaren IR-Spektrum von 1M2P (grau schattiert).

drei Positionen entsprechen dem Ausbleichen der Grundzustandsbanden in diesem Bereich.
Dies zeigt der Vergleich mit dem stationidren Absorptionsspektrum. Die Ausbleichsignale
erholen sich innerhalb mehrerer hundert Pikosekunden (~ 400 ps) bis am Ende des zeitlichen
Messbereichs weniger als die Hélfte der urspriinglichen Signalamplitude iibrig bleibt.

Im Anschluss an die fs-Messung im IR wurden zeitaufgeloste Messungen im Nanosekun-
denbereich mit moglichst identischen Parametern und im gleichen Messbereich durchgefiihrt.
Die Anregungsenergie von 1 pJ lieferte das in Abschnitt 3.3 beschriebene Nanosekunden-
Lasersystem mit einer Zentralwellenldnge bei 266 nm. Das Ergebnis der Messung ist in
Abbildung 4.20 durch transientene Spektren zu verschiedenen Verzogerungszeiten dargestellt.
Abbildung 4.21 zeigt die dazugehorigen Zeitverldaufe. Wie in der fs-Messung sind hier eben-
falls die starken Ausbleichsignale der C=0- (1648 cm~!) und C-C-Streckschwingungsbanden
(1550 und 1595 cm™!) zu erkennen. Auch das positive Signal bei 1443 cm~! einer induzierten
Absorption ist im transienten Spektrum nach 1 ns zu sehen.

Auf der Nanosekundenzeitskala werden die folgenden zeitlichen Verdnderungen beobachtet:
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Abb. 4.20.: Transiente Spektren der Messung von 1M2P in D,O im Nanosekunden-Zeitbereich zu den
angegebenen Verzdgerungszeiten nach Anregung bei 266 nm.

Zunichst verschwinden die Ausbleichbanden und die induzierte Absorption bei 1443 cm™!

im Zeitbereich von 1ns. Dies entspricht, innerhalb der zeitliche Auflésung von 0.5 ns, der
Dynamik aus dem fs-Experiment mit der Zeitkonstanten von etwa 400 ps. Anschlieend ist
eine weitere Entwicklung auf der Zeitskala von etwa 50 ns zu beobachten, die hauptsédchlich
aus dem weiteren Erholen der Ausbleichsignale besteht. Abweichungen von diesem Verhalten
findet man in der Nihe von 1625 cm™!. An dieser spektralen Position nimmt die Absorption
innerhalb von 20 ns zu und gelangt in den Bereich positiver Absorptionsédnderung, um dann
mit der gleichen Zeitkonstante wie die Ausbleichsignale wieder in einen Bereich negativer
Absorptionsidnderung zu gelangen. Mehrere Mikrosekunden nach Anregung bleibt eine kleine
Absorptionsidnderung stehen, die (innerhalb der Messgenauigkeit) qualitativ dem Verlauf des
stationdren Differenzspektrums (Abbildung 4.18 b) entspricht.

Die Kinetik der spektralen Absorptionsdnderungen ldsst sich durch einen genauen Blick
auf die Zeitverldufe erschliefen. Abbildung 4.21 a zeigt die Zeitverlaufe aus der Messung
im Pikosekundenbereich an den in der Konturdarstellung durch gestrichelte Linien markierte
Spektralpositionen. Die ersten vier Zeitverldufe reprasentieren das Erholen der Ausbleichsig-
nale von 1M2P bei 1648, 1625, 1595 und 1550 cm ™, wihrend im unteren Bild der Zerfall der
induzierten Absorption bei 1443 cm~! wiedergegeben ist. Es sind vor allem im Bereich der
Ausbleichsignale starke Absorptionsdnderungen nach 1 ps zu beobachten, die innerhalb von
mehreren hundert Pikosekunden auf etwas weniger als die Hilfte abnehmen. Das Signal der
induzierten Absorption ist in etwa spiegelsymmetrisch zu den Ausbleichsignalen, was bedeutet,
dass auch hier die selben molekularen Prozesse zugrunde liegen.

In Abbildung 4.21 b befinden sich die Zeitverldufe aus der Nanosekundenmessung an den in
Abbildung 4.20 markierten Positionen. Zu Beginn nach 1 ns ist in allen Zeitverldufen noch
ein Teil der Dynamik der Pikosekundenmessung zu erkennen. Die Ausbleichsignale bei 1648,
1625 und 1595 cm™* zerfallen dann endgiiltig auf der Zeitskala von etwa 50 ns, wiihrend das
induzierte Absorptionssignal bei 1443 cm~! schon nach 3 ns praktisch vollstindig abgebaut
ist. Der Verlauf der Transiente bei 1625 cm™! weicht von den anderen Spektralbereichen
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Abb. 4.21.: Zeitverlaufe aus den Messungen an 1M2P im IR im a) Pikosekundenbereich und im b)
Nanosekundenbereich. Die Daten wurden mittels einer Summe von Exponentialfunktionen gefaltet mit
der Apparatefunktion angepasst (durchgezogene Linien).

deutlich ab. Hier ist zunédchst eine Zunahme der Absorptionsdnderung mit 10 ns und einer
nachfolgenden Abnahme mit circa 50 ns zu sehen.

Beide Datensitze, das hei3t sowohl die Femto- als auch die Nanosekunden-Messdaten,
wurden mit dem multiexponentiellen Modell (beschrieben in 3.4.3) angepasst. Das Ergebnis
dieser Anpassung ist in Abbildung 4.21 als durchgezogene Linien gezeigt. Tabelle 4.3 gibt eine
Ubersicht der dabei ermittelten Zeitkonstanten. Aus dem fs-Experiment geht eine Zeitkonstante
von 404 ps hervor, die anhand der Ausbleichsignale dem Zerfall des angeregten Zustands zuge-
ordnet werden kann. Diese Prozesse finden sich in der ns-Messung zu Beginn des zeitlichen
Messbereichs wieder. Die Anderungen, die hierbei mit der Zeitkonstante von 1 ns verbunden
sind gleichen den entsprechenden Signalen im fs-Experiment nach 404 ps. Die Abweichung
der beiden Zeitkonstanten wird durch das begrenzte Auflosungsvermdgen des Nanosekunden-
experiments verursacht. Die Zeitkonstante von 12 ns beschreibt einen Signalanstieg, der nur
bei 1625 cm ™! beobachtet wird. Im Nanosekundenbereich finden weitere Prozesse statt, die zu
einem Erholen der Ausbleichsignale und einer weiteren Abnahme der induzierten Absorption
fiihren. Diese werden durch die Zeitkonstante von 40 ns beschrieben.
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I O O T
fs-IR || 1.7ps | 404ps | o0 -
ns-IR - (Ins) | 12ns | 40ns

Tabelle 4.3.: Ubersicht (iber die Zeitkonstanten aus den zeitaufgeldsten Messungen an 1M2P in D,O
nach Anregung bei 266 nm. Die Zeitkonstante von 1 ns aus dem ns-Experiment entspricht innerhalb
der zeitlichen Auflésung den Absorptionsanderungen im fs-Experiment mit 404 ps.

Zeitaufgeloste Messungen im UV/Vis-Bereich

Die Moglichkeit eines weiteren Vergleichs des photophysikalischen Verhaltens zwischen dem
Monomer 1M2P und dem T(6-4)T-Dimer bietet die zeitaufgeloste Absorptionsspektroskopie
im UV und sichtbaren Spektralbereich, welche in der Gruppe von Prof. Gilch durchgefiihrt
wurde. Die Ergebnisse dieser Messung sind in der Abbildung 4.22 durch einzelne transiente
Spektren wiedergegeben.

Im Bereich von 320 bis 410 nm ist ein negativer Signalbeitrag mit einem Minimum bei
370 nm zu sehen. Aus dem Vergleich mit dem Fluoreszenzspektrum der Probe in Abbildung
4.17 ldsst sich dieser Bereich der stimulierten Emission des Molekiils zuordnen. Ab 410 nm bis
zum Ende des Messbereichs bei 650 nm ist ausnahmslos eine positive Absorptionsidnderung
zu erkennen. Dies entspricht der Absorption in elektronisch angeregte Zustinde (ESA?).
Das Spektrum der ESA besitzt ein Maximum bei 460 nm. Innerhalb von mehreren hundert

1 ps ]
100 ps
300 ps
520 ps

3ns

T(Dewar)T @ 3ns

10 [

Absorbance Change / mOD

400 500 600
Wavelength / nm

Abb. 4.22.: Transiente Spektren der Messung von 1M2P in H,O nach Anregung bei 320 nm zu den
angegebenen Verzdgerungszeiten bis 3 ns mit dem transienten Spektrum des T(6-4)T-Dimers nach
3 ns zum Vergleich (grau schattiert).

2ESA = Excited State Absorption
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4. Die Bildung des Dewar-Valenzisomers

Pikosekunden nimmt die ESA auf weniger als die Hilfte der Intensitédt des Ausgangssignals ab.
Dabei verindert sich auch die Form des Signals zu einem Verlauf mit einem breiteren leicht
modulierten Maxium bei circa 440 nm.

Aus der globalen Datenanpassung mit einer Summe aus Exponentialfunktionen erhélt man
fiir den Zeitbereich bis 3,5 ns zwei Zeitkonstanten bei 1,1 ps und 410 ps. Die Zeitkonstante bei
1,1 ps beschreibt die Verschiebung des stimulierten Emissionssignals von 340 nach 380 nm.
Die lidngere Zeitkonstante von 410 ps ist mit einer Abnahme der stimulierten Emission und
der induzierten Absorption (ESA) verbunden. Die Form des transienten Spektrums nach
3ns (gelb) zeigt ein dhnliches Verhalten wie das transiente Spektrum des T(6-4)T-Dimers
nach gleicher Verzogerungszeit (grau schattiert). Zeitaufgeloste Messungen auf der Nano- bis
Mikrosekunden-Zeitskala bei 635 nm zeigen, dass dieses Signal mit etwa 100 ns weiter zerfillt.
Eine Verringerung der Konzentration um eine GréBenordnung fiihrt zu einer Verldngerung der
Zeitkonstanten. Die Datenanpassung ergibt 60 ns bei 50 mM und 360 ns bei 5 mM.

Die Zeitkonstante von 60 ns entspricht der Zerfallszeit von 40 ns aus dem IR-Experiment
(die Konzentration bei der IR-Messung betrug 64 mM). Diese Kinetik kann einem Zerfall
eines elektronisch angeregten Zustands zugeordnet werden. Die Konzentrationsabhédngigkeit
weist darauf hin, dass es sich hierbei um den Zerfall eines Triplett-Zustandes handelt. Die
vergleichsweise kurze Lebensdauer des Triplett-Zustandes kann durch ein Selbstloschen durch
Molekiile im Grundzustand erklédrt werden. Dies fiihrt mit zunehmender Konzentration zu
einer hoheren Zerfallsrate.

Zeitaufgeloste Emissionsmessungen

Zur Bestidtigung der Ergebnisse aus den zeitaufgelosten Messungen im Infaroten wurden in
der Gruppe von Prof. Gilch zeitaufgeloste Emissionsmessungen an 1M2P in Abhéngigkeit der
Probentemperatur durchgefiihrt. Es wird ein monoexponentieller Zerfall des Fluoreszenzsig-
nals beobachtet. Eine zusitzliche Komponente geringer Intensitit kann auf Verunreinigung
zuriickgefiihrt werden. Durch die Emissionsmessung lédsst sich der Zerfall des angeregten
Zustands festlegen. Die dabei ermittelten Zeitkonstanten in Abhédngigkeit der Temperatur sind
in Tabelle 4.4 eingetragen.

Temp. / K \ Ts, 1 ps

291 450
313 290
328 210
338 160

Tabelle 4.4.: Ubersicht (iber die Zeitkonstanten 75, in Abhangigkeit der Temperatur ermittelt aus der
zeitaufgeldsten Fluoreszenzmessung von 1M2P.

Wie beim T(6-4)T-Dimer wird eine Abnahme der S;-Lebensdauer mit steigender Temperatur
beobachtet. Dies bedeutet, dass auch bei 1M2P die Deaktivierung des elektronisch angeregten
Zustands iiber eine Energiebarriere stattfindet.
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4.4. Pyrimidinon als Modellsystem

4.4.3. Diskussion der Ergebnisse der Messungen an Pyrimidinon

In den zeitaufgelosten Infrarot-Messungen werden zwei zeitliche Komponenten beobachtet,
die der Deaktivierung des angeregten Zustands mit 400 ps und 40 ns zugeordnet werden.
Die zeitaufgelosten Messungen im UV/Vis-Bereich bestitigen diese Zeitkonstanten. Beide
Messungen weisen darauf hin, dass mit 400 ps der Zerfall eine interne Konversion in den
Grundzustand beobachtet wird und die langlebige Komponente mit einem Triplett-Zustand in
Verbindung gebracht werden kann. Die zeitaufgeldsten Fluoreszenzmessungen bestétigen den
S1-Zerfall mit 400 ps und liefern genaue temperaturabhéngige Werte fiir die S;-Lebensdauer.

Basierend auf den Ergebnissen der zeitaufgelosten Messungen an 1M2P kann ein Reaktions-
modell aufgestellt werden. Dieses ist in Abbildung 4.23 gezeigt. Durch Photoanregung findet
ein Ubergang in einen elektronisch angeregten Zustand statt. Die Deaktivierung des S, fiihrt
iber interne Konversion in den Grundzustand und in einen Triplett-Zustand.

2140 cm-1 ] /\S/\IMO om-t
\ \

Ty

UV-absorption

So

Abb. 4.23.: Reaktionsmodell von 1M2P. Nach Photoanregung findet die Deaktivierung des S; Uber
interne Konversion und einen Ubergang in einen Triplett-Zustand statt. Abbildung nach [Rys11].

Mit diesem Modell kann ein Ma8 fiir die Ausbeute der Triplett-Bildung aus dem Verhiltnis
der initialen Absorptionsdnderung AA(t = 0) =-2,35 mOD und dem remanenten Ausbleichsig-
nal nach Beendigung des 400 ps-Prozesses AA’, =-1,15mOD an der spektralen Position von
1647 cm~* erhalten werden. Daraus ergibt sich ein Wert fiir die Triplett-Quantenausbeute ¢
von 0,49. Dieser Wert kann zur Eichung der Ergebnisse aus den temperaturabhéngigen zeit-
aufgelosten Emissionsmessungen verwendet werden. Damit erhilt man temperaturabhéngige
Reaktionsraten fiir die interne Konversion und Triplett-Bildung. Uber einen Arrhenius-Graphen
lassen sich dann die Hohen der jeweiligen Energiebarrieren ermitteln. Diese sind in Abbildung
4.23 eingetragen und ergeben 2140 cm™! fiir die interne Konversion und 640 cm™" fiir die
Triplett-Bildung.

Die zeitaufgelosten Experimente an 1M2P weisen Gemeinsamkeiten und signifikante
Unterschiede zwischen dem monomeren Pyrimidinon und dem T(6-4)T-Dimer auf. Beide
Verbindungen zeigen ein langlebiges photophysikalisches Deaktivierungsverhalten iiber En-
ergiebarrieren. Bei beiden Verbindungen werden langlebige Prozesse im Nanosekundenbe-
reich beobachtet. Im Falle von Pyrimidinon ldsst sich der 50 ns-Prozess dem Zerfall eines
Triplett-Zustandes zuordnen. Die spektrale Ahnlichkeit im UV-Spektrum zum T(6-4)T-Dimer
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deutet auch hier auf eine Triplett-Beteiligung hin. Der Unterschied besteht in der Reak-
tivitdt zum Dewar-Valenzisomer. Wihrend die Isomerisierungsreaktion im Dimer zweifels-
frei nachgewiesen werden kann und die Dewar-Bildung auf der 100 ps-Zeitskala abliuft,
wird in 1M2P bei Raumtemperatur keine Dewar-Form beobachtet. Die Dimer-Struktur mit
ihrer Formacetal-Verbriickung und der (6-4)- Verbindung scheint die Reaktivitit zum Dewar-
Valenzisomer entscheidend zu beeinflussen. Fiir ein vertiefendes Verstindnis des Reaktions-
mechanismus in Verbindung mit den strukturellen Anderungen wurden quantenchemischen
Berechnungen in der Gruppe von Prof. de Vivie-Riedle durchgefiihrt. Im folgenden Abschnitt
werden die wichtigsten Ergebnisse zusammengefasst.

4.5. Theoretische Berechnungen zum
Reaktionsmechanismus

Die Reaktion zum Dewar-Valenzisomer wurde auch durch ausfiihrliche theoretische Berech-
nungen iiberpriift. Im Vordergrund stand der Vergleich zwischen dem verbriickten T(6-4)T-
Dinukleoid (Abschnitte 4.1 bis 4.3) und einer monomeren, modifizierten DNA-Base 5-Methyl-
2-Pyrimidinon (SM2P). Die Berechnungen bestiitigen zum einen die experimentellen Ergeb-
nisse zur Dewar-Isomerisierung aus den experimentellen Untersuchungen. Sie liefern zum
anderen eine molekulare Erkldrung dafiir, dass ausschlieBlich im verbriickten (6-4)-Dimer eine
Dewar-Bildung beobachtet werden kann. Die theoretischem Berechnungen wurden von Ben-
jamin Fingerhut aus der Arbeitsgruppe von Prof. de Vivie-Riedle durchgefiihrt. Im folgenden
Kapitel werden die wichtigsten Erkenntnisse aus dieser Analyse erldutert. Eine ausfiihrlichere
Darstellung ist in [Fin10] nachzulesen.

4.5.1. Simulation der IR-Absorptionspektren

Zum Vergleich mit den experimentell ermittelten Daten wurden zunichst die stationidren
IR- Spektren des T(6-4)T-Dinukleoids und des dazugehorigen Dewar-Isomers simuliert. In
Abbildung 4.24 a sind die berechnteten Spektren des T(6-4)T-Dimers (rot) und des Dewar-
Schadens (schwarz) und darunter die Differenz der beiden Spektren gezeigt. Sie wurden
unter Berlicksichtigung eines Loungsmittel-Kontinuum Modells erstellt. Abbildung 4.24b
zeigt im Vergleich die experimentell bestimmten stationdren Spektren mit dem dazugehorigen
Differenzspektrum. Die Ergebnisse weisen eine sehr gute Ubereinstimmung auf. Insbesondere
der Verlauf der drei intensiven Carbonyl-Banden zwischen 1600 und 1720 cm~! wird in den
berechneten Spektren sehr gut wiedergegeben. Auch die Reaktion zum Dewar-Isomer dufert
sich durch die Entkopplung der Carbonyl-Banden und die Verschiebung einer dieser Banden in
den spektral isolierten Bereich von 1780 cm™!. In den Differenzspektren ist ein sehr dhnlicher
Verlauf mit einer starken Absorptionsabnahme zwischen 1600 und 1720 cm ™! und einer ebenso
starken Zunahme bei 1780 cm™! (Bildung der Dewar-Markerbande) zu erkennen.

Zur Bestimmung eines moglichen Beitrages eines Triplettzustandes wurde zudem das
Triplettspektrum des T(6-4)T-Dimers simuliert. Es enspricht in Abbildung 4.25 a der blauen
Linie und besitzt Absorptionsbanden im Bereich von 1600 bis 1730 cm™~!. In Abbildung 4.25b
sind Differenzspektren mit unterschiedlichem Triplettanteil gezeigt. Eine Beteiligung des
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Abb. 4.24.: a) Simulierte IR-Spektren und b) experimentelle IR-Spektren des T(6-4)T-Dimers (rot) und
des Dewar-Schadens (schwarz). Das dazugehdérige Differenzspektrum ist unten in blau abgebildet.
In den Berechnungen wurde ein B3LYP Skalierungsfaktor von 0.9614 und eine Lorentz-Linienbreite
von 9.5 cm~! verwendet. Die Abbildung der theoretischen Berechnungen erfolgt mit freundlicher
Genehmigung von Prof. de Vivie-Riedle und Dr. B. Fingerhut.

Triplettzustandes fiihrt folglich zu einer Modulation des Absorptionssignals, die das Ampli-
tudenverhiltnis der Ausbleichsignale bei 1645 und 1666 cm~! beeinflusst. Entsprechende
Anderungen werden in den experimentellen Ergebnissen im Zeitbereich von Nanosekunden
bis Mikrosekunden beobachtet (siche Abbildung 4.25 c¢). Aus diesen Daten geht hervor, dass
sich das Ausbleichsignal bei 1666 cm™! mit zwei Zeitkonstanten (1 ns und 500 ns) erholt
(siehe Abschnitt 4.3.2). Jedoch lassen sich diese Anderungen nicht eindeutig der Bildung
beziehungsweise dem Zerfall des Triplett-Zustandes zuordnen. Die Bildung des Triplett-
Zustands miisste sich durch eine Zunahme der Absorption im Bereich der ihm zugeordneten
Bande bei 1666 cm™! duBern. Da sich diesem Spektralbereich auch intensivere Absorptions-
banden des T(6-4)T-Grundzustands befinden (4.25 a rote Linie), die einen solchen Prozess
iberlagern ist eine eindeutige Identifikation des Triplett-Zustandes aus den IR-Daten nicht
moglich.

4.5.2. Die Dynamik des T(6-4)T-Photoschadens und sein
Reaktionsmechanismus zum Dewar-Valenzisomer

Im folgenden Abschnitt werden die theoretischen Erkenntnisse der Dynamik des T(6-4)T-
Dimers nach Photoanregung und der Mechanismus der Isomerisierungsreaktion zum Dewar-
Schaden beschrieben. Im Vordergrund steht hierbei der Vergleich des T(6-4)T-Dimers mit
dem Monomer und die Kldrung der Frage, warum nur im verbriickten Dimer eine Dewar-
Isomerisierung beobachtet wird. Diese dynamischen Simulationen basieren auf einer on-the-fly
ONIOM (CAS(12/9):HF) Molekiildynamik mit dem Basissatz 6-31G*. Die theoretischen
Grundlagen hierzu werden in [Fin10] geliefert. Die Berechnungen wurden an dem identischen
Formacetal-verbriickten T(6-4)T-Dimer, das in allen experimentellen Messungen verwendet
wurde, und an der monomeren Base 5-Methyl-2-Pyrimidinon (SM2P) durchgefiihrt.
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Abb. 4.25.: a) Simuliertes IR-Triplett-Spektrum des T(6-4)T-Dimers (blau) mit den Singulett-Spektren
des T(6-4)T-Dimers (rot) und des daziigehdrigen Dewar-lsomers (schwarz). b) Simulierte Differenz-
spektren unter berlicksichtigung verschiedener Triplett-Anteile. Die Abbildung der theoretischen Berech-
nungen erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Prof. de Vivie-Riedle und Dr. B. Fingerhut. c)
Differenzspektren aus den zeitaufgelésten Messungen im Nanosekundenbereich nach verschiedenen
Verzégerungszeiten. Der Vergleich mit den simulierten Spektren zeigt, dass die Signalmodulation im
Bereich von 1620 bis 1700 cm~! durch einen Triplett-Anteil erklart werden kann.

Die Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen dem T(6-4)T-Dimer und dem Monomer
SM2P werden anhand des Reaktionsschemas in Abbildung 4.26 erklért. Beide Verbindungen
zeigen ein langsames photophysikalisches Deaktivierungsverhalten. Bei beiden fiihrt die
Photoanregung zu einer Bevolkerung des m — 7*-Zustands. Die Fluoreszenz erfolgt aus diesem
relaxierten m — 7*-Zustand in den Grundzustand (Fl). Bei SM2P betrigt die Emissionsenergie
2.95eV (A =420 nm), was einer guten Ubereinstimmung mit dem experimentellen Wert von A
= 380 nm entspricht. In beiden Verbindungen findet sich ein zusétzlicher Deaktivierungskanal
tiber ein Inter-System-Crossing (ISC) in einen Triplett-Zustand.

Der grofite Unterschied zwischen dem T(6-4)T-Dimers und dem Monomer SM2P besteht in
der Reaktivitidt zum Valenz-Isomer. In SM2P ist keine Dewar-Bildung aus dem ersten optisch
zugdnglichen Zustand moglich. Die Deaktivierung von SM2P fiihrt tiber einen niederener-
getischen Saum konischer Durchschneidungen (CoIn®2F (S, /S, min)) mit einer sehr hohen
Wahrscheinlichkeit iiber interne Konversion in den Grundzustand. In der geometrischen Struk-
tur dieser CoIln®M2F (S, /S, min) ldsst sich der entscheidende Unterschied zum verbriickten
Dimer erkennen. Die Coln®2" wird namlich iiber eine out-of-plane-Bewegung des N3-Atoms
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Abb. 4.26.: Reaktionsschema des photochemischen Isomerisierung von T(6-4)T zum T(Dewar)T und
die Deaktivierung von T(6-4)T nach quantenchemischen Berechnungen. Zum Vergleich ist der Verlauf
der Relaxation des Monomers 5M2P gezeigt. In den jeweiligen Strukturbildern sind die Positionen der
Atome markiert, die die unterschiedlichen Geometrien von Monomer und Dimer im angeregten Zustand
ausmachen.

kombiniert mit einer sp? —sp?-Hybridisierung des C,-Atoms gebildet. Das H;o-Atom am Cy
nimmt dadurch eine out-of-plane-Position ein, was einer Torsionsbewegung entspricht. Die bei
dieser Torsionsbewegung beteiligten Atome sind im Molekiilschema von 5SM2P in Abbildung
4.26 blau beschriftet. Diese Bewegungen erfolgen auf dem Weg zur CoIln®M2F (S, /S;, min).

Die Analyse der am niedrigsten lokalisierten konischen Durchschneidung des T(6-4)T-
Dimers (Coln”(¢=47(S; /S, min)) zeigt, dass hier eine andere geometrische Struktur vorliegt.
Die out-of-plane-Bewegung wird dabei vom N3- und Cg-Atom durchgefiihrt. Die beteiligten
Atome sind rot beschriftet. Diese Geometrie wird durch die Zucker-Formacetal-Verbriickung
verursacht. Das Riickgrat im Dinukleotid verhindert die sp?> —sp3-Hybridisierung des Cy-
Atoms und fiihrt dazu, dass die Coln”¢=%7(S; /S, min) erreicht werden kann. Dadurch wird
zusitzlich zur internen Konversion in den Grundzustand ein weiterer Reaktionskanal geoffnet,
der zur Dewar-Isomerisierung vom T(6-4)T zum T(Dew)T fiihrt. Die theoretischen Berech-
nungen geben somit einen entscheidenden Hinweis darauf, warum die Dewar-Isomerisierung
bei Raumtemperatur ausschlieBlich in einer verbriickten Dimer-Form stattfinden kann: Das
Riickgrat verdndert die Topologie der elektronischen Anregung dahingehend, dass eine Dewar-
Reaktion erst moglich gemacht wird.

4.6. Zusammenfassung der Ergebnisse und
mogliches Reaktionsmodell

Die Ergebnisse beziiglich der photophysikalischen Eigenschaften des T(6-4)T-Dimers und
der Bildung seines Dewar-Valenzisomers basierend auf den in diesem Kapitel beschriebenen
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4. Die Bildung des Dewar-Valenzisomers

experimentellen Untersuchungen und quantenchemischen Berechnungen werden im Folgenden
zusammengefasst. Anhand dieser werden mogliche Reaktionsmodelle fiir das T(6-4)T-Dimer

vorgeschlagen.

4.6.1. Bildung des Dewar-Valenzisomers

In den zeitaufgelosten Messungen im Infraroten kann die Bildung des Dewar-Valenzisomers aus
dem T(6-4)T-Schaden in Echtzeit verfolgt werden. In den transienten IR-Spektren ist die Dewar-
Bildung anhand einer charakteristischen Verschiebung einer Carbonyl-Schwingungsbande hin
zu 1781 cm ™! sichtbar. Da sich in diesem spektralen Bereich keine weiteren Absorptionsbanden
befinden, lésst sich die die Dewar-Bildung eindeutig identifizieren. In Abbildung 4.27 sind
diese Erkenntnisse aus den zeitaufgelosten Messungen beziiglich der Dewar-Bildung anhand
des Potentialenergie-Schemas gezeigt.

Minimum in

uv Excited State

Energy
d
O
@
=
L
=

So
T(6-4)T

ceaction coordinate

Abb. 4.27.: Potentialenergie-Schema der Bildung des Dewar-Valenzisomers von T(6-4)T. Die Isomeri-
sierungsreaktion erfolgt tber eine Aktivierungsbarriere aus einem Minimum im elektronisch anregten
Zustand mit = — 7*-Charakter Uber eine konische Durchschneidung (Coln) in die Dewar-Form.

Aus der Datenanpassung der zeitaufgeldsten Messungen im Infraroten geht eine Zeitkon-
stante fiir die Dewar-Bildung von 130 ps hervor. Mit der gleichen Zeitkonstante wird ein
teilweises Erholen der Ausbleichsignale im Carbonyl-Streckschwingungsbereich von 1625 bis
1700 cm~* und damit der Zerfall des angeregten Zustands beobachtet.

Eine weitere zeitaufgeloste IR-Messung im Nano- bis Mikrosekundenbereich weist langle-
bige Komponente von 1,3 ns auf, die haupséchlich mit Absorptionsédnderungen im Carbonyl-
bereich verbunden wird, jedoch keine Anderung im Bereich der Dewar-Bande bei 1781 cm™!
hervorruft. Dies zeigt, dass die Dewar-Bildung zu diesem Zeitpunkt bereits zum groBten Teil
abgeschlossen ist. Basierend auf diesen Ergebnissen ist anzunehmen, dass die Dewar-Bildung
iiber einen elektronisch angeregten Singulett-Zustand iiber eine konische Durchschneidung
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(Coln) erfolgt. Die Quantenausbeute der Dewar-Bildung abgeschitzt aus den zeitaufgelosten
IR-Daten ergibt einen Wert von qﬁ{femr =5-8%.

In den zeitaufgelosten Emissionsmessungen an T(6-4)T-Dimeren wird die Zeitkonstane
von 130 ps fiir den Zerfall des angeregten Zustands bestétigt. Zudem zeigt sich auch in diesen
Messungen eine Zerfallskomponente im Bereich von 1 ns. Die Temperaturabhiingigkeit dieser
Zerfallskonstanten weist darauf hin, dass fiir eine Deaktivierung des angeregten Zustands
Aktivierungsbarrieren von etwa 1000 cm~! (130 ps) und 1500 cm™* (1 ns) iiberwunden werden
miissen.

Zusitzlich wurden zeitaufgelosten Messungen im UV und sichtbaren Spektralbereich an
T(6-4)T-Dimeren im Pikosekundenbereich durchgefiihrt. Die Ergebnisse weisen ein weiteres
Mal den Zerfall des elektronisch angeregten Zustands mit einer Zeitkonstante im Bereich von
130 ps nach. Zusitzlich zeigen sie, dass innerhalb weniger Pikosekunden nach Photoanregung
eine Relaxation in ein Minimum des elektronisch angeregten Zustands stattfindet.

In quantenchemischen Berechnungen ist die Dynamik des T(6-4)T-Dimers nach Photoanre-
gung analysiert worden. Es zeigt sich, dass nach Erreichen eines Minimums im angeregten
Zustand mit 7 — 7*-Charakter im Riickgrat-verbriickten T(6-4)T-Dimer eine konische Durch-
schneidung (Coln) zuginglich wird, die zum einen in den elektronischen Grundzustand und
zum anderen in die Dewar-Form des Dimers fiihrt.

4.6.2. Photophysik von T(6-4)T

Die photophysikalischen Eigenschaften von T(6-4)T, die aus verschiedenen zeitaufgelosten
Experimenten hervorgehen, sind in dem Zustandsdiagramm in Abbildung 4.28 zusammenge-
fasst. Nach Photoanregung mit Wellenldngen im Bereich der Absorptionsbande bei 325 nm
werden folgende Prozesse beobachtet:

Es erfolgt zunédchst eine Relaxation aus dem Franck-Condon-Zustand in ein Minimum des
angeregten 7-7*-Zustands mit einer Zeitkonstante von 3.5 ps. Dies geht im Wesentlichen aus
den zeitaufgelosten Absorptionsmessungen im UV und sichtbaren Spektralbereich hervor. Die
Deaktivierung des angeregten Zustands erfolgt mit zwei Zeitkonstanten von 130 ps und 1,2 ns
und daher iiber zwei angeregte Zustinde. Dies zeigen sowohl die zeitaufgelosten Infrarot-Daten
als auch die Messungen im UV/Vis-Bereich in Absorption und Emission. Es kann jedoch
nicht unterschieden werden ob die Zustinde parallel (wie in Abbildung 4.28) oder sequenziell
bevolkert werden.

Die Emissionsmessungen zeigen die Existenz von zwei fluoreszierenden Zustinden durch
spektrale Unterschiede in den transienten Emissionsspektren (Fl; und Fly). Der 130 ps-Prozess
triagt auBerdem den groBeren Anteil von etwa 87 % zum Gesamtsignal bei. Der langlebigere
1,2 ns-Zustand wird demnach mit einem kleineren Anteil von 13 % bevdilkert. Das Dewar-
Valenzisomer entsteht, wie bereits geschildert, aus dem angeregten Singulett-Zustand mit einer
Zeitkonstanten von 130 ps und einer Quantenausbeute von 5-8 %.

In den zeitaufgeldsten IR-Messungen findet sich eine weitere langlebige Komponente mit
einer Zeitkonstante von etwa 500 ns. Zusétzlich weist der Vergleich mit simulierten Triplett-
Spektren von T(6-4)T darauf hin, dass nach dem 1,2 ns-Prozess eine Triplett-Signatur vorhan-
den ist. Daher kann angenommen werden, dass bei dem Zerfall des elektronisch angeregten
Zustands eine Triplett-Bildung erfolgt. Aus welchem der beiden S;-Zustidnde die Bildung
erfolgt kann nicht eindeutig bestimmt werden. Die spektrale Signatur der 500 ns-Komponente
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Abb. 4.28.: Reaktionsschema des T(6-4)T-Dimers nach Anregung bei 325 nm. Eine Deaktivierung des
angeregten Zustands erfolgt Gber zwei Zustande mit unterschiedlichen Zeitkonstanten. Das Dewar-
Isomer wird hauptsachlich aus dem kurzlebigeren Zustand mir 130 ps gebildet. Die spektrale IR-Signatur
der 1,3 ns-Komponente und eine Beobachtung einer langlebigen Komponente mit 500 ns weisen auf
die Bildung und anschlieBendem Zerfall eines Triplett-Zustandes hin.

weist zudem darauf hin, dass es sich um einen Ubergang des Triplett-Zustands in den Grundzu-
stand handelt. Ein weiteres Anzeichen fiir die Beteiligung eines Triplett-Zustandes liefern die
zeitaufgelosten Messungen am Monomer Pyrimidinon im infraroten, UV und sichtbaren Spek-
tralbereich. Das Monomer weist bis auf die fehlende Bildung des Dewar-Isomers Ahnlichkeiten
in den photophysikalischen Eigenschaften auf.

4.6.3. Das Ruckgrat ermoglicht die Dewar-Bildung

Die Ergebnisse aus den stationédren und zeitaufgelosten Messungen zeigen deutlich, dass im
T(6-4)T-Dimer durch Photoanregung der Absorptionsbande bei 325 nm eine [somerisierungs-
reaktion zur Dewar-Bildung stattfindet. In den Experimenten an monomerem Pyrimidinon
wird bei Raumtemperatur in Losung praktisch keine Dewar-Bildung beobachtet (Kapitel 4.4
und [Nis80]).

In der Gruppe von Prof. Carell wurde eine weitere Verbindung auf die Dewar-Bildung hin
untersucht. Es handelt sich dabei um ein T(6-4)T-Dimer mit einer Zucker Silyl-Verbriickung.
Diese Verbriickung wurde chemisch durchtrennt und das dabei entstandene Dimer mit offenem
Riickgrat untersucht. Die Belichtung der UV-Absorptionsbande bei 325 nm ergab wie beim
Monomer keine nachweisbare Dewar-Form. In Abbildung 4.29 sind die untersuchten Verbin-
dungen dargestellt. Der Vergleich der experimentellen Ergebnisse zur Dewar-Bildung mit den
Erkenntnissen aus den quantenchemischen Berechnungen ermdoglicht folgende Erklédrung fiir
das unterschiedliche Verhalten der Verbindungen nach Photoanregung: Im Monomer wird eine
Rehybridisierung an C, mit einer out-of-plane-Bewegung der H;- und N3-Atome beobachtet
(in Abbildung rot 4.29 markiert). Diese Bewegung fiihrt zu einer schnellen und effektiven
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Abb. 4.29.: Schematische Darstellung der Verbindungen, die auf die Dewar-Bildung hin untersucht
wurden. Das einzelne Chromophor und ein T(6-4)T-Dimer mit durchtrenntem Rulckgrat (grau schraffiert)
weisen keine Dewar-Bildung auf. Eine freie Bewegung der in rot gekennzeichneten Atome, insbesondere
eine Rehybridisierung an C,, ist hier méglich. Im T(6-4)T-Dimer mit intaktem Rulckgrat fihren die
Ringspannungen zu einer Bewegung hin zu einer Dewar-Geometrie (blau gekennzeichnete Atome).

Relaxation in den Grundzustand. Im T(6-4)T-Dimer mit durchtrenntem Riickgrat (in Bildmitte)
sind die selben Bewegungen der C,-, C¢/- und N3-Atome moglich, was wie im Monomer zu
einer Ausgleichsbewegung direkt in den Grundzustand fiihrt. Dies erklért, warum auch hier
keine Dewar-Form beobachtet wird.

In der Verbindung mit dem intakte Riickgrat im T(6-4)T-Dimer (im Bild links) ist die
Bewegung des Cg-Atoms eingeschrinkt. Durch die Ringspannung verédndert sich das Bewe-
gungsmuster nach elektronischer Anregung. Eine Rehybridisierung an C, ist nicht mehr
moglich. Dies fiihrt zu einer out-of-plane-Bewegung der C4- und N3-Atome (blau markiert) mit
Dewar-dhnlicher Geometrie und erlaubt die Bildung des Dewar-isomers mit merklicher Aus-
beute. Das Riickgrat im T(6-4)T-Dimer wirkt hier als Klammer und erméglicht erst Reaktion
hin zum Dewar-Isomer.
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5. Die Photohydratisierung von Fluoro-Uridin

Die Bildung des Photohydrats von Pyrimidinen wird bereits seit der ersten Hélfte des letzen
Jahrhunderts untersucht. Eine Zusammenfassung dieser Untersuchungen findet sich in [Fis76].
Bei Uracil-Derivaten in wissriger Losung wurde bei UV-Belichtung eine Abnahme der Absorp-
tion bei 260 nm beobachtet und eine damit verbundene Hydratbildung identifiziert. Aulerdem
zeigte sich, dass diese Reaktion zum groften Teil reversibel ist [Wan58]. Es folgten eingehende
Untersuchungen zur Natur des Photohydrats von Pyrimidinen hinsichtlich Quantenausbeute,
Einfluss des pH-Werts, Viskositits- und Substitutionseffekten [Wan68, Bur72, Sum72]. Uber
den Mechanismus der Bildung des Photohydrats bei Pyrimidinen gibt es jedoch noch keine
endgiiltige Aussage. Unter anderem wird diskutiert, ob die Bildung iiber einen elektronisch
angeregten Zustand oder iiber einen vibronisch angeregten Grundzustand erfolgt. Fiir einen
direkten Nachweis eines bestimmten Reaktionsweges hatten die bisherigen Methoden nicht
die notwendige Zeitauflosung beziehungsweise Nachweisprizision.

In diesem Kapitel werden die photophysikalischen und photochemischen Prozesse nach
UV-Anregung eines Uridin-Derivats mit der Methode der zeitaufgelosten IR-Spektroskopie
untersucht. Eine detaillierte Beschreibung des Messablaufs und der experimentellen Parameter
findet sich in Kapitel 3. Der erste Teil dieses Kapitels befasst sich mit der Beschreibung
des verwendeten Modellsystems Fluoro-Uridin und seiner stationdren Charakterisierung im
infraroten Spektralbereich. AnschlieBend werden die zeitaufgelosten IR-Messungen an Fluoro-
Uridin mit UV-Anregung im Zeitbereich von Pikosekunden bis Mikrosekunden beschrieben.
Im letzten Abschnitt werden die Messergebnisse im Bezug auf die auftretenden elektronischen
Zustdnde und die Bildung des Photohydrats diskutiert.

5.1. Fluoro-Uridin als Modell zur Hydratbildung

Bei der Hydratbildung haben Substitionen an den C;- und C5-Positionen des Pyrimidin-Rings
einen starken Einfluss auf die Quantenausbeute [Fis76]. So ist die Quantenausbeute der Hydrat-
bildung bei Uridin oder 5-Fluoro-Uracil bei gleichem pH-Wert und Temperatur etwa doppelt
so hoch wie die von Uracil. Die zeitaufgelosten Messungen zur Photohydratisierung eines
Pyrimidins wurden deshalb an einem fluorierten Uridin durchgefiihrt, dessen Quantenausbeute
um etwa ein vierfaches hoher liegt als bei einem unsubstituierten Uracil [Fik65]. Die Substanz
5-Fluoro-Uridin ist kommerziell erhiltlich; fiir die Untersuchungen wurde 5-Fluoro-Uridin
von Sigma mit der Kennziffer F5130 verwendet.

Die Strukturformel von 5-Fluoro-Uridin (FUrd) ist in Abbildung 5.1 gezeigt. Durch UV-
Belichtung bei 267 nm bildet sich durch Addition eines Wassermolekiils die hydratisierte Form.
Bei der Addition entsteht aus der 5,6-Doppelbindung eine Einfachbindung und es lagern sich
an das C5 ein H-Atom und an das Cg eine Hydroxygruppe an (in Abbildung 5.1 blau markiert).
Die isomere Form, bei der sich die Hydroxygruppe an das Cs-Atom anlagert, tritt nicht auf.
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Abb. 5.1.: Strukturformel von 5-Fluoro-Uridin (FUrd). Unter Belichtung mit UV-Licht und durch Addition
eines Wassermolekiils entsteht die hydratisierte Form (blau markiert).

Dies wurde durch Synthetisierung der moglichen Produkte und anschlieBendem Vergleich mit
dem Photoprodukt festgestellt [Wan56].

Bei den Messungen zur Hydratbildung wurde Phosphatpuffer als Losungsmittel verwendet.
Die Pufferlosung bestand aus jeweils 50 mM KH,PO4 und Na;HPO, (pH = 7) geldst in D,O.
Die hydratisierte Form enthélt daher Deuteriumatome anstatt der Wasserstoffatome und es
findet ein HD-Austausch an OH- und NH-Gruppen statt. In der Abbildung befinden sich zur
Vereinfachung Wasserstoffatome.

5.2. Stationare Charakterisierung von Fluoro-Uridin

Vor den zeitaufgelosten Messungen erfolgte eine stationédre Charakterisierung der Photohy-
dratisierung im infraroten und ultravioletten Spektralbereich. Insbesondere die Absorptions-
eigenschaften im Infraroten dienen der Beobachtung struktureller Anderungen die durch die
Hydratisierung hervorgerufen werden. Zusitzlich wurden mit Hilfe von Methoden der Dichte-
funktionaltheorie (DFT) die Infrarotspektren von FUrd und seines Hydrats simuliert. Sie
unterstiitzen die Identifikation von Absorptionsbanden, die mit der Bildung des Hydrats in
Verbindung gebracht werden. Des Weiteren wird anhand von UV-Spektren die Riickreaktion
des FUrd-Hydrats gezeigt.

5.2.1. Absorptionseigenschaften im IR

In Abbildung 5.2 entspricht die schwarze Linie dem Infrarotspektrum von FUrd in Puffer-
16sung im Spektralbereich von 1350 bis 1775 cm™!. Zwischen 1600 cm™~! und 1700 cm™!
sind zwei intensive Absorptionsbanden zu erkennen, die den CO-Streckschwingungen der
beiden Carbonylgruppen zugeordnet werden konnen. An der Position bei 1550 cm ™! befindet
sich eine Absorptionsbande, die durch die Streckschwingung der C=C-Doppelbindung des
Cs- und Cs-Atoms innerhalb des Pyrimidin-Rings entsteht. Im spektralen Bereich unterhalb
von 1500 cm™! lassen sich Absorptionsbanden nicht einfach zuordnen. Charakteristisch fiir
diesen Bereich sind Biegeschwingungen der CH-, NH- und OH-Gruppen und Kombinations-
schwingungen dieser Moden [Giin03] iiberlagert. Im Absorptionsspektrum von FUrd ist im
Bereich von etwa 1700 cm™! eine zusitzliche Absorption zu erkennen, die zu einer Schulter
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Abb. 5.2.: a) Stationare Infrarotspektren von 5-Fluoro-Uridin vor Belichtung (rot) und nach Belichtung
mit UV-Licht bei 266 nm (schwarz). b) Differenz der Infrarotspektren vor und nach Belichtung.

in der Absorptionsbande der Carbonylschwingung fiihrt. Eine Ursache fiir diese zusitzliche
Absorption konnten Wasserstoffbriickenbindungen mit der Losungsmittelumgebung sein, die
zu Verschiebungen von Absorptionsmaxima und Veridnderungen in deren Intensitit fithren
konnen [Giin03].

Das IR-Spektrum nach Belichtung von FUrd in Pufferlosung mit UV-Licht bei 266 nm ist
ebenfalls in Abbildung 5.2 gezeigt. Das Spektrum des Photohydrats weist zwei wesentliche
Veridnderungen gegeniiber dem Ausgangsspektrum auf. Diese sind im Differenzspektrum in
Abbildung 5.2 b deutlich zu erkennen. Durch die Addition eines Wassermolekiils (in diesem
Fall schweres Wasser) verdandern sich die elektronischen Eigenschaften des Pyrimidin-Rings.
Im Bereich der Carbonylschwingungen fiihrt die Hydratisierung zu einer veridnderten Position
der C=0-Streckschwingungsbanden. Die Carbonylschwingung bei 1650 cm™! verschiebt sich
zu hoheren Wellenzahlen, was sich im Differenzspektrum an dieser Position als negative
Absorptionsidnderung zeigt und zu einer Zunahme der Absorption im Bereich von 1700 bis
1730 cm™! fiihrt.

Eine weitere Veridnderung des Spektrums durch die Hydratbildung ist im Bereich von
1400 cm™* bis 1550 cm ™! zu beobachten. Die Absorptionsbande bei 1525 cm™! verschwindet
nach UV-Belichtung. Diese Bande entsteht durch die Streckschwingung der C=C Doppel-
bindung des C's- und Cs-Atoms. Durch die Anlagerung der OH-Gruppe an das Cg-Atom wird
der Doppelbindungscharakter aufgehoben. Im Differenzspektrum ist weiterhin eine Absorp-
tionszunahme zwischen 1375 und 1500 cm™! mit einem markanten Maximum bei 1450 cm™!
zu erkennen, was auf eine Verdnderung des Spektrums der CH- und NH-Biegeschwingungen
durch die Hydratbildung zuriickzufiihren ist.

Zusammenfassend bedeutet dies, dass nach UV-Belichtung von FUrd im Infrarotspektrum
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vier charakteristische Verdnderungen zu beobachten sind. In Abbildung 5.2 b sind diese an den
spektralen Positionen durch Pfeile markiert. Sie dienen in den zeitaufgelosten Messungen als
charakteristische Signaturen der Hydratbildung.

5.2.2. Simulation der IR-Spektren

Zu einer besseren Identifikation der Absorptionsbanden von FUrd und seines Hydrats wurde
eine Simulation der entsprechenden Infrarotspektren mit dem Programmpaket Gaussian 03 zur
elektronischen Strukturberechnung durchgefiihrt. Die Simulation der IR-Spektren wurde mit
der Methode B3LYP (Becke-3-Lyp) der Dichtefunktionaltheorie mit dem Basissatz 6-31-G**
durchgefiihrt [Bec88, Bec93]. Da in den Messungen zu FUrd als Losungsmittel D,O verwendet
wurde, findet im FUrd-Molekiil ein H/D-Austausch statt, der Einfluss auf das Infrarotspek-
trum hat. Bei den Berechnungen der IR-Spektren wurde an den Positionen, an denen ein
H/D-Austausch sehr wahrscheinlich ist (OH- und NH-Gruppen), ein Wasserstoff- durch ein
Deuterium-Atom ersetzt. Zudem ist der Einfluss des Losungsmittels auf das IR-Spektrum durch
das polarisierbare Kontinuumsmodell (polarizable continuum model, PCM) beriicksichtigt
[Cos03]. Der Losungsmitteleffekt durch das PCM auf die Simulation der IR-Spektren von
FUrd ist in Anhang D dargestellt.

Das Ergebins der Simulation der Infrarotspektren ist in Abbildung 5.3 b gezeigt. Es wurde
ein B3LYP-Skalierungsfaktor von 0,9614 und eine Liniebreite von 15 cm~! verwendet. Zum
Vergleich mit den experimentell aufgenommenen Spektren von FUrd und seinem Photohydrat
sind diese in Abbildung 5.3 a eingetragen. Daneben sind in Abbildungsteil 5.3 ¢ die Struktur-
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Abb. 5.3.: a) Experimentell bestimmte IR-Spektren von FUrd (schwarz) und seinem Hydrat (rot) mit
der Differenz der beiden Spektren (grau gestrichelt). b) Simulierte IR-Spektren mit der gleichen
Farbkodierung zum Vergleich mit dem Experiment. Bei beiden Berechnungen wurde ein B3LYP-
Skalierungsfaktor von 0,9614 und eine GauB-Liniebreite von 15cm~! angewendet. ¢) Strukturformeln
von FUrd und der hydratisierten Form mit der Nummerierung der Atome des Pyrimidinrings.
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formeln von FUrd und der hydratisierten Form dargestellt und die Nummerierung der Atome
im Pyrimidin-Ring eingetragen. Die Zuordnung der charakteristischen Hydrat-Signaturen
der experimentellen Spektren zu den Ergebnissen der Simulation ist durch die grauen Pfeile
angedeutet.

Im Bereich der Carbonyl-Schwingungsbanden besteht eine gute Ubereinstimmung zum
Verlauf des experimentellen stationdren Absorptionsspektrums. FUrd besitzt zwei Carbonyl-
gruppen an der C4- und C,-Position, deren Schwingungsbanden sich im simulierten Spektrum
an den Potitionen 1771 cm™~! respektive 1802 cm™~! befinden. Durch die Hydratbildung ver-
schiebt sich die C,=O-Bande an die spektrale Position bei 1806 cm~*. Dieses Verschieben der
C,-Carbonylbande wird in den experimentellen Spektren ebenfalls beobachtet und fiihrt zu
einem vergleichbaren Verlauf des Differenzspektrums.

Eine weitere Ubereinstimmung findet sich in der Absorptionsbande bei 1732cm™! im
berechneten FUrd-Spektrum, die der C;=Cg-Streckschwingung im Pyrimidin-Ring entspricht.
Diese verschwindet nach der Hydratbildung auch im simulierten Spektrum. Der Verlauf im
Bereich zwischen 1300 und 1500 cm~! im simulierten Spektrum ist ebenfalls insbesondere
durch die positive Absorptionsinderung bei 1360 cm™~! wiedergegeben.

5.2.3. Absorptionseigenschaften im UV

Zur Untersuchung der Absorptionseigenschaften von FUrd und seinem Hydrat wurden zu-
sétzlich stationdre Spektren im UV-Bereich von 5-Fluoro-Uridin in D,O aufgenommen. In
Abbildung 5.4 a ist das Absorptionsspektrum FUrd im Bereich von 200 bis 400 nm (schwarze
Linie) in Enheiten des Extinktionskoeffizienten dargestellt. Die Werte des Extinktionskoeffizien-
ten wurden mittels Einwaage und anschlieBender Berechnung iiber das Lambert-Beer-Gesetz
bestimmt. FUrd besitzt eine unstrukturierte Absorptionsbande mit einem Maximum bei 268 nm.
Diese Absorptionsbande wird durch das Pyrimidin-Chromophor des Uracils verursacht. Durch
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Abb. 5.4.: a) Stationares Absorptionsspektrum von 5-Fluoro-Uridin im UV-Bereich (schwarze Linie).
Nach Belichtung mit UV-Licht bei 266 nm erhalt man das Spektrum des Photohydrats (rote Linie).
b) Absorptionsspektrum von FUrd im UV-Bereich vor Belichtung (schwarz), nach Belichtung der
Absorptionsbande bei 268 nm zum hydratisierten Molekdl (rot) und nach der Wartezeit von 17 und 47
Stunden.
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5. Die Photohydratisierung von Fluoro-Uridin

Belichtung von FUrd gelost in Pufferlosung mit UV-Licht bei 266 nm nimmt die Absorption
in diesem Bereich ab und es entsteht das Spektrum des Photohydrats (rote Line), dessen
Absorption im Spektralbereich ab 220 nm um iiber 90% gegeniiber der Ausgangsabsorption
abnimmt.

Riickreaktion

Das Photohydrat reagiert thermisch zu seinem Ausgangsmolekiil zuriick. Dies ist in Abbil-
dung 5.4 b anhand der UV-Absorptionsspektren gezeigt. Sie enthilt die UV-Spektren vor und
nach der Belichtung von FUrd in D,O-Pufferlosung mit UV-Licht bei einer Wellenlédnge von
266 nm (schwarz und rot). Die griine und blaue Linie repridsentieren die UV-Spektren, die
nach einer Wartezeit von 17 und 47 Stunden nach Ende der Belichtung bei Raumtemperatur
aufgenommen worden sind. Eine Abschidtzung der Reaktionsgeschwindigkeit ergab einen
Wert fiir die Zeitkonstante der Riickreaktion von etwa 12 Stunden bei einer Raumtemperatur
von etwa 296 K. Die Riickreaktion zum Ausgangsmolekiil ist in der Literatur bereits einge-
hend untersucht [Sin54, Wie57]. Dabei wurde gezeigt, dass die Riickreaktion stark von der
Probentemperaur und dem pH-Wert abhidngt. Durch Temperaturerhohung oder Senkung des
pH-Wertes lisst sich die Riickreaktion beschleunigen.

5.3. Die Bildung des Photohydrats

Nach der Charakterisierung der Bildung des Photohydrats mit spektroskopischen Methoden
soll mittels zeitaufgeloster IR-Spektroskopie geklart werden, ob das Hydrat aus einem elektro-
nisch angeregten Zustand gebildet wird oder ob die Bildung erst nach der Riickkehr in einen
vibronisch angeregten Grundzustand erfolgt. Ziel ist es, den Zerfall des angeregten Zustands
zu identifizieren und durch einen Vergleich mit den im IR beobachtbaren Schwingungsrelaxa-
tionsprozessen den Weg der Hydratbildung zu verfolgen.

5.3.1. Zeitaufgeloste Spektroskopie im Pikosekundenbereich

In Abbildung 5.5 a ist das Ergebnis der Femtosekundenmessung an FUrd nach Anregung
bei 266 nm und einer Impulsenergie von 1 pJ ab einer Verzdgerungszeit von 1ps in der
Konturdarstellung gezeigt. Der Spektralbereich umfasst die Entwicklung in den Schwingungs-
banden zwischen 1350 cm ™! und 1600 cm~! und den Bereich der CO-Streckschwingungen
von 1600 cm~! bis 1775 cm~!. Die beiden Spektralbreiche sind getrennt voneinander mit unter-
schiedlicher Spreizung der Absorptionsidnderung dargestellt. Die Messung wurde bis zu einer
Verzogerungszeit von 2,8 ns durchgefiihrt. Bei der Auswertung der Messung wurde ein Unter-
schied in der Intensitit der Absorptionsinderung zwischen dem Messbereich unterhalb von
1600 cm~! und dem Spektralbereich oberhalb von 1600 cm~ festgestellt. Dieser Skalierungs-
fehler dndert nichts an dem spektralen oder zeitlichen Verlauf der Absorptionsianderungen, die
im Folgenden beschrieben werden.
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5.3. Die Bildung des Photohydrats

Ergebnisse der zeitaufgelésten Messungen

Innerhalb einer Verzogerungszeit von etwa 10 ps ist der gesamte Spektralbereich geprigt von
abwechselnd positiven (rot) und negativen (blau) Absorptionsédnderungen, die zum Grof3teil
innerhalb von 10ps abklingen. Im infraroten Spektralbereich konnen entsprechende sig-
moidale Strukturen der Schwingungsanregung im Molekiil [Ham97] zugeordnet werden.
Durch die UV-Anregung in den Franck-Condon-Zustand und der anschlieenden Relaxation
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Abb. 5.5.: a) Konturdarstellung der zeitaufgelésten IR-Messung an 5-Fluorouridin im Pikosekunden-
bereich. b) Transiente Spekiren nach den angegebenen Verzdgerungzeiten. Die Messung ist zur
besseren Darstellung in zwei spektrale Bereiche mit unterschiedlicher Spreizung der Absorptionsander-
ung aufgeteilt.

innerhalb des elektronisch angeregten Zustands wird iiberschiissige Energie im Molekiil
auf die Schwingungsmoden verteilt (,,internal vibrational relaxation®, IVR). Die Relaxation
aus dem elektronisch angeregten Zustand iiber interne Konversion in den elektronischen
Grundzustand fiihrt ebenfalls zur Umwandlung der vorhandenen iiberschiissigen Energie in
Schwingungsenergie innerhalb des Molekiils. Die Wechselwirkung mit den umgebenden Lo-
sungsmittelmolekiilen iibertrdgt dann die Schwingungsenergie auf die Umgebung und fiihrt zu
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5. Die Photohydratisierung von Fluoro-Uridin

einer Temperaturerh6hung im Losungsmittel [Els91]. Die Erhhung der Losungsmitteltem-
peratur entspricht etwa einigen 10 mK und duBert sich in diesem Spektralbereich durch eine
Verschiebung der Losungsmittelbande und damit durch ein breites, den gesamten Spektralbe-
reich von 1300 cm ™! bis 1800 cm™! iiberspannendes, sigmoidales Signal. Der Verlauf und die
Korrektur dieses iiberlagerten Signals ist in Anhang A gezeigt.

Nach einer Verzogerungszeit von 10 ps ist in der Konturdarstellung zu erkennen, dass eine
positive Absorptionsinderung bei 1450 cm~! bis zum Ende des Zeitbereichs erhalten bleibt.
Diese Absorptionsbande zeigte sich in den Belichtungsexperimenten als charakteristisch fiir ein
Hydrat. Ein dhnliches Bild zeigt sich auch im Carbonylbereich. Negative Ausbleichsignale bei
1650 cm~! und 1680 cm ™! und eine positive induzierte Absorptionsinderung bei 1750 cm™*
bleiben bis in den Nanosekundenbereich bestehen. Die Bildung dieser Banden wird durch die
Schwingungsrelaxationsvorginge im Molekiil wahrend der ersten Pikosekunden iiberlagert.

Im Folgenden werden die spektralen Signaturen anhand von transienten Spektren im De-
tail betrachtet. In Abbildung 5.5 b sind einzelne transiente Spektren nach ausgewihlten Ver-
zogerungszeiten gezeigt. Zum Vergleich ist das stationidre Absorptionsspektrum von FUrd
(grau schattiert) eingezeichnet. Das Ausbleichen der Grundzustandsbanden bei 1483 cm™!,
1524cm™, 1650 cm ™! und 1683 cm~! geht innerhalb von mehreren Pikosekunden zuriick.

Die positiven Absorptionsanderungen nehmen ebenfalls im Bereich von mehreren Pikose-
kunden ab und erreichen die Form, die das transiente Spektrum nach 2 ns wie folgt zeigt: An
den Positionen 1450 cm™! und 1750 cm ™! bleiben nach 2,8 ns positive Absorptionséinderungen
und an den Ausbleichbanden bei 1650 cm™! und 1683 cm ™! negative Absorptionsinderungen
bestehen. Dieses Differenzspektrum besitzt dadurch Ahnlichkeit mit dem stationiren Diffe-
renzspektrum in Abbildung 5.2 b, welches die Bildung des Photohydrats reprisentiert.

Die beobachteten Kinetiken sind in Abbildung 5.6 durch Zeitverldufe an den in Abbildung
5.5 mit gestrichelten Linien markierten spektralen Positionen gezeigt. Die durchgezogene
Linie représentiert dabei die Datenanpassung mit einer Summe aus Exponentialfunktionen,
die mit der Apparatefunktion gefaltet wurde. Die Positionen der Zeitverldufe wurden so
gewihlt, dass sowohl der Zerfall des elektronisch angeregten Zustands verfolgt werden kann
(Riickgang des Ausbleichens an den Grundzustandsbanden 1483 cm ™!, 1524 cm™!, 1650 cm !
und 1683 cm™1), als auch eine Bildung des Photohydrats an den spezifischen spektralen
Positionen bei 1450 cm™! und 1750 cm ™! beobachtet werden kann.

Zur globalen Datenanpassung werden zwei Zeitkonstanten fiir den Bereich von 0 bis
10 ps bendtigt. Die Ursache hierfiir liegt in der bereits erwdhnten Schwingungsanregung
der Molekiile beim Ubergang aus dem elektronisch angeregten Zustand in den Grundzustand.
Die Schwingungsrelaxation beim Abkiihlen der Molekiile fithrt zu Bandenverschiebungen, die
sich in dem verwendeten Funktionsalgorhitmus nicht mit einer exponentiellen Komponente
beschreiben lassen. Eine Diskussion hierzu findet sich in [Spo01]. Bei der Datenanpassung wird
dennoch eine Exponentialfunktion dazu verwendet diesen Verlauf annéhernd zu beschreiben.
Insgesamt wurde daher eine globale Datenanpassung mit einer Summe von drei Exponential-
funktionen durchgefiihrt. Die ersten zwei Zeitkonstanten wurden dabei frei iteriert. Die dritte
wird auf unendlich gesetzt und dient der Beschreibung des Spektrums am Ende des zeitlichen
Messbereichs.

Die globale Datenanpassung fiihrt zu einer guten Reprisentation der Zeitverldufe (Abbil-
dung 5.6). Die freie Iteration ergab die Werte 7o = 1,2 ps und 77 = 3,5 ps fiir die Entwicklung
wihernd der ersten 10 ps. Die Werte dieser beiden Zeitkonstanten liegen nahe beieinander.
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Abb. 5.6.: Zeitverlaufe der Absorptionsanderungen im Pikosekundenbereich an verschiedenen spek-
tralen Positionen. Die Daten wurden mit einer Summe von drei Exponentialfunktionen, gefaltet mit der
Apparatefunktion, angepasst (durchgezogene Linien).

Dies fiihrt bei der Datenanpassung dazu, dass die entsprechenden Apmlitudenspektren sich
zum Teil gegenseitig kompensieren (siche Anhang B). Eine Zuordnung zu spezifischen Reak-
tionskinetiken ist deshalb nicht eindeutig. Die Zeitverldufe des Grundzustandsausbleichens bei
1650 cm~! und 1683 cm™! lassen lediglich eine Eingrenzung der Lebensdauer des angeregten
elektronisch Zustands im Bereich von 1,0 bis 3,5 Pikosekunden zu. Die Hydratbildung, die
sich am deutlichsten in der Bildung der positiven Absorptionsinderung bei 1450 cm~! zeigt,
findet ebenfalls in diesem Zeitbereich statt.

Abschatzung der Quantenausbeute der Hydratbildung

Aus den zeitaufgeldsten Messungen kann die Quantenausbeute der Hydratbildung anhand der
diesbeziiglichen spektralen Signatur bei 1460 cm~! abgeschiitzt werden. Die Quantenausbeute
ergibt sich wie in Abschnitt 4.3.1 fiir die Dewar-Bildung beschrieben wie folgt:

o 1 AAgs 1460
Hydrat — :
Crura D160 - d

5.1)

Dabei entspricht ¢}, , der Konzentration der tatsdchlich angeregten Molekiile und d der
Schichtdicke der Kiivette. Die Absorptionsidnderung A A 1469 ergibt sich aus der zeitaufgelos-
ten Messung an der Position bei 1460 cm~!. Die Differenz der Extinktionskoeffizienten von
FUrd und seinem Hydrat an der selben Position erhilt man aus den entsprechenden stationéiren
IR-Spektren. Die Bestimmung von cy;,; erfolgt durch

Crurda =1 * CFUrd- (5.2)

Die GroBe cpy.q entspricht der Ausgangskonzentration der FUrd-Molekiile und 7 gibt den
Anteil der angeregten Molekiile an. Den Wert fiir 7 erhélt man aus dem Verhiltnis der Ab-
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sorptionsdnderung des initialen Ausbleichens einer der Grundzustandsbanden zur Absorption
des stationdren Spektrums an dieser Position. Die Bestimmung dieses Wertes erfolgte an der
Position 1524 cm~! und ergibt einen Wert fiir = 0,01. Damit ergibt sich mit czyq = 12mM
die Konzentration der tatsdchlich angeregten Molekiile zu cj;,.; = 120 M.

An der spektralen Position der Hydrat-Bande bei 1460 cm™! besteht nach der Losungsmit-
telkorrektur eine Absorptionsdnderung von 0,02 mOD. Der Wert von Aeq440 an dieser Position
betrigt 242 M~tcm~!. Mit d = 90 um ergibt sich damit eine Quantenausbeute von ® Hydrat
=7 %. Aufgrund der Messungenauigkeit, insbesondere bei der Bestimmung der Anzahl der
tatsdchlich angeregten Molekiile, kann der Fehler auf etwa 3 % abgeschitzt werden. Die Quan-
tenausbeute der Dewar-Bildung aus den zeitaufgelosten Daten liegt entsprechend zwischen
4 und 10 %. In [Fik65] wird fiir FUrd eine Quantenausbeute von 4,7 % bei einem pH-Wert
von 5,6 angegeben. Dies ist innerhalb der Messgenauigkeit in Ubereinstimmung mit obiger
Angabe.

Weitere Prozesse im Nanosekundenbereich

In Abbildung 5.7 entspricht die blaue Linie dem transienten Spektrum zum spétesten Zeitpunkt
nach Photoanregung in der Femtosekundenmessung, das hei3t nach einer Verzogerungszeit von
2,8 ns. Zum Vergleich ist das stationire Differenzspektrum aus Abbildung 5.2 b grau schattiert
eingetragen. Das stationédre Differenzspektrum wurde auf die positive Absorptionsidnderung
bei 1450 cm~! und die negative Absorptionsinderung bei 1524 cm~* skaliert. Das transiente
Spektrum wurde sowohl auf das Signal, hervorgerufen durch das Auftheizen des Losungsmittels
(Anhang A), als auch den Skalierungsfehler der Messbereiche unterhalb und oberhalb von
1600 cm~! korrigiert. Fiir letztere Korrektur wurde ein Skalierungfaktor aus der zeitaufgeldsten
Messung im Nanosekundenbereich verwendet, bei der dieser Fehler nicht auftritt.

Die spektralen Positionen und das Verhiltnis der Intensitit der Absorptionsinderung stim-
men im Bereichen von 1400 bis 1500 cm™! sowohl im spektralen Verlauf, als auch in den
Verhiltnissen der Intensititen der Absorptionsdnderungen sehr gut mit dem stationédren Diffe-
renzspektrum iiberein. Grof3e Unterschiede in den Spektren bestehen jedoch im Bereich der
Carbonylbanden oberhalb von 1600 cm ™!, die in Abbildung 5.7 mit blauen Pfeilen angedeutet
sind. Auffallend ist der Unterschied im Vehiltnis der Intensititen der Absorptionsinderung
in den Ausbleichbanden bei 1650 cm™! und 1680cm™! zu den Absorptionsinderung bei
1450cm~! und 1524 cm~!. Im Bereich iiber 1700 cm~! stimmt der Verlauf des transienten
Spektrums mit dem stationdren Spektrum nicht {iberein. Im stationdren Spektrum befindet
sich ein Maximum bei 1730 cm™?, im transienten Spektrum zeigen sich eine negative Absorp-
tionsidnderung unterhalb und eine positive Absorptionsinderung oberhalb dieser spektralen
Position.

Die Unterschiede in den beiden Spektren zeigen, dass die Prozesse etwa 3 ns nach Pho-
toanregung noch nicht abgeschlossen sein konnen und noch weitere Entwicklungen in einem
langeren Verzorerungszeitbereich zu erwarten sind. In der Literatur ist bekannt, dass nach
Anregung von Uracil-Derivaten eine Spin-Inversion in einen Triplett-Zustand stattfinden kann.
Experimente zeigten zudem, dass aus dem Triplett-Zustand kein Hydrat gebildet wird [Gre68].
Zur Bestitigung dieser Aussagen und fiir ein vollstdndiges Bild der zeitlichen Entwicklung der
Absorptionseigenschaften von FUrd wurden zeitaufgeloste IR-Messungen im Nanosekunden-
bereich durchgefiihrt.
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Abb. 5.7.: Vergleich des transienten Absorptionsspekirums nach 2,8 ns mit dem stationaren Differenz-
spektrum. Das stationdre Spektrum wurde auf die Absorptionsanderungen im Bereich 1450 cm~—! und
1524 cm~! des transienten Absorptionsspektrums skaliert. Dadurch ist zu erkennen, dass nach 2,8 ns
nach der Anregung noch nicht alle Prozesse vollstandig abgelaufen sind.

5.3.2. Zeitaufgeldste Spektroskopie im Nanosekundenbereich

Zur Analyse der Prozesse bei Verzogerungszeiten im Nano- bis Mikrosekundenbereich wurde
eine zeitaufgeloste Messung an FUrd unter UV-Anregung durchgefiihrt. Dazu wurde der expe-
rimentelle Aufbau aus Kapitel 3.3, mit einer Anregungswellenlinge des Nanosekundenlasers
von 266 nm und einer Anregungsenergie von 1 uJ verwendet.

Ergebnisse der zeitaufgelésten Messung

Das Ergebnis der zeitaufgeldsten Messung im Nanosekundenbereich an FUrd in D5 O ist in
Abbildung 5.8 a als Uberblick in der Konturdarstellung und in Abbildung 5.8 b anhand von
einzelnen transienten Spektren gezeigt. Die Messung wurde im gleichen spektralen Bereich
wie die Pikosekundenmessung von 1350 bis 1775 cm~! durchgefiihrt. Die Verzogerungszeit
erstreckt sich bis zu 10 us.

Die wesentlichen Absorptionsidnderungen finden im Bereich der CO-Streckschwingungen
von 1625 cm™! bis 1750 cm ™! statt. Dort ist ein weiteres Erholen des Grundzustandsausblei-
chens im Bereich von 50 bis 100 ns zu beobachten. Des Weiteren verindert sich der spektrale
Verlauf oberhalb von 1700 cm~! auf der gleichen Zeitskala. Das Maximum der positiven
Absorptionsinderung bei 1750 cm~! geht zuriick und es bildet sich ein Maximum geringerer
Intensitit bei 1730 cm™! aus. Dieses befindet sich in einem Bereich negativer Absorptions-
dnderung iiberlagert von dem Losungsmittelsignal hervorgerufen durch Temperaturerhohung
(sieche Anhang A). Die positive Absorptionsinderung bei 1450 cm™!, die der Hydratbildung
zugeschrieben werden kann, ist schon zu Beginn des zeitlichen Messbereichs vorhanden. Eine
Anderung der Intensitit wird innerhalb der Messgenauigkeit iiber die gesamte Verzogerungszeit
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Abb. 5.8.: a) Konturdarstellung der zeitaufgelésten IR-Messung an 5-Fluorouridin im Nanosekunden-
bereich. b) Transiente Spektren der Messung nach den angegebenen Verzdgerungzeiten.

nicht beobachtet. Es ist lediglich eine Verbreiterung der Bande bei 1476 cm™! an der rechten
Flanke zu erkennen.

Charakteristische Zeitverldufe der Messung im Nanosekundenbereich sind in Abbildung
5.9 gezeigt. Die spektralen Positionen entsprechen den Positionen, die in Abbildung 5.8 durch
gestrichelte Linien markiert sind. Das Ergebnis der globalen Datenanpassung fiir die Messung
im Nanosekundenbereich wird durch die durchgezogenen Linien repdsentiert. Die Anpassung
wurde von 1ns bis 10 us mit zwei Zeitkonstanten durchgefiihrt. Die erste Zeitkonstante
beschreibt die gesamten beobachteten Signaldnderungen und wurde frei iteriert und ergibt
einen Wert von 71 ns fiir die beobachtete Kinetik. Die zweite Zeitkonstante wird auf unendlich
gesetzt. Die damit verbundene Amplitude reprisentiert die Absorptionsdnderungen, die zum
Ende der Verzogerungszeit nach 10 us bestehen bleiben (sieche Anhang B).

Der Zeitverlauf bei 1450 cm ™! zeigt einen iiber den gesamten Zeitbereich konstanten positiv-
en Wert. Diese spektrale Position entspricht der positiven Absorptionsédnderung, die sowohl im
stationdren Spektrum als auch in der zeitaufgelosten Pikosekundenmessung beobachtet wird.
Diese Bande ist ein Nachweis dafiir, dass die Hydratisierung innerhalb der ersten Nanosekunde
abgeschlossen ist. Der konstante Verlauf deutet zudem darauf hin, dass im Zeitbereich von
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Abb. 5.9.: Zeitverlaufe der Absorptionsdnderungen im Nanosekundenbereich an verschiedenen spek-
tralen Positionen. Die Daten wurden mittels einer Summe von Exponentialfunktionen gefaltet mit der
Apparatefunktion angepasst (durchgezogene Linien).

Nano- bis Mikrosekunden kein weiteres Hydrat gebildet wird. Lediglich an der rechten Flanke
der Bande findet eine Verbreiterung um etwa 5 cm ™! mit der Zeitkonstante von 71 ns statt, die
im im Zeitverlauf bei 1476 cm™! zu sehen ist.

Die groften Verdnderungen mit einer Zeitkonstante von 71 ns befinden sich im Bereich der
Carbonylbanden bei 1650 und 1673 cm™*. Die Zeitverliufe zeigen hier ein weiteres Erholen des
Grundzustandsausbleichens. Des Weiteren zeigt der Zeitverlauf bei 1750 cm™! eine Abnahme
der Absorptionsinderung, die dazu fiihrt, dass sich bei 1730 cm ™! ein Maximum ausbildet.
Diese Vorginge fiihren zu dem Differenzspektrum nach 10 us, das in Abbildung 5.10 gezeigt
ist. Das transiente Spektrum wurde auf die iiberlagerte Absorptionsdnderung korrigiert, die
durch das Aufheizen des Losungsmittels verursacht wird (siehe Anhang A). Zusitzlich ist zum
Vergleich das stationdre Differenzspektrum, dass aus der UV-Belichtung von FUrd (Abbildung
5.2) erhalten wurde, eingezeichnet. Das stationire Differenzspektrum wurde auf das Maximum
der Ausbleichsignatur bei 1650 cm™! skaliert. Es besteht eine sehr gute Ubereinstimmung
der beiden Spektren. Daher kann davon ausgegangen werden, dass alle Prozesse nach einer
Verzogerungszeit von 10 us abgeschlossen sind.

Abschatzung der Quantenausbeute einer moglichen Triplett-Bildung

Fiir eine Zuordnung der beobachteten langlebigen Komponente wurde das Triplett-Spektrum
von FUrd im IR mit der gleichen Methode wie das Grundzustands- und Hydratspektrum
simuliert. Die Beschreibung der Simulation und das Ergebnis sind in Anhang D dargestellt.
Das Triplett-Spektrum weist vor allem zwei chrakteristische Banden auf: Eine im Car-
bonylbereich des Grundzustands von FUrd und eine im Vergleich dazu sehr hochfrequente
Bande. Bei einem Zerfall des Triplett-Zustands und einem Ubergang in den Grundzustand von
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Abb. 5.10.: Vergleich des transienten Absorptionsspektrums nach 10us mit dem stationédren
Differenzspektrum.

FUrd erwartet man daher eine Abnahme der hochfrequenten induzierten Absorption und ein
Erholen des Ausbleichens im Bereich der Carbonylbanden. In der langlebigen Komponente
in den experimentellen Daten wird ein solcher Vorgang beobachtet: Das Ausbleichens im
Carbonylbereich bei 1650 cm™! erholt sich und die induzierte Absorption im hochfrequenten
Bereich bei 1750 cm™! geht zuriick. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass es sich bei
der langlebigen Komponenent um den Zerfall eines Triplett-Zustandes handeln konnte.

Unter dieser Annahme wird im Folgenden die Quantenausbeute ® einer moglichen Triplett-
Bildung anhand der experimentellen Ergebnisse abgeschitzt. Dabei gilt:

cr Konzentration der Triplett-Molekiile

Op = (5.3)

Crtrd ~ Konzentration der angeregten Molekiile

Die GroBe cj;,, gibt die Konzentration der tatsdchlich angeregten Molekiile an und cpyr,q
entspricht der Konzentration der Molekiile, die nach UV-Anregung einen Triplett-Zustand
einnehmen. In der Nanosekunden-Messung wurde durch UV-Anregung auch Hydrat gebildet.
Dies ist anhand der Hydratsignatur bei 1460 crm ! zu erkennen. Fiir die Hydratbildung gilt die
gleiche Bedingung fiir die Quantenausbeute:

CHydrat
Crydrat = ——— (5.4)
1 - CruUrd

Ersetzt man die GroBe 7 in den beiden Gleichungen, ergibt sich fiir die Quantenausbeute der

Triplett-Bildung
Cr

(I)T = : (I)Hydrat (55)

CHydrat

Der Wert fiir ¢ryqrq: 1dsst sich aus der Absorptionsidnderung an der Position 1460 cm~ ! der
Hydratsignatur mit AA 450 = Crydrat - Ac1450 - d bestimmen. Fiir die Triplett-Konzentration
kann mit der gleichen Bedingung AAig50 = ¢ - €1650 - d an der spektralen Position bei
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5.4. Diskussion der Ergebnisse zur Hydratbildung

1650 cm™!, die durch einen méglichen Triplett-Zerfall hervorgerufen wird, angegeben werden.
Hier kann jedoch nicht die Differenz der Extinktionskoeffizienten angegeben werden, da
das Triplett-Spektrum nicht bekannt ist. Unter der Annahme, dass der Triplett-Zustand an
dieser spektralen Position nicht absorbiert, stellt die Angabe der Quantenausbeute @, eine
Untergrenze dar.

Mit c1650 = 914cm~'M~! im Grundzustand, Acq4s0 = 242cm *M~! an der Position
1450 cm™! von Grundzustand und Hydrat und der Schichtdicke d = 90 ym erhélt man die
Werte crydra: = 0,026 mM und cr = 2,3 uM. Fiir ®pyq,,; wird der Wert von 7 %, aus der
Pikosekunden-Messung verwendet. Dadurch ergibt die Abschitzung der Untergrenze der
Triplett-Quantenausbeute einen Wert von 0,6 %. Falls im Bereich von 1650 cm™! eine Triplett-
Absorption vorliegt kann dieser Wert auch hoher liegen. Im Folgenden wird fiir die Quan-
tenausbeute des Tripletts entsprechend etwa 1 % angenommen. In [Joh71] wird die Triplett-
Quantenausbeute von Uracil mit 0,8 % angegeben, was mit dem Wert fiir FUrd in guter
Ubereinstimmung steht.

5.4. Diskussion der Ergebnisse zur Hydratbildung

Es ist bekannt, dass sich bei dem Photohydrat von Uracil-Derivaten eine Hydroxygruppe an der
Cgs-Position und ein weiteres H-Atom an der C;5-Position des Pyrimidin-Rings befindet. Der
Mechanismus der Bildung des Photohydrats wird jedoch bis heute diskutiert. Bisher wurden
vier Modelle in der Literaur vorgeschlagen:

In Modell (I) von Burr und Mitarbeitern wird fiir die Reaktion eine Protonierung im elek-
tronisch angeregten Singulett-Zustand als Initiator fiir die Hydratbildung vorgeschlagen
[Bur68b, Bur68a, Bur72]. Im Modell (II) von Fisher und Johns erfolgt zuerst eine Deak-
tivierung des elektronisch angeregten Zustands in einen vibronisch angeregten Zustand in dem
dann die Wasseraddition stattfindet. Fiir den vibronisch angeregten Zustand wird dabei eine
zwitterionische Struktur angenommen [Fis70, Fis76]. Fiir das Modell (III) schlagen Garner und
Scoles dhnlich wie im Modell (I) eine Bildung iiber einen elektronisch angeregten Singulett-
Zustand vor. Diese erfolgt jedoch iiber ein Carbokation als Zwischenzustand welches dann
zum Hydrat reagiert [Gar85, Ben85]. In [G6r91] zeigt Gorner einen weiteren Reaktionsweg
iiber eine zwitterionische Struktur im elektronisch angeregten Zustand auf (Modell(IV)). Fiir
diese zwitterionische Struktur findet eine Ladungstrennung zwischen der Cg-Position und dem
Sauerstoff an der C,-Position statt.

Vor diesem Hintergrund werden im Folgenden die Ergebnisse der zeitaufgelosten Messungen
von FUrd im IR zusammengefasst und im Hinblick auf die verschiedenen Reaktionsmodelle
diskutiert.

5.4.1. Zeitaufgeloste Messungen an FUrd

In den stationdren Infrarot-Spektren ldsst sich die hydratisierte Form von 5-Fluorouridin
anhand von charakteristischen Signaturen nachweisen. Diese Eigenschaft ermoglicht es in
zeitaufgelosten IR-Messungen die Bildung des Hydrats zeitnah zu verfolgen. Diese Messungen
wurden im Zeitbereich von Pikosekunden bis Mikrosekunden durchgefiihrt. In der globalen
Datenanpassung konnten die Dynamiken der Absorptionsdnderungen mit insgesamt drei
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5. Die Photohydratisierung von Fluoro-Uridin

Zeitkonstanten angepasst werden. Die Werte der Zeitkonstanten sind in Tabelle 5.1 mit der
Zuordnung der damit verbundenen photophysikalischen Prozesse aufgelistet.

Im Pikosekundenbereich ergaben sich Prozesse, die mit den Zeitkonstanten von 75 = 1,2 ps
und 77 = 3,5 ps angepasst werden konnten. Im Zeitbereich von weniger als 10 ps nach Pho-
toanregung zeigen sich im IR-Spektrum Relaxationsprozesse die aus der Umverteilung von
tiberschiissiger Anregungsenergie in Schwingungsenergie resultieren (IVR). Die IVR kommt
sowohl im elektronisch angeregten Zustand als auch nach einer Relaxation in den Grundzu-
stand vor. Im Falle von FUrd liegen die Werte der zwei Zeitkonstanten sehr eng beieinander.
Eine Unterscheidung der Absorptionsdnderungen im Zusammenhang mit vibronischen Re-
laxationsprozessen von der internen Konversion in den Grundzustand ist daher nicht moglich.
Auch die Beobachtung der Hydratbildung anhand der charakteristischen Signaturen ist durch
die Prozesse der IVR iiberlagert. Die Bildung des Photohydrats kann daher nicht eindeutig
einer der beiden Zeitkonstanten zugeordnet werden. Eindeutig konnte jedoch gezeigt werden,
dass die Hydratisierung in diesem Zeitbereich von wenigen Pikosekunden statt findet. Die
Beobachtungen im Nanosekundenbereich zeigen zudem, dass in diesem Zeitbereich kein
weiteres Hydrat hinzu kommt.

Zeitkonstante | Prozess

To=1,2ps IVR, Hydratbildung
71 =3,5ps IVR, Hydratbildung
To=T1ns Triplett-Zerfall

Tabelle 5.1.: Ubersicht {iber die Zeitkonstanten aus der zeitaufgelésten Messungen an FUrd im IR
nach Anregung bei 266 nm.

In den zeitaufgelosten IR-Messungen im Nanosekundenbereich wurde eine Entwicklung
mit einer Zeitkonstante von 71 ns im Bereich der Carbonylbanden um 1650 cm™! und im
hochfrequenten Bereich bei 1750 cm™! beobachtet. Das simulierte Triplett-Spektrum von FUrd
im IR (siehe Anhang D) weist ebenfalls eine dhnliche Signatur mit Absorptionsbanden im
Carbonylbereich mit einer hochfrequenten Bande auf. Aufgrund dieser Ubereinstimmung
besteht Grund zur Annahme, dass der langlebige Prozess von 71 ns mit einem Triplett-Zustand
in Verbindung gebracht werden kann. Die typische Lebensdauer von Triplett-Zustinden von
Uridin-Derivaten wird mit Werten im Bereich von einigen Mikrosekunden angegeben [Fis76].
Diese kann jedoch bei einer hohen Probenkonzentration oder durch die Anwesenheit von
Sauerstoff erheblich herabgesetzt werden [Rys11]. Vergleicht man die gemessene Lebensdauer
von 71ns mit Untersuchungen der Triplett-Lebensdauer von Uridin in Abhédngigkeit der
Probenkonzentration zeigt sich, dass bei der verwendeten Konzentration von 12 mM die
Verkiirzung der Lebensdauer durch Selbstléschung in den Bereich von 100 ns méglich ist
[Whi72, Whi69, Joh71]. Ein eindeutiger Nachweis konnte durch konzentrationsabhingige
Messungen unter Ausschluss von Sauerstoff gefiihrt werden, was jedoch nicht Ziel dieser
Arbeit war.
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5.4. Diskussion der Ergebnisse zur Hydratbildung

5.4.2. Modell zur Photophysik von FUrd

Die Ergebnisse der Dateninterpretation lassen sich mit dem in Abbildung 5.11 gezeigten
Schema fiir die photophysikalischen Prozesse von FUrd beschreiben. Durch die Absorption
erfolgt in FUrd ein Ubergang in einen elektronisch angeregten Zustand. Innerhalb des an-
geregten Zustands finden Relaxationsprozesse statt, die iiberschiissige Anregungsenergie in
Schwingungsenergie im FUrd-Molekiil umverteilen (IVR). Aus dem angeregten Zustand re-
laxieren etwa 89-95 % der Basen iiber eine interne Konversion (IC) in den Grundzustand.
Das Abkiihlen der dabei entstandenen schwingungsangeregten Grundzustands-Molekiile er-
folgt iiber eine effiziente Kopplung an die Losungsmittelmolekiile. Sowohl die IC als auch
die IVR finden auf einer Zeitskala von 1 bis 3 ps statt, die typisch ist fiir DNA-Molekiile
[CHO4, PecO1, Tow09]. Diese beiden Vorgiinge konnen im IR experimentell nicht voneinander
unterschieden werden. Die Bildung von Photohydraten findet mit einer Ausbeute von etwa 4

1FUrd}
TFUrd+ c
.8
IC 0 g' ISC
R
% % ~1 %
TFUrds SFUrd1
IVR
Hydrate

TFUrdo

Abb. 5.11.: Reaktionsschema von FUrd. Abkiirzungen: IC = Internal Conversion, ISC = Inter System
Crossing, IVR = Internal Vibrational Relaxation, E 4 = Aktivierungsenergie fiir die Rlickreaktion.

bis 10 % statt. Dabei kann nicht unterschieden werden, ob die Bildung aus dem elektronisch
angeregten Zustand 'FUrd; erfolgt (Weg (I) in Schema 5.11) oder ob das Photohydrat aus
einem schwingungsangeregten Grundzustand 'FUrd}, gebildet wird (Reaktionsweg (II)).

Die IR-Messungen weisen bei der langlebigen Komponente Ahnlichkeit mit dem simulierten
Triplett-Spektrum auf. Deshalb kann angenommen werden, dass der beobachtete langlebige
Zustand einem Triplett-Zustand *FUrd; entspricht und die Beobachtungen im IR mit der
Zeitkonstante von 71 ns dem Zerfall des Triplett-Zustandes in den Grundzustand 'FUrd,
entsprechen, der mit einer Ausbeute von etwa 1 % gebildet wird. In Ubereinstimmung mit
der Literatur findet sich in den Experimenten kein Hinweis fiir eine Hydratbildung iiber den
Triplett-Zustand.
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5. Die Photohydratisierung von Fluoro-Uridin

5.4.3. Ausblick

Eine eindeutige Unterscheidung zwischen Reaktionsweg (I) und (II) liegen die Zeitkonstanten
der internen Konversion und der Relaxationsprozesse schwingungsangeregter Zustinde bei
FUrd zu nahe beieinander. Folgende Untersuchungen kdonnen weiteren Aufschluf iiber den
Reaktionsmechanismus geben:
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* Quantifizierung der thermischen Riickreaktion des Photohydrats zum Grundzustand:

Durch die Bestimmung der Hohe der Energiebarriere E 4 der Riickreaktion (Abbildung
5.11) kann eine Aussage iiber die Wahrscheinlichkeit der Bildung des Hydrats aus einem
vibronisch angeregten Zustand getroffen werden.

Genaue Bestimmung der Lebensdauer des elektronisch angeregten Zustands von FUrd:
Mittels zeitaufgeloster Fluoreszenz-Spektroskopie kann die Lebensdauer des elektro-
nisch angeregten Zustands (S;) bestimmt werden. Mit Kenntnis der S;-Lebensdauer
kann in den Ergebnissen der IR-Messungen moglicherweise eine Unterscheidung der
elektronischen von vibronischen Prozessen erreicht werden.

Untersuchung weiterer Uridin- oder Uracil-Derivate: Uber die Lebensdauern der ver-
schiedenen Uridin- und Uracil-Derivate ist bisher wenig bekannt. Es besteht die Moglich-
keit, dass beispielsweise durch geeignete Substitution die Lebensdauer des elektronisch
angeregten Zustands deutlich verlidngert wird. Dies konnte eine spezifische Charakte-
risierung der einzelnen Prozesse mittels zeitaufgeloster spektroskopischer Methoden
erlauben.



6. Zusammenfassung

Die Untersuchung von Photoschdden in DNA, die durch den UV-Anteil des Sonnenlichts
hervorgerufen werden, sind hinsichtlich ihrer photochemischen und photophysikalischen
Eigenschaften, ihres Mutationspotenzials und der Reparatursysteme Gegenstand aktueller
Forschung. In der vorliegenden Arbeit wurden mit zeitaufgelosten spektroskopischen Metho-
den die Reaktionsmechanismen von zwei UV-induzierten Photoschidden untersucht. Der erste
Teil (I) befasst sich mit der Sekundirreaktion des (6-4)-Schadens in einem Thymin-Dimer zum
Dewar-Valenzisomer. Dieser UV-Schaden entsteht, im Unterschied zu anderen DNA-Schiden,
durch Absorption von UV-Strahlung im UV-A-Bereich. Die Bildung des Dewar-Valenzisomers
wurde im Zuge dieser Arbeit erstmals mit zeitaufgeloster Spektroskopie im infraroten Spektral-
bereich untersucht. Zur Photoanregung des (6-4)-Schadens im UV-A-Bereich war es notwendig
den bestehenden Aufbau zur Erzeugung der Anregungsimpulse um zwei Stufen nichtlinearer
Frequenzkonversion zu erweitern. Dadurch stand ein transientes Infrarot-Spektrometer mit
durchstimmbaren Anregungsimpulsen im ultravioletten und sichtbaren Spektralbereich mit
ausreichend Anregungsenergie zur Verfiigung.

Der zweite Teil (II) dieser Arbeit beinhaltet die Untersuchung eines monomeren DNA-
Schadens, der UV-induzierten Hydratbildung eines Uridin-Derivats. Dazu wurde ein fluoriertes
Uridin mit einer besonders hohen Quantenausbeute der Hydratbildung verwendet. Diese Eigen-
schaft fiihrt zu hoheren Absorptionsianderungen im Zuge der Hydratbildung und erlaubt eine
detailliertere Analyse der Reaktionsmechanismen.

(I) Reaktion des T(6-4)T-Dimers zum Dewar-Valenzisomer

Die Untersuchung der Isomerisierungsreaktion wurde mit verschiedenen spektroskopischen
Techniken mit dem Schwerpunkt im infraroten Spektralbereich durchgefiihrt. Zunédchst wurden
die stationdren Absorptions- und Emissionseigenschaften eines T(6-4)T-Dimers und des daraus
gebildeten Dewar-Valenzisomers untersucht. In den stationdren Belichtungsexperimenten zeigt
sich bei der Isomerisierungsreaktion eine Verschiebung einer Carbonyl-Schwingungsbande in
einen spektral separierten hochfrequenten Bereich bei 1781 cm™!. Diese Dewar-Markerbande
bietet einen direkten Zugang zur Quantifizierung der Dewar-Bildung im infraroten Spektralbe-
reich. Auf diese Weise konnte die Quantenausbeute der Isomerisierungsreaktion zu 8 % +2 %
bestimmmt werden.

Die transiente Absorption im infraroten Spektralbereich erlaubt eine genaue Beobachtung
der kinetischen Ablédufe des photoinduzierten Isomerisierungsprozesses: Im infraroten Spek-
tralbereich wird eine Deaktivierung des elektronisch angeregten Zustands von T(6-4)T mit
130 ps beobachtet. Mit der gleichen Zeitkonstante erfolgt auch die Bildung des Dewar-Isomers,
die an der spektralen Position der Markerbande deutlich in Erscheinung tritt. Die Quanten-
ausbeute aus den transienten Messungen ist vergleichbar mit stationdren Belichtung und liegt
bei 5 -8 %. In den transienten Infrarotspektren wird neben der Kinetik mit 130 ps eine weitere
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6. Zusammenfassung

langlebige Komponente mit 1 ns beobachtet. Transiente Messungen der UV/Vis-Absorption
und der Fluoreszenz bestitigen die Zeitkonstanten von 130 ps und 1 ns als eine Deaktivierung
des elektronisch angeregten Zustands. Ebenso weisen die zeitaufgeldsten Emissionsmessungen
einen biexponentiellen Zerfall des Fluoreszenzintensitit auf, deren Zeitkonstanten in sehr
guter Ubereinstimmung mit den transienten Absorptionsmessungen stehen. In den Emissions-
messungen wurde eine Temperaturabhédngigkeit der Zerfallskonstanten von 130 ps und 1 ns
festgestellt. Dies bedeutet, dass die Deaktivierung des elektronisch angeregten Zustands iiber
eine Energiebarriere erfolgt. Uber eine Arrhenius-Auftragung konnten die jeweiligen Werte fiir
die Aktivierungsenergie zu 1000 cm ™! (130 ps) und 1500 cm™* (1 ns) bestimmt werden.

Eine dritte Kinetik mit einer Zeitkonstante von etwa 500 ns, die sich in den zeitaufgeldsten
IR-Messungen zeigt, weist nach dem Vergleich mit simulierten Triplett-Spektren von T(6-4)T
auf eine Beteiligung eines Triplett-Zustandes hin, der mit dieser Zeitkonstante von 500 ns
zerféllt. Da sich die spektralen Signaturen von Triplett- und Grundzustand iiberlagern, lisst
sich nicht eindeutig bestimmen mit welcher Zeitkonstante eine Spininversion und damit die
Bevolkerung eines Triplett-Zustandes stattfindet.

Zur Vertiefung des Verstidndnisses der photophysikalischen Eigenschaften des T(6-4)T-
Dimers wurden zusétzlich Untersuchungen am monomeren Pyrimidinon (1M2P in D,0) als
Minimalmodell durchgefiihrt. Die Analyse dieser Eigenschaften mit verschiedenen zeitaufge-
16sten spektroskopischen Methoden ergab, vergleichbar zum Dimer, eine Deaktivierung des
elektronisch angeregten Zustands iiber eine Enregiebarriere mit einer Zeitkonstante von 400 ps.
Zusitzlich weisen die transienten Spektren im Infraroten und UV/Vis eine weitere langlebige
Komponente im Bereich von 40 ns auf, die dem Zerfall eines Triplett-Zustands zugeordnet
werden kann.

Die Reaktion des T(6-4)T-Dimers zum Dewar-Valenzisomer zeigt sich in den Experimenten
sehr deutlich. Im monomeren Pyrimidinion kann die Dewar-Bildung sowohl in den stationéren
als auch in den zeitaufgelosten Messungen nicht nachgewiesen werden. Die quantenchemischen
Analysen der Geometrien des Dimers und des Monomers in der Gruppe von Prof. de Vivie-
Riedle liefern eine Erkldrung fiir diese experimentellen Beobachtungen: Sie zeigen, dass die
Verbindung des Dimers iiber das Riickgrat einen Klammermechanismus darstellt, der einen
Isomerisierungsprozess zur Dewar-Form erst ermoglicht. Das Riickgrat ist somit die Ursache
fiir die Schadensbildung.

(I1) Die Bildung des Photohydrats von Fluoro-Uridin

Ein fluoriertes Uridin (FUrd) diente im zweiten Teil dieser Arbeit als Modellsystem zur Analyse
der Bildung des Photohydrats nach UV-Anregung. In den stationédren IR-Spektren von FUrd
konnten durch den Vergleich mit simulierten IR-Spektren und einem Belichtungsexperiment
spektrale Signaturen fiir die Hydrat-Bildung identifziert werden.

Die zeitliche Entwicklung der Absorptionsidnderung von FUrd nach Photoanregung wurde
mit transienter Infrarot-Spektroskopie im Zeitbereich von Piko- bis Mikrosekunden untersucht.
Daraus ergab sich, dass die Bildung des Photohydrats von FUrd mit einer Zeitkonstante
von 1 bis 3 ps stattfindet. Die Ausbeute fiir die Hydrat-Bildung liegt im Bereich von 4 bis
10 %. Die charakteristische spektrale Signatur des Photohydrats ist im Zeitbereich der ersten
10 ps tiberlagert durch Absorptionsidnderungen aus Vorgidngen der internen Konversion in den
Grundzustand und Schwingungsrelaxationsprozessen abkiihlender Molekiile im elektronisch
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angeregten und im Grundzustand. Daher konnen diese Prozesse nicht eindeutig zugeordnet
werden. Insbesondere kann nicht unterschieden werden, ob die Hydratbildung iiber einen
elektronisch angeregten Zustand oder iiber einen vibronisch angeregten Grundzustand erfolgt.

Im Nanosekunden-Zeitbereich werden weitere Absorptionsianderungen im infraroten Spek-
tralbereich beobachtet, die jedoch nicht zur Hydratbildung beitragen. Aus einem Vergleich mit
simulierten Triplett-Spektren von FUrd und Angaben in der Literatur kann dieser Prozess mit
einer Zeitkonstante von 71 ns einem Zerfall eines Triplett-Zustandes zugeordnet werden. Eine
Abschitzung zur Quantenausbeute der Triplettbildung aus den zeitaufgelosten Messungen
liefert eine untere Grenze von etwa 1 %.

Mit den Untersuchungen an Fluoro-Uridin wurden erstmals zeitaufgeldste Infrarot-Messungen
im Zeitbereich von Femto- bis Mikrosekunden gezeigt. Sie bilden die Grundlage fiir weitere
Messungen zum Reaktionsmechanismus des Photohydrats.

Ausblick

Die experimentellen Ergebnisse zur Dewar-Bildung in einem Thymin-Dinukleotid zeigen
deutlich die Moglichkeit der direkten und eindeutigen Identifizierung der Dewar-Form mit
spektroskopischen Methoden. Sie er6ffnen die Moglichkeit weiterer Untersuchungen zu dieser
Schadensbildung. Mit einem qualitativen und quantitativen Nachweis des Dewars in einem
Doppelstrang konnen spektroskopischen Methoden wichtige Erkenntnisse beispielsweise im
Hinblick auf die Funktion des DNA-Riickgrats bei der Dewar-Bildung liefern.

Die zeitaufgelosten Messungen an Fluoro-Uridin geben einen Anhaltspunkt die Bildung
des Photohydrats. Sie konnen als Orientierung fiir weiterfithrende Analysen dienen, wie der
Fragestellung des Bildungsmechanismus des Hydrats iiber einen elektronisch angeregten
Zustand oder iiber einen vibronisch angeregten Grundzustand. Durch die genaue Messung der
Lebensdauer des angeregten Zustands mit zeitaufgelosten Emissionsmessungen an FUrd und
die Bestimmung der Energiebarriere der Riickreaktion des Photohydrats besteht die Aussicht
auf weiteren Erkenntnisgewinn zum Reaktionsprozess. Eine andere Moglichkeit besteht in der
Verwendung anderer Uridin- oder Uracil-Derivate, deren Lebensdauer des angeregten Zustands
stark von vibronischen Relaxationsprozessen abweicht. Dadurch konnten die elektronischen
von den vibronischen Vorgingen in zeitaufgelosten Messungen besser unterschieden werden
und somit ein Reaktionspfad der Hydratbildung identifiziert werden.
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A. Losungsmittelkorrekturen

Temperatureffekt von D,O

Im Absorptionsspektrum von D,O befindet sich im Bereich von 1300 bis 1800 cm™ eine
Absorptionsbande, die sich unter Temperaturerhohung zu niedrigeren Wellenzahlen hin ver-
schiebt. Dieser Effekt ist Abbildung A.1 bei drei verschiedenen Temperaturen gezeigt. Im
Differenzspektrum duflert sich eine Temperaturerhdhung von D,O durch einen sigmoidalen

Verlauf mit einem Maximum bei 1450 cm™! und einem Minimum bei 1600 cm™!.
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Abb. A.1.: Absorptionsspektrum von D,O im Bereich von 1300 bis 1800cm~! bei verschiedenen
Temperaturen (oben). Durch Temperaturerhdhung verschiebt sich die Absorptionsbande zu niedrigeren
Wellenzahlen. In der Differenz der Spektren unterschiedlicher Temperaturen &uBert sich dies in einem
sigmoidalen Verlauf des Differenzspektrums (unten).
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A. Lésungsmittelkorrektur

Korrektur der zeitaufgelésten Messungen

Die Absorptionsidnderungen von D,O sind in dem in Abbildung A.1 betrachteten Temperatur-
bereich direkt proportional zur Temperaturdnderung. Die erwarteten Absorptionsinderungen
in den zeitaufgelosten Messungen lassen sich deshalb iiber eine lineare Skalierung dieser Dif-
ferenzspektren an die transienten Spektren korrigieren. In Abbildung A.2 ist dies anhand eines
transienten Spektrums von T(6-4)T in D,O nach einer Verzogerungszeit von 10 us gezeigt. Das

01 T T v T v T v Ll

hot D,O - correction
of a T(6-4)T transient spectrum 4

AA/mOD

heating of ~ 25 mK

1650 1700 1750 1800
Frequency / cm™!

Abb. A.2.: Korrektur des Effekts durch Aufheizen des Lésungsmittels in den experimentellen Daten von
T(6-4)T. Das Differenzspektrum von D-O, das einer Temperaturerhfhung von etwa 25 mK entspricht
(grau gestrichelt), wird vom transienten Spektrum von T(6-4)T (rot) subtrahiert und man erhélt das
korrigierte transiente Spektrum in blau.

T(6-4)T-Spektrum (rot) wird von der Absorptionsdnderung durch das Aufheizen von D,O iiber-
lagert. Das Differenzspektrum von D,O aus Abbildung A.1 lésst sich auf das T(6-4)T-Spektrum
linear skalieren (grau gestrichelt). Die Skalierung entspricht einer Temperaturanderung von
etwa 25 mK. Nach Abzug des D,O-Differenzspektrums erhilt man das korrigierte transiente
Spektrum von T(6-4)T (blau). Der gesamte Datensatz der zeitaufgelosten Messung an T(6-4)T
ist auf diese Weise korrigiert.
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B. Globale Datenanpassung

Die Datensitze der zeitaufgelosten Messungen im infraroten Spektralbereich wurden mit einer
globalen Datenanalyse, die aus einer Summe von Exponentialfunktionen besteht, angepasst.
Im Folgenden sind die Zerfallsassoziierten Spektren gezeigt, die zu den zeitkonstanten der
jeweiligen Datenanpassung ermittelt wurden.

T(6-4)T-Dimer

Im Messbereich von 1450 cm™! bis 1825 cm™1:

0.2 T T T T T T T T T T T T T T

0.0 Z

. A A )
_0.2.- \\/ \,\/ \«\/ 136 ps -

o)
N
M 1

AA/mOD
o O
o o
-

Offset

N VT

0.1 -

MNAS A

©
[=

[ . ] A ] A ] A ] A ] A ] A ]
1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800
Frequency / cm’

Abb. B.1.: Zerfallsassoziierte Spektren der zeitaufgeldsten Messung an T(6-4)T-Dimeren mit einer
Impulsenergie von 450 nJ mit den entsprechenden Zeitkonstanten der globalen Datenanpassung.
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B. Globale Datenanpassung

T(6-4)T-Dimer

Im Dewar-spezifischen Messbereich von 1620 cm™! bis 1830 cm™*:

—»
‘4 O ‘e
OH OH
L) b) 1.0 i L) L) L) L) ]
34ps 0.13 ns (fixed)
} ] -1.0 } } } }
0.1} J

'0 5 B 128 pS . 00 L o, e L,
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o -1.0} . a -0. ]
% 10 t t t t % t t t t
= 0.0 = 0T ]
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0.0 M\/\_-—/—' Sha 0.0 —
Offset /\’/JV/ Offset
-0.2f . -0.2f .
1650 1700 1750 1800 1650 1700 1750 1800
Frequency / cm' Frequency / cm-'

Abb. B.2.: Zerfallsassoziierte Spektren der zeitaufgeldsten Messung an T(6-4)T-Dimeren mit einer Im-
pulsenergie von 750 nd im a) Pikosekundenbereich und b)Nanosekundenbereich mit den entsprechen-
den Zeitkonstanten der globalen Datenanpassung.
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5-Fluoro-Uridin:
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Abb. B.3.: Zerfallsassoziierte Spektren der zeitaufgelésten Messung an 5-Fluoro-Uridin im a)
Pikosekundenbereich und b)Nanosekundenbereich mit den entsprechenden Zeitkonstanten der globa-

len Datenanpassung.
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C. Bestimmung der
Reaktionsquantenausbeute des
Dewar-Valenzisomers

Die Berechnung der Quantenausbeute der Dewar-Isomerisierung berechntet sich wie folgt.
Die Quantenausbeute ist allgemein definiert als das Verhéltnis der Zahl der Molekiile, die pro
Zeiteinheit umbelichtet werden (/V,;) und der Zahl der Photonen, die pro Zeiteinheit absorbiert
werden (Npy,)

ANy /At

b= ANpy /At

(C.1)

Die Zahl der Molekiile, die pro Zeiteinheit umbelichtet werden, in diesem Fall zum Dewar-
Valenzisomer umgewandelt werden, ist direkt proportional zur Konzentrationsinderung der
Dewar-Isomere.

A]\/YM - ACDew
N AL V- Ny. (C.2)

AcDew

Wobei V' dem Probenvolumen und N4 der Avogadro-Zahl entspricht. Den Wert fiir =22«,
also die Konzentrationsdnderung der Dewar-Isomere pro Zeiteinheit erhédlt man nun aus dem
in Abschnitt 3.5 beschriebenen Belichtungsexperiment, bei dem die Anderung der Optischen
Dichte gegen die Belichtungzeit aufgetragen wird. Abgeleitet aus dem Lambert-Beer’schen
Gesetz ergibt sich fiir die Absorption

A=d-c-¢ (C.3)

wobei ¢ der Konzentration und € dem Extinktionkoeffizienten entspricht.

Im speziellen Fall Dewar-Isomerisierung wird die Markerbande bei 1781 cm ™! betrachtet, die
den Vorteil hat, dass sie sich spektral isoliert von den tibrigen Schwingungsbanden sowohl
des Dewar-Isomers als auch des (6-4)-Dimers befindet. Nimmt man nun die Anderung der
Absorption in Abhiingigkeit der Belichtungszeit bei 1781 cm™* auf, so gilt

AA=d- ACDew . A€1781. (C4)

Dabei gilt: Aci781 = Epewar,1781 — €(6-4),1781 = EDewar,1781, da das (6-4)-Dimer bei der
Dewar-Bande (1781 cm™!) keine Absorption besitzt. Den Wert fiir & Dewar,1781 €rhélt man aus
dem finalen Belichungsspektrum unter der Annahme, dass alle (6-4)-Dimere in das Dewar-
Valenzisomer umgewandelt wurden. Dies hat eine chemische Analyse ergeben. Nach Auftragen
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C. Reaktionsquantenausbeute

der Anderung der Optischen Dichte gegen die Belichtungszeit lisst sich fiir kleine Strahlungs-

dosen und Belichtungszeit eine lineare Funktion daran anpassen (siehe Abbildung C.1). Die

Steigung dieser Gerade liefert einen Wert fiir A—’?. In Gleichung C.2 lisst sich nun 2Rew

AL ) A At
ersetzen durch &2 - ———.
At d'EDe’wa'r,l781

20 T T T T T T T T T T
O T(6-4)T @ 1781 cm’!

15 | .
Qa
Q 10f .
<
<

5 - -

0 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Illlumination Time / s

Abb. C.1.: Lineare Datenanpassung zur Bestimmung der Quantenausbeute der Dewar-lsomerisierung

Die Anzahl der absorbierten Photonen pro Zeiteinheit erhélt man aus der gemessenen

Belichtungsleistung () und der Energie eines Photons bei der verwendeten Wellenldnge (A =

355 nm) AN P
pn L

At h-c’

(C.5)
Somit gilt fiir die Berechnung der Quantenausbeute anhand der Dewar-Markerbande bei
1781 cm™!

_ANy/At  AAV-N,  hec
N ANPh/At B At - 6Dewa7",1781 -d P- )\

> (C.6)

Der Wert fiir % = 6.3 - 107% 57! entspricht der Steigung der Geraden in Abbildung C.1.
Fiir den Extinktionskoeffizienten bei 1781 cm™" gilt €peyar 1781 = 342cm ™' M~! erhalten
aus dem Dewar-Spektrum. Die Belichtungsleistung ldsst sich durch ein separates Belicht-
ungsexperiment, dass unter exakt den gleichen Bedingungen mit einer Substanz bekannter
Quantenausbeute durchgefiihrt wird, bestimmen. Aus dieser Aktinometermessung ergibt sich
der Wert P = 8.7 mW fiir die Belichtungsleistung. Mit dem Probenvolumen V' = 1ml, der
Schichtdicke der Kiivette von d = 90 ym und den Werten fiir die Belichtungswellenlinge
(A = 355nm), das Planck’sche Wirkungsquantum (h = 6.626 - 1073* Js), die Avogadro-
Konstante (N, = 6.022 - 10?3 mol~') und die Lichtgeschwindigkeit im Vakuum (3 - 108 m/s)
berechntet sich die Quantenausbeute fiir die Dewar-Isomerisierung zu

® ~ 0.08 (C.7)
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D. Simulation von IR-Spektren zum
Photohydrat

Fiir die Simulation der IR-Spektren wurde das Programmpaket Gaussian03 mit dem Austausch-
Korrelationsfunktional B3Lyp (Becke, 3 Parameter, Lee-Yang-Parr) [Lee88, Ste94] und dem
Basissatz 6-31+G** verwendet. Fiir die Darstellung der Spektren ist ein B3LYP Skalierungs-
faktor von 0,9614 und eine GauB-Liniebreite von 15 cm~' benutzt worden.

Fluorouridin mit L6sungsmittelmodell

Der Einfluss der Losungsmittelumgebung auf das Infrarotspektrum eines von Fluoro-Uridin
wurde mit einem Losungsmittelkontinuum-Modell angenihert (PCM = polarizable continuum
model) [Bar98, Cos03]. Der Unterschied zum Spektrum in der Gasphase ist in Abbildung D.1
gezeigt. Die Verwendung des Kontinuum-Modells fiihrt zu einer besseren Reprisentation der
experimentellen IR-Spektren.

1000 F L

! ,A -
0 M

e —— FUrd V\/ -

-500 —— hydrated FUrd -

5 —— difference
-1 000 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1

1000 e

Intensity / a.u.

500 N
J G v _
-500 - .
-1000 i . | : | : | : | | ]

1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900
Frequency / cm-!

Abb. D.1.: Vergleich der simulierten IR-Spektren mit Lésungsmittelkontinuum-Modell (PCM) und in
der Gasphase. Es sind jeweils die Spektren von FUrd, des FUrd-Hydrats und die Differenz der beiden
Spektren gezeigt. Bei den Berechnungen wurde ein B3LYP-Skalierungsfaktor von 0,9614 und eine
GauB-Liniebreite von 15cm~! verwendet.
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D. Simulation von IR-Spektren

Simulation des Triplett-IR-Spektrums von Fluorouridin

Das Ergebnis der Simulation des Triplett-Spektrums von FUrd im infraroten Spektralbereich ist
in Abbildung D.2 dargestellt. Im Carbonylschwingungsbereich von 1650 cm~! bis 1800 cm™*
befinden sich zwei Absorptionsbanden. Eine dieser Banden ist im Vergleich zum Singulett-
Spektrum zu hoheren Frequenzen verschoben. Eine vergleichbare spektrale Entwicklung zeigt
sich in den experimentellen Ergebnissen.

—— FUrd
5001 3FUrd

Intensity / a.u
o

—— difference

-500 - .

1400 1500 1600 1700 1800
Frequency / cm!

Abb. D.2.: Ergebnis der Simulation des Triplett-IR-Spektrums von Fluoro-Uridin (griin) im Vergleich mit
dem Singulett-Spektrum (rot). Darunter ist die Differenz der beiden Spektren eingezeichnet. Es wurde
das PCM-L6sungsmittelmodell, ein B3LYP-Skalierungsfaktor von 0,9614 und eine GauB-Liniebreite
von 15cm~1! und verwendet.
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Glossar - Abkurzungsverzeichnis

AgGaS,
BaF,
BBO
BS
CakF,
CG
Coln
CPA
DFM
DM

Fl
FUrd
FWHM
IC

IR

ISC
IVR

kp
LASER
N2
MIR
NIR
NMR
NOPA

oD
OPA
SHG
TpT
Urd
Uv
VIS
WL

Silberthiogallat Kristall

Bariumfluorid

S-Bariumborat Kristall

engl.: beam splitter = Strahlteiler

Kalziumfluorid

engl.: continuum generation = WeiBlichterzeugung

engl.: conical intersection = konische Durchschneidung

engl.: chirped pulse amplification

engl.: difference frequency mixing = Differenzfrequenzerzeugung
engl.: dichroitic mirror = dichroitischer Spiegel

Fluoreszenz

5-Fluoro-Uridin

engl.: full width half maximum = Halbwertsbreite

engl.: internal conversion = interne Konversion

Infrarot

engl.: inter system crossing = Innere Umwandlung

engl.: internal vibrational relaxation = Interne Schwingungsrelaxation
die Ratenkonstante

die Boltzmannkonstante

engl. light amplification by stimulated emission of radiation
Lambda-Halbe-Plittchen

Mittelinfrarot

Nahinfrarot

engl.: nuclear magnetic resonance = kernmagnetische Resonanz

engl.: non-collinear optical parametric amplifier = nicht-kollinearer
optisch-parametrischer Verstéarker

engl.: optical density = optische Dichte, Absorption

engl.: optical parametric amplifier = optisch-parametrischer Verstirker
engl.: second harmonic generation = Frequenzverdopplung
Thymidylyl-3-5-Thymidin

Uridin

Ultraviolett

engl.: visible = sichtbar

engl.: white light generation = Weilllichterzeugung

125



126



Publikationen

Diese Arbeit wurde am Lehrstuhl fiir BioMolekulare Optik der Fakultét fiir Physik federfiihrend
von Karin Haiser durchgefiihrt. Im Rahmen von wissenschaftlichen Zusammenarbeiten haben
Dr. Benjamin Fingerhut, Teja Herzog und Gerald Ryseck zur vorliegenden Arbeit beigetragen.
Inhalte und Diagramme aus deren Doktorarbeiten sind in die vorliegende Arbeit eingeflossen.

Publikationen im Zusammenhang mit dieser Arbeit:

K. Haiser, B. P. Fingerhut, K. Heil, A. Glas, T. T. Herzog, B. M. Pilles, W. J. Schreier,
W. Zinth, R. de Vivie-Riedle, and T. Carell. Angewandte Chemie Int. Ed. 51 (2), 408 -
411 (2012).

B. P. Fingerhut, T. T. Herzog, G. Ryseck, K. Haiser, F. F. Graupner, K. Heil, P. Gilch, W.
J. Schreier, T. Carell, R. de Vivie-Riedle, and W. Zinth. Dynamics of UV-induced DNA
lesions: Dewar formation guided by pre-tension induced by the backbone. New Journal
of Physics, submitted.

G. Ryseck, T. Schmierer, K. Haiser, W. Schreier, W. Zinth, and P. Gilch. The Excited-
State Decay of 1-Methyl-2(1H)-pyrimidinone is an Activated Process. Chem.Phys.Chem
12, 1880-1888 (2011).

Weitere Publikationen:

N Regner T. T. Herzog, K. Haiser, C. Hoppmann, M. Beyermann, J. Sauermann, M.
Engelhard, T. Cordes, K. Riick-Braun, and W. Zinth. Light-Switchable Hemithioindigo-
Hemistilbene-Containing Peptides: Ultrafast Spectroscopy of the Z — E Isomerization
of the Chromophore and the Structural Dinamics of the Peptide Moiety. J. Phys. Chem.
accepted.

K. Haiser, F. O. Koller, M. Huber, N. Regner, T. E. Schrader, W. J. Schreier, and W.
Zinth. Nitro-Phenylalanine - A Novel Sensor for Heat Transfer in Peptides. The Journal
of Physical Chemistry A 115, 2169-2175, (2011).

T. Schmierer, S. Laimgruber, K. Haiser, K. Kiewisch, J. Neugebauer, and P. Gilch.
Femtosecond spectroscopy on the photochemistry of ortho-nitrotoluene. Phys. Chem.
Chem. Phys. 12, 15653-15664, (2010)

W. J. Schreier, J. K. Kubon, N. Regner, K. Haiser, T. E. Schrader, W. Zinth, P. Clivio,
and P. Gilch. Thymine Dimerization in DNA Model Systems: Cyclobutane Photolesion
Is Predominantly Formed via the Singlet Channel. J. of the Am. Chem. Soc. 131 (14),
5038-5040 (2009).

127



Publikationen

» K. Haiser, F. O. Koller, M. Huber, T. E. Schrader, N. Regner, W. J. Schreier, and W. Zinth.
Generation of Narrowband Ultrashort Pulses Tunable in the mid-IR and the Application
to Vibrational Energy Transfer in a Modified Amino Acid. Ultrafast Phenomena X VI,
Springer Series in Chem. Physics 92, 325-327 (20009).

* F O. Koller, K. Haiser, M. Huber, T. E. Schrader, N. Regner, W. J. Schreier, and W. Zinth.
Generation of narrowband subpicosecond mid-infrared pulses via difference frequency
mixing of chirped near-infrared pulses. Optics Lett. 32 (22), 3339-3341 (2007).

Ausgewahlte Tagungsbeitrage:

* WJ. Schreier, J.K. Kubon, K. Haiser, P. Clivio, W. Zinth, and P. Gilch. Studying DNA
Photodimerization in a locked Thymine Dinucleotide. Poster presentation at the Central
European Conference on Photochemistry 2010 in Bad Hofgastein, Austria.

* K. Haiser, T. Cordes, T. Herzogl, G. Zeyat, K. Riick-Braun, and W. Zinth. The Photo-
chemistry of Chromenes Studied with Time-Resolved Infrared Spectroscopy. Talk at
the XIV. International Conference on Time-Resolved Vibrational Spectroscopy 2009 in
Meredith, New Hampshire.

» K. Haiser, F. O. Koller, M. Huber, T. E. Schrader, N. Regner, W. J. Schreier, and W. Zinth.
Generation of Narrowband Ultrashort Pulses Tuneable in the mid-IR and the Application
to Vibrational Energy Transfer in a Modified Amino Acid. Talk at the XVI. Conference
on Ultrafast Phenomena 2008 in Stresa, Italy.

128



Danksagung

Mein herzlicher Dank gilt allen, die zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben. Besonders
bedanken mochte ich mich bei:

Prof. Dr. Wolfgang Zinth fiir die freundliche Aufnahme am Lehrstuhl, die mir die Durch-
fiihrung interessanter Projekte ermoglichte. Vielen Dank fiir die Unterstiitzung und die
vielen hilfreichen Diskussionen.

Prof. Dr. Regina de Vivie-Riedle fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens und die damit
verbundene Arbeit. AuBlerdem vielen Dank fiir die Theorie-Unterstiitzung im Dewar-
Projekt zusammen mit Dr. Benjamin Fingerhut.

Prof. Dr. Thomas Carell und seinen Mitarbeitern Dr. Andreas Glas und Korbinian Heil fiir
die ergebnisreiche Zusammenarbeit beim Dewar-Projekt und die Bereitschaft immer
wieder neue Probe zu synthetisieren.

Prof. Dr. Peter Gilch und seinen Mitarbeitern Gerald Ryseck und Thomas Schmierer fiir
das groB3e Interesse und den wissenschaftlichen Austausch im Zusammenhang mit Dewar-
und anderen Projekten

der DFG fiir die Finanzierung einer Doktorandenstelle im Rahmen des SFB 749.

Nadja Regner und Teja Herzog fiir dic gemeinsamen Messungen und Justagen des Laser-
systems, bei der die gute Laune nie fehlte.

Dr. Wolfgang Schreier fiir seine Unterstiitzung bei Labor- und Infrarotfragen, fiir die er
stets ein offenes Ohr und viele Losungsvorschlédge hatte.

Dr. Thorben Cordes fiir die vielen hilfreichen Ratschlidge im Forschungsalltag und dass
ich am Chromen-Projekt Teil haben durfte.

den Biiro- und Laborkollegen , Nadja Regner, Florian Koller, Andrea Malkmus, Michael
Brandl, Teja Herzog, Thorben Cordes, Wolfgang Schreier, Julia Kubon, Martha Bren-
nich, Dr. Tobias Schrader, Halina Strzalka, Sebastian Pregl, Benjamin Schuster, Dominik
Bucher, Andreas Deeg, Bert Pilles, Lizhe Liu und Benjamin Mirz fiir das gute Arbeits-
klima.

dem ganzen Lehrstuhl Zinth fiir die sehr angenehme Atmosphire. Besonderer Dank geht
an Florian Lederer, Julian Schauseil,Florian Trommer und Franziska Graupner, an die
Kollegen aus der AG-Riedle, besonders Christian Homann, fiir die Beratung bei NOPA,
OPA und Co. und an die Gilch-Gruppe mit Bjorn Heinz, Thomas Schmierer, Evelyn
P16tz, Benjamin Marx und Gerald Ryseck.

129



Danksagung

der Werkstatt und damit Rudi Schwarz, Alfons Storck, Christian Hausmann und Harald
Hoppe fiir die schnelle Ausfiihrung der Auftriage und die wirkungsvolle Beratung bei
Konstruktionsfragen.

dem Lehrstuhl-Sekretariat und damit Frau Alexandra Michaelis und Frau Widmann-
Diermeier fiir die stets freundliche Hilfe bei allen Verwaltungsangelegenheiten.

dem IT-Team Karl-Heinz Mantel und Florian Trommer fiir zuverlissige Bereitstellung
und Pflege der Labor- und Messrechner und die vielen Auswege aus den Computerpro-
blemen.

den Kollegen und Freunden , Andrea, Stephan und Mira Malkmus sowie Judith, Uwe,
Julius und Jana Megerle fiir ihr Interesse und die Hilfe dabei alles in die richtige Relation
zu setzen und den Blick fiirs Wesentliche zu behalten.

der Familie Lederer fiir herzliche Aufnahme in der Familie.

meiner Familie , meinen Eltern Anna und Klaus Haiser, meinem Bruder Erhard Haiser, allen
GroBeltern und dem Rest der Familie fiir die Vorbilder, den Ansporn und den Riickhalt.

Florian , der immer fiir mich da ist und immer einen Rat weif3.

130



	Titel
	Kurzfassung
	Abstract
	Inhalt
	1 Einleitung
	2 Der Einfluss von UV-Strahlung auf Nukleinsäuren
	2.1 Aufbau der DNA und RNA
	2.2 UV-induzierte DNA-Schäden
	2.2.1 Dimer-Schäden
	2.2.2 Monomere Schäden – das Photohydrat

	2.3 Mutagenität von Photoschäden

	3 Experimentelle Techniken
	3.1 Das Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie
	3.2 Das Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer
	3.2.1 Das Femtosekunden-Lasersystem
	3.2.2 Erzeugung abstimmbarer Abtastimpulse im mittleren Infraroten
	3.2.3 Erzeugung der Anregungsimpulse im UV
	3.2.4 Messplatz und Detektionseinheit

	3.3 Transiente Spektroskopie im Nanosekundenbereich
	3.3.1 Der Nanosekundenlaser
	3.3.2 Synchronisation des Nanosekunden- mit dem Femtosekundenlaser

	3.4 Messablauf und Datenverarbeitung
	3.4.1 Justage des Messaufbaus und Apparatefunktion
	3.4.2 Datenaufnahme und -verarbeitung
	3.4.3 Datenanpassung

	3.5 Stationäre Charakterisierung und Bestimmung der Quantenausbeute

	4 Die Bildung des Dewar-Valenzisomers
	4.1 Das Modellsystem
	4.2 Stationäre Experimente zum Nachweis des Dewar-Valenzisomers
	4.2.1 Dewar-Signatur im infraroten Spektralbereich
	4.2.2 Absorptionseigenschaften im UV-Bereich und das Fluoreszenzspektrum
	4.2.3 Bestimmung der Quantenausbeute der Dewar-Bildung

	4.3 Zeitaufgelöste Experimente
	4.3.1 Femtosekundenspektroskopie im IR: Bildung des Dewar-Valenzisomers
	4.3.2 Zeitaufgelöste Experimente im Nanosekundenbereich
	4.3.3 Zeitaufgelöste Fluoreszenzspektroskopie
	4.3.4 Femtosekundenspektroskopie im UV- und sichtbaren Spektralbereich

	4.4 Pyrimidinon als Modellsystem
	4.4.1 Stationäre Spektren von Pyrimidinon
	4.4.2 Zeitaufgelöste Messungen an Pyrimidinon
	4.4.3 Diskussion der Ergebnisse der Messungen an Pyrimidinon

	4.5 Theoretische Berechnungen zum Reaktionsmechanismus
	4.5.1 Simulation der IR-Absorptionspektren
	4.5.2 Die Dynamik des T(6-4)T-Photoschadens und sein Reaktionsmechanismus zum Dewar-Valenzisomer

	4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse und mögliches Reaktionsmodell
	4.6.1 Bildung des Dewar-Valenzisomers
	4.6.2 Photophysik von T(6-4)T
	4.6.3 Das Rückgrat ermöglicht die Dewar-Bildung


	5 Die Photohydratisierung von Fluoro-Uridin
	5.1 Fluoro-Uridin als Modell zur Hydratbildung
	5.2 Stationäre Charakterisierung von Fluoro-Uridin
	5.2.1 Absorptionseigenschaften im IR
	5.2.2 Simulation der IR-Spektren
	5.2.3 Absorptionseigenschaften im UV

	5.3 Die Bildung des Photohydrats
	5.3.1 Zeitaufgelöste Spektroskopie im Pikosekundenbereich
	5.3.2 Zeitaufgelöste Spektroskopie im Nanosekundenbereich

	5.4 Diskussion der Ergebnisse zur Hydratbildung
	5.4.1 Zeitaufgelöste Messungen an FUrd
	5.4.2 Modell zur Photophysik von FUrd
	5.4.3 Ausblick


	6 Zusammenfassung
	A Lösungsmittelkorrektur
	B Globale Datenanpassung
	C Reaktionsquantenausbeute
	D Simulation von IR-Spektren
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Literaturverzeichnis
	Publikationen

