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Zusammenfassung

Die Erzeugung von DNA-Schadigungen durch exogene Substanzen ist ein weit verbrei-
tetes therapeutisches Konzept, um die Proliferation erkrankter Zellen zu verhindern. Ein
vertieftes Verstandnis dafiir, wie solche Schaden gebildet werden, ist daher von groBem
Interesse fiir die Natur- und Lebenswissenschaften. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
photophysikalische und -chemische Verhalten einer Klasse von DNA-schadigenden Exoge-
nen, die sich mit Licht aktivieren lassen, mithilfe von hochzeitaufgeldster Spektroskopie
direkt beobachtet und charakterisiert. Als Modellsystem fiir die Untersuchung solcher
Exogene wurde die therapeutisch relevante Stoffklasse der Psoralene (auch: Furocouma-
rine, s. Abbildung 1) ausgewahlt.

Psoralene sind vor allem durch ihren Einsatz im Rahmen der PUVA-Therapie (PUVA
fir Psoralen + UV-A Bestrahlung) zur Behandlung weitverbreiteter Hauterkrankungen
wie Schuppenflechte (Psoriasis) und der WeiBfleckenkrankheit (Vitiligo) bekannt. Zusatz-
lich finden sie vielfaltige Anwendungen in medizinischen oder chemischen Laboren. Dazu
zahlen die Desaktivierung von Viren in Blutproben, die Analyse der Struktur von DNA-
Fragmenten oder die Stabilisierung von DNA-Origamistrukturen. All diese Anwendungen
basieren auf ihrer Wechselwirkung mit der DNA, von der schon mehrere Aspekte bekannt
sind. In wassriger Umgebung interkalieren Psoralene ohne Lichteinwirkung zwischen die
Basenpaare der DNA, was durch 7-Elektronenwechselwirkungen zu einem freien Enthal-
piegewinn fiihrt. Innerhalb der DNA konnen sie dann selektiv mit UV-A Licht angeregt
werden. Darauf konnen entweder unter Beteiligung ihrer Furan- oder ihrer Pyrondop-
pelbindungen [2+2]-Cycloadditionen mit Thyminbasen in der DNA stattfinden. Eine se-
kundare [2+2]-Cycloaddition des Furanmonoaddukts iiber das Pyronfragment kann zu
einer Quervernetzung der DNA fiihren. Samtliche Addukte behindern das Auslesen der
genetischen Information und konnen in den medizinischen Anwendungen ein Absterben
der betroffenen Zelle verursachen. Die Reaktionsquantenausbeuten fiir diese Reaktionen
sind jedoch klein — in der Regel liegen sie unter 2 %. Trotz intensiver Bemiihungen, vor
allem in den 1970er und 80er Jahren, sind die in der DNA ablaufenden photochemischen
Mechanismen weitgehend unbekannt.

In dieser Arbeit wurde erstmals die ultraschnelle Photophysik und -chemie einiger



DNA-interkalierter Psoralenderivate, unter anderem durch Einsatz von hoch zeitauf-
geloster Absorptions- und Raman Spektroskopie, untersucht. Da die Interkalation in
die DNA ein chemisches Gleichgewicht darstellt, wurde zunachst ein Titrationsverfahren
zur Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten entwickelt, liber die der Anteil der nicht-
interkalierten Psoralene fiir beliebige Losungen vorhergesagt werden kann. Dann wurde
eine Prozedur fiir die Subtraktion der Signale dieses Anteils in den zeitaufgelosten Mes-
sungen unter Beriicksichtigung der absorbierten Lichtanteile im Gemisch entwickelt. Die
so gewonnenen Daten der interkalierten Molekiile enthiillten das Auftreten eines reversi-
blen photoinduzierten Elektrontransfers (PET) von der DNA zu den Psoralenen, der die
Lebensdauer des angeregten Singulettzustands drastisch verkiirzt und in Konkurrenz zu
den eigentlich gewiinschten Cycloadditionen steht. Ein solcher PET wurde in bisherigen
Untersuchungen zu Psoralenen nie in Betracht gezogen. Der Einsatz verschiedener Pso-
ralenderivate zeigte, dass dieser Prozess bei allen gangigen Substitutionsmustern ablauft.
Leichte Unterschiede in den jeweiligen Kinetiken konnten in guter Ubereinstimmung mit

Elektrontransfertheorie durch variierende freie Reaktionsenthalpien fiir den PET erklart

werden.

NH, y,
N A

~
Psoralen 8-Methoxypsoralen  Aminomethyltrioxsalen AT
(PSO) (8MOP) (AMIT)

Abbildung 1: Schema des in dieser Arbeit erstmals beobachteten, reversiblen
photoinduzierten Elektrontransfers von Guaninen zu Psoralenen in der DNA, der in

Konkurrenz zu den eigentlich erwiinschten [242]-Cycloadditionen steht.

Eine Variation der DNA-Sequenzen zeigte, dass nur Guanin in der DNA als Elek-
trondonor fungiert. Dies hat Konsequenzen fiir die moglichen Reaktionsmechanismen
der etablierten Derivate in natiirlicher DNA, die im letzten Abschnitt der Arbeit disku-
tiert werden. Da der PET in Konkurrenz zu den gewiinschten Cycloadditionen steht,
liefert seine Entdeckung einen neuen Ansatz zur Optimierung von Psoralenen fiir die
DNA-Anbindung. Die Reaktionsquantenausbeuten sollten sich durch die Einfiihrung von

Substituenten, die die Reduktion der Psoralene erschweren, deutlich erhohen lassen.



Abstract

The generation of DNA lesions by exogeneous substances is a well-established therapeutic
approach to suppress the proliferation of deseased cells. Thus, an elaborate understanding
of how such lesions are formed is of utmost importance for the natural and life sciences.
During this thesis, the photophysical and photochemical behavior of a medically relevant
class of exogeneous compounds, which undergoes photoreactions with DNA, was studied
by means of ultrafast spectroscopy. The class of psoralens (also known as furocoumarins,
see Figure 1) was chosen as a model system for this purpose.

Psoralens are primarily known for their application in the framework of PUVA therapy
(PUVA for psoralen + UV-A irradiation), which is used to treat widespread skin deseases
like psoriasis and vitiligo. Additionally, they are applied for a multitude of purposes in
medical and chemical research laboratories, including the disinfection of blood samples,
structural analysis of DNA fragments, and the stabilization of DNA origami constructs.
All of these applications are based upon their interaction with DNA. Several aspects of
these interactions have already been revealed. In aqueous solution, psoralens intercalate
between base pairs of double helical DNA, which reduces the free energy of the system
due to m-electron interactions. Once situated between the DNA base pairs, they can
be selectively excited using UV-A light. As a consequence of this excitation, [2+2]-
cycloadducts with adjacent thymines may be formed, either incorporating their furan
or pyrone moieties. If the initial adduct is formed at the furan side, a second UV-A
excitation is possible. Then, a secondary [2+2]-cycloaddition via the pyrone moiety can
crosslink the DNA strands. In the medical applications, all of these adducts impede the
read-out of genetic information encoded in the DNA and potentially lead to necrosis or
apoptosis of affected cells. However, the reaction quantum yields for these additions are
low — usually below 2%. Despite large research efforts, in particular during the 1970's and
80's, the photochemical mechanisms of the additions, and the photoinduced processes
within DNA in general, are widely unknown.

Within this thesis, the ultrafast photophysics and photochemistry of several DNA in-
tercalated psoralen derivatives is studied for the first time, employing i.a. femtosecond

transient absorption and femtosecond stimulated Raman spectroscopy. Since DNA in-



tercalation of these molecules is a chemical equilibrium, the development of a titration
procedure for the determination of DNA binding constants was necessary in a first step.
Relying on these binding constants, the femtosecond data can be corrected for the contri-
butions of non-intercalated molecules. The data of intercalated molecules obtained this
way reveals the occurrence of ultrafast photoinduced electron transfer (PET) processes
from DNA to psoralens, which drastically reduces the excited singlet state lifetime of the
latter and impedes the desired [2+2]-cycloadditions. Up to now, such a PET has never
been considered as a process in the photochemistry of intercalated psoralens. The study
of diverse psoralen derivatives shows that the transfers take place with all frequently used
substitution patterns. Slight differences in the observed kinetics are nicely explained by

varying free energy changes in the framework of electron transfer theory.
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Figure 1: Scheme of the photoinduced electron transfer between guanines and
psoralens within DNA discovered here. The transfer interferes with desired
[2+42]-cycloadditions to DNA.

Employing diverse DNA molecules with defined sequences, it is shown that guanines are
the only nucleobases acting as electron donors for the psoralens. This has implications for
the photochemical mechanisms of the established derivatives in natural DNA, which are
discussed at the end of this thesis. Since the PET occurs in competition with the desired
cycloadditions, this work reveals a completely new approach for the optimization of
psoralens with respect to their reaction with DNA. By introducing suitable substituents,
which shift the reduction potentials to the negative, the reaction quantum yields for the

addition to DNA can most likely be significantly increased.
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1 Einleitung

Verdanderungen des Erbguts sind der Ausloser fiir verschiedenste Krankheiten, von denen
einige lethale Auswirkungen haben kénnen.['? Die Natur hat daher eine Vielzahl von
Strategien entwickelt, um das Erbgut aller Lebewesen vor Beschadigungen durch innere
und duBere Einfliisse zu schiitzen. Die Speicherung dieser Information in der Desoxyri-
bonukleinsdure (DNA fiir deoxyribonucleic acid) im Inneren der Zellkerne fiihrt bereits
zu einer raumlichen Abgrenzung gegeniiber vielen schadlichen Einfliissen. Desweiteren
ist der Aufbau der DNA selbst darauf optimiert, Beschadigungen ihrer Struktur weitge-
hend zu vermeiden.? Sie bildet unter physiologischen Bedingungen eine doppelhelikale
Struktur aus zwei polymeren Ketten aus. Das Riickgrat dieser Ketten besteht aus Phos-
phatgruppen, an die je eine der vier Nukleobasen — Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin
— lber glykosidische Briicken angebunden ist (Abbildung 1.1 links). Die Abfolge dieser
Nukleobasen kodiert die Erbinformation der Zelle. In der doppelhelikalen Struktur sind die
Nukleobasen aufgrund ihres hydrophoben Charakters wiederum dem Inneren zugewandt,
wo sie unter anderem durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Einzelstrangen
zusammengehalten werden. Zusatzlich zu dieser Abschirmung der Trager der Erbinfor-
mation ist die DNA auf eine intrinsisch niedrige chemische Reaktivitat optimiert. Dazu
zahlt auch, dass die Nukleobasen durch in den ultravioletten Bereich des elektromagneti-
schen Spektrums verschobene Absorptionsspektren weitgehend vor Schadigungen durch
Sonneneinstrahlung geschiitzt sind. Kommt es trotz der niedrigen Intensitdt des Sonnen-
lichts in diesem Spektralbereich zu einer elektronischen Anregung der DNA-Basen, so
existieren ultraschnelle Relaxationsprozesse, die das Ablaufen von Photoreaktionen er-
schweren. 34561 So fiihren nur etwa 1 % der Anregungen zu einer chemischen Verinde-
rung einzelner Nukleobasen.

All dieser Vorkehrungen zum Trotz finden Schadigungen der DNA im menschlichen
Korper tiglich millionenfach statt,[”! da die Zellen permanent einer uniiberschaubaren
Zahl von schadlichen Umwelteinfliissen ausgesetzt sind. Nur ein Teil dieser Schaden kann
durch zelleigene Reparaturmechanismen!”891% wieder behoben werden. Akkumulieren

sich zu viele DNA-Schadigungen innerhalb einzelner Zellen, so kann zum Schutz des
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Organismus ein Absterben dieser Zellen durch Apoptose oder Nekrose stattfinden.!?
Inzwischen existieren viele therapeutische Ansdtze, bei denen dieser Effekt im positi-
ven Sinne ausgenutzt wird. Erkrankte Zellareale, zum Beispiel in Form von Tumoren,
konnen gezielt DNA-schadigenden exogenen Substanzen ausgesetzt werden, um schad-
hafte Zellen abzutéten. 1112 Ein solcher Therapieansatz, mit dem verschiedene weit-
verbreitete Hautkrankheiten wie Schuppenflechte oder die WeiBfleckenkrankheit thera-
piert werden, basiert auf einer Photoreaktion von Psoralenen (Abbildung 1.1 rechts) mit
der DNA.[131415] Die Charakterisierung der dabei ablaufenden ultraschnellen photophy-

sikalischen und -chemischen Prozesse ist der Hauptgegenstand dieser Arbeit.
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Abbildung 1.1: Links: Ausschnitt einer reguldren B-DNA Doppelhelix sowie Struktu-
ren der Nukleobasen (A: Adenin, T: Thymin, G: Guanin, C: Cytosin).!?l Die Phosphat-
riickgrate der Doppelhelix sind orange nachgezeichnet. Rechts: Strukturen der in dieser
Arbeit verwendeten Psoralenderivate Psoralen (PSO), 8-Methoxypsoralen (8MOP) und
4'-Aminomethyl-4,5’ 8-trimethylpsoralen (AMT) mit der tiblicherweise verwendeten klas-
sischen Nummerierung der wichtigsten Positionen. Die reaktiven Doppelbindungen (s.
Kapitel 1.2) sind in griin und rot hervorgehoben.

Auch auBerhalb ihrer therapeutischen Anwendung hat die Stoffklasse der Psoralene
in den letzten Jahren fiir Aufsehen gesorgt. |hr Vorkommen als Naturstoff in einigen
inzwischen in Europa weit verbreiteten Pflanzen wie dem Riesenbarenklau kann zu ge-
sundheitlichen Problemen fiihren.[*0] Gerit man in Kontakt mit einer solchen Pflanze,
so konnen gréBere Mengen der Psoralene iiber die Haut aufgenommen werden. Bleibt
man im Anschluss im Freien dem Sonnenlicht ausgesetzt, so kann es durch die Photore-

aktionen der Psoralene mit der DNA zu verbrennungsartigen Entziindungen kommen. [1°]
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Dabei laufen die gleichen photochemischen Prozesse wie beim therapeutischen Einsatz
der Psoralene ab, nur in unkontrollierter Weise.

In den folgenden Unterkapiteln werden zundchst mogliche Mechanismen fiir die Schadi-
gung der DNA durch exogene Substanzen vorgestellt, bevor der bisherige Kenntnisstand
und offene Fragen im Bezug zu photoinduzierten Prozessen zwischen Psoralenen und der

DNA aufgezeigt werden.

1.1 Schadigung der DNA durch exogene Substanzen

In diesem Abschnitt werden anhand ausgewahlter Beispiele einige der wichtigsten Me-
chanismen fiir die Schadigung der DNA durch exogene Substanzen vorgestellt. Eines
der bekanntesten Karzinogene das zu solchen Schaden fiihrt ist Benzol. Wahrend es vor
einigen Jahrzehnten noch in nahezu jedem Chemielabor eingesetzt wurde, ist es heutzu-
tage wegen seiner schadlichen Wirkungen nur noch in Ausnahmefallen vorzufinden. Die
karzinogene Wirkung geht in diesem Fall jedoch nicht von Benzol selbst, sondern von
seinen Metaboliten aus.['”] In mehrstufigen Reaktionen wird Benzol im Kérper zunichst
zu Phenol und anschlieBend zu 1,4-Hydrochinon und 1,4-Benzochinon umgesetzt. Diese
Substanzen konnen dann auf einem thermischen Reaktionspfad reaktive Sauerstoffspe-
zies wie das Radikal O3 bilden, die zu oxidativen Schiaden an der DNA fiihren konnen
(Abbildung 1.2 A).1*7l Die Produkte, die dabei gebildet werden, sind charakteristisch
fir diesen Reaktionsweg. So wird als Hauptprodukt meist die Nukleobase Guanin zu
8-Oxoguanin oxidiert (vgl. Abbildung 1.3 links), da sie den DNA-Bestandteil mit dem
niedrigsten Oxidationspotenzial darstellt. [1218:19]

Eine der prominentesten Verbindungen, die auf thermischem Weg direkt mit der DNA
reagiert, ist das bifunktionelle Krebsmedikament Cisplatin ([Pt(NH3),Cly], Abbildung
1.2 B).[*22021] Eg hindet mit starker Priferenz fiir Guanine an das Stickstoffatom in 7-
Position der Purinbasen. Durch seine Bifunktionalitat reagiert es darauf meist mit einer
weiteren Purinbase auf dem gleichen DNA-Strang und fiihrt so zu Vernetzungen auf

diesem Strang, die eine deutliche Verzerrung der DNA-Struktur bewirken. %2
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Abbildung 1.2: A: Vereinfachtes Schema zur karzinogenen Wirkung von Benzol. In
Zellen wird Benzol zu 1,4-Hydrochinon und 1,4-Benzochinon umgesetzt, die unter Be-
teiligung endogener Substanzen die Sauerstoffradikale O3 bilden kénnen (NAD: Nico-
tinamidadenindinukleotid). Diese Radikale schidigen anschlieBend die DNA.[7] B: Die
Reaktion mit zwei Guaninbasen eines DNA-Strangs stellt die Hauptreaktion von Cisplatin
mit der DNA dar.[??

Wahrend viele weitere Beispiele fiir Substanzen exisitieren, die auf thermischem Weg
die DNA schidigen, 111823 stehen in dieser Arbeit Substanzen im Vordergrund, die
erst nach photochemischer Anregung zu einer DNA-Schadigung fiihren. Grundsatzlich
konnen all diese Verbindungen sowohl unerwiinschte Schaden an der DNA verursachen
als auch fiir therapeutische Zwecke eingesetzt werden. Analog zum Karzinogen Benzol
sind es auch in der Photochemie haufig nicht die exogenen Substanzen selbst, die mit der
DNA reagieren. Man spricht in diesem Fall von Photosensibilisatoren, da bei Anwesenheit
der Substanzen photoinduzierte Reaktionen in der DNA ablaufen, die bei der gleichen
Lichteinstrahlung ohne sie nicht stattfinden. Somit wird die DNA indirekt fiir diese
Lichteinstrahlung sensibilisert. Die durch Photosensibilisatoren verursachten Reaktionen

konnen wiederum tiber mindestens drei Mechanismen ablaufen (Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.3: lllustration verschiedener photochemischer Mechanismen, die zur DNA-
Schadigung durch exogene Substanzen fiihren konnen (ES*: elektronisch angeregte exo-
gene Substanz). Die Typ | & Il Photosensibilisierungen fiihren iiberwiegend zur Bil-
dung von 8-Oxoguanin, wahrend Triplett-Triplett Energietransfers (TTET) hauptsachlich

Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer Schaden zwischen Thyminbasen hervorrufen. Zusatzlich
sind unter anderem verschiedenste direkte Photoreaktionen mit der DNA méglich. 12

Ahnlich wie beim Karzinogen Benzol werden hiufig reaktive Sauerstoffspezies er-
zeugt, die im Anschluss oxidative Schaden an der DNA verursachen. Dabei geht der
Sensibilisator nach der Lichtabsorption meist in einen Triplettzustand iiber. Dadurch
kann beispielsweise beim Zusammentreffen mit Sauerstoff ein als Triplett-Triplett Anni-
hilation !l bezeichneter Vorgang stattfinden, bei dem hochreaktiver Singulettsauerstoff
erzeugt wird.[?>2?0] Die Endprodukte dieses als Typ Il Photosensibilisierung bekannten
Prozesses sind dhnlich wie im Fall von Benzol von 8-Oxoguanin dominiert. 1%

Als Typ | Photosensibilisierung wird die direkte Einelektronenoxidation eines DNA-
Bestandteils durch angeregte Zustinde eines Photosensibilisators bezeichnet.['? Die in
der DNA gebildeten Radikalkationen kdnnen verschiedene Folgereaktionen eingehen, so-
dass in diesem Fall neben 8-Oxoguanin ein groBerer Anteil an weiteren Produkten gebildet
werden kann.

Photosensibilisatoren in einem Triplettzustand konnen ihre Anregungsenergie auch
iiber einen Triplett-Triplett Energietransfer!®? auf die DNA iibertragen. Nach einem
solchen Prozess befindet sich der Sensibilisator wieder in seinem elektronischen Grund-
zustand und eine Nukleobase in einem Triplettzustand. Voraussetzung dafiir ist, dass die

Triplettenergie des Sensibilisators iiber der von Thymin liegt. Thymin ist die Nukleoba-
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se mit der niedrigsten Triplettenergie, [?" sodass Triplettanregungen in der DNA meist
direkt oder nach intramolekularen Energietransferprozessen an Thyminbasen lokalisiert
sind. Diese Lokalisierung fiihrt dazu, dass nach diesem Mechanismus fast ausschlieBlich
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere zwischen benachbarten Thyminen gebildet werden. 2!
Die Stoffklasse der Psoralene ist ein Beispiel fiir Substanzen, die nach elektronischer
Anregung direkte Reaktionen mit der DNA eingehen. Solche Substanzen werden prin-
zipiell nicht als Photosensibilisatoren bezeichnet. In der Literatur taucht dieser Begriff
dennoch hiufig im Zusammenhang mit Psoralenen auf,[?829 da die ihrer Wirkung zu-
grunde liegenden Reaktionen erst nach ihrer Entdeckung bekannt wurden. Da Psoralene
der zentrale Gegenstand dieser Arbeit sind, werden ihre Wechselwirkungen und Reaktio-

nen mit DNA ausfiihrlich in den ndchsten Unterkapiteln vorgestellt.

1.2 Allgemeines zur PUVA-Therapie

Die Anwendung von Psoralenen zur Behandlung von Hauterkrankungen reicht bis ins
Reich der alten Agypter zuriick, die psoralenhaltige Pflanzenextrakte als Salben verwen-
deten.[3 Die intensive Sonnenlichtexposition reichte zur Aktivierung der Psoralene in
der Haut aus. In heutiger Zeit werden Psoralene seit mehr als 60 Jahren fiir dermato-
logische Zwecke eingesetzt.[®l Die als PUVA-Therapie (PUVA fiir Psoralene + UV-A
Bestrahlung) bezeichnete Phototherapie wird unter anderem zur Behandlung von Volks-
krankheiten wie der Schuppenflechte (Psoriasis) und der WeiBfleckenkrankheit (Vitiligo)
eingesetzt. 1303132 Beide Krankheiten treten weltweit bei jeweils ca. 1-3 % der Bevdlke-
rung auf, was in absoluten Zahlen mehreren hundert Millionen Betroffenen entspricht.
Bei der Therapie werden die Psoralene entweder in Form von Salben oder Badern auf
die Haut aufgebracht oder in Form von Tabletten appliziert.!33 Dabei lagern sie sich in
allen erreichbaren Zellen ein. Uber eine gezielte Bestrahlung der erkrankten Hautareale
mit UV-A Licht werden dann Reaktionen der Psoralene mit der DNA ausgel0st.
Inzwischen ist das Hauptwirkprinzip der PUVA-Therapie bekannt (Abbildung 1.4). 1434l
Ein Teil der applizierten Psoralene interkaliert ohne Lichteinwirkung zwischen die Basen-
paare der DNA. Werden die interkalierten Psoralene dann mit UV-A Licht bestrahlt,
konnen sie Woodward-Hoffmann!3 erlaubte [24-2]-Cycloadditionen mit benachbarten
Thyminbasen eingehen. Diese Reaktion kann entweder iiber die 4',5'-Doppelbindung des
Furanfragments oder die 3,4-Doppelbindung des Pyronfragments der Psoralene ablaufen
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(vgl. Abbildung 1.1). Die dabei gebildeten Cycloaddukte haben durch die sterischen Vor-
gaben in der DNA eine definierte cis-syn-Geometrie (Abbildung 1.4 rechts).** Findet
die Reaktion iiber das Furanfragment statt, so bleibt der Chromophor der Molekiile weit-
gehend erhalten, wodurch sie erneut mit UV-A Licht angeregt werden konnen. In einer
zweiten Reaktion kann so auch die Addition iiber das Pyronfragment stattfinden, wo-
durch Quervernetzungen zwischen den DNA-Strangen erzeugt werden. Samtliche Mono-
und Diaddukte behindern anschlieBend die Replikation der DNA, sodass sich die betrof-
fenen Zellen nicht mehr teilen kdnnen oder bei einer groBen Anzahl von Addukten durch

Apoptose oder Nekrose absterben.

N\

Phosphate group
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Thymine
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Abbildung 1.4: Links: Psoralene interkalieren bereits ohne Lichteinwirkung in die DNA
(1). Die Anregung des Psoralens kann dann zu einem [2+2]-Cycloaddukt zwischen dem
Psoralen und einem Thymin fiihren (2). Wird das Addukt iiber das Furanfragment ge-
bildet, kann eine zweite Anregung mit UV-A Licht zu einer Quervernetzung der DNA-
Stringe fiihren (3). Adaptiert aus Kitamura et al.[1 Rechts: cis-syn-Geometrie der Fu-
ranmonoaddukte zwischen Psoralen und Thymin.

Wahrend die Photoprodukte von DNA-interkalierten Psoralenen seit einiger Zeit be-

kannt sind, sind die Mechanismen der Anbindung und die photophysikalischen Prozesse
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in der DNA im Allgemeinen weitgehend unverstanden. In der Literatur sind teilweise
widerspriichliche Aussagen zu den kinetischen Vorliufern der Cycloaddukte zu finden. 4]
Unklar ist bislang auch, ob die verschiedenen Psoralenderivate iiber unterschiedliche Me-
chanismen an die DNA binden. Eine Ubersicht des bisherigen Wissensstandes zu den
Eigenschaften verschiedener Psoralene und zu ihrem Verhalten im Zusammenhang mit

DNA wird in den folgenden Unterkapiteln gegeben.

1.2.1 Eigenschaften der Psoralene

Wie angedeutet sind Psoralene natiirlich vorkommende aromatische Heterocyclen, die in
systematischer Benennung auch als Furocoumarine bezeichnet werden. Wahrend auch
einige gewinkelte Derivate wie Angelicin (Furo[2,3-h]coumarin) biologische Aktivitat zei-
gen, [ sind fiir diese Arbeit in erster Linie lineare Furocoumarine mit dem Grundkarper
Furo[3,2-g]coumarin (auch: 7H-furo[3,2-g]chromen-7-on) von Relevanz (vgl. Abbildung
1.1 rechts). Neben ihrer Anwendung fiir medizinische Zwecke, die auch die Behand-
lung einiger parasitirer Erkrankungen®® und Lymphome!®”! einschlieBt, werden Psora-
lene haufig fiir verschiedenste Zwecke in biologischen, medizinischen und chemischen
Laboren eingesetzt. So werden sie unter anderem auch zur Desaktivierung von Viren in
Blutproben, 138 zur Stabilisierung von DNA-Origami Strukturen, 3% oder zur Vermessung
verschiedener DNA-Eigenschaften 3440 verwendet.

Neben der Stammverbindung Psoralen (PSO) selbst sind vor allem methoxy- und
methylsubstituierte Derivate gut charakterisiert. Sie werden daher haufig fiir Unter-
suchungen im Zusammenhang mit DNA eingesetzt. Hierzu zahlen in erster Linie 5-
Methoxypsoralen (5MOP), 8-Methoxypsoralen (8MOP) und 4,5',8-Trimethylpsoralen
(TMP), die im Gegensatz zu PSO als Medikamente zugelassen sind.[*!l Da ihr Ein-
satz meist in wassrigen Losungen erfolgt, spielt die Wasserloslichkeit der Substanzen
eine wichtige Rolle. Die methoxysubstituierten Molekiile weisen wie die Stammverbin-
dung Psoralen jedoch nur moderate Wasserloslichkeiten im Bereich von 10~* M auf. 4%
Die Substitution mit Methylgruppen in TMP fiihrt zu einer noch wesentlich geringeren
Wasserlgslichkeit (um 107° M), was dessen Einsatz in spektroskopischen Untersuchun-
gen teilweise unmoglich macht. Werden hohe Psoralenkonzentrationen benétigt, finden
daher haufig Derivate mit zusatzlichen hydrophilen Substituenten Einsatz. Am haufigsten
werden dann zwei Derivate von TMP mit einer Hydroxymethyl- oder Aminomethylfunk-
tionalitdt in 4'-Position (HMT & AMT, vgl. Abbildung 1.1) verwendet.
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Bezogen auf ihre elektronische Struktur in wassriger Losung haben all diese Deri-
vate zahlreiche Gemeinsamkeiten. So hat ihr niedrigster angeregter Singulettzustand
S; in der Regel mr*-Charakter und wird in Absorptionsspektren meist als Schulter um
340 nm neben dem Ubergang zum S,-Zustand (um etwa 300 nm, ebenfalls mit m7*
Charakter), der eine groBere Oszillatorstirke besitzt, sichtbar (vgl. Abbildung 5.1).[4344]
Die Absorptionsspektren lassen sich in der Regel schon mit einfachen Molekiilorbital-
berechnungen gut reproduzieren.!*3l Bei Rechnungen fiir die Gasphase taucht zwischen
den beiden M7*-Zustinden ein zusitzlicher 'nm*-Zustand auf,#4#%] der jedoch in pola-
ren Losungsmitteln weit (ca. 0,5 eV) hypsochrom verschoben und damit nach Anregung
in den S;- oder S,-Zustand nicht mehr erreichbar ist.*4l Die Fluoreszenzquantenaus-
beuten der meisten Derivate liegen in Wasser im Bereich weniger Prozent (vgl. Tabelle
5.1).[461 Alle genannten Psoralene haben in wissriger Losung eine Triplettquantenaus-
beute im Bereich von einigen Prozent bis hin zu etwa 50 %.[46:47:4849.50] (Jher moderne
quantenchemische Methoden wurde jedoch gezeigt, dass die El-Sayed Regel (s. Ka-
pitel 2.1) im Fall der Psoralene nicht greift.[>! In polar-protischen Lésungsmitteln sind
ausgehend vom S;-Zustand nur Triplettzustdnde zuganglich, die ebenfalls m7*-Charakter
besitzen. Die fiir diese Situation ungewohnlich hohen Geschwindigkeitskonstanten fiir die
Interkombination (im Bereich von 10% s™!) wurden iiber eine starke vibronische Spin-
Bahn-Kopplung®? erklart. [51

Wiahrend innerhalb der DNA nur die zuvor gezeigten [2+2]-Cycloadditionen ablau-
fen, sind nach Anregung von Psoralenen in wassriger Losung eine Vielzahl von Reak-
tionen moglich. Da zum Teil langlebige Triplettzustande besetzt werden, kénnen Reak-
tionen zweiter Ordnung nach diffusivem Aufeinandertreffen stattfinden. Die Produktver-
teilungen und Reaktionsquantenausbeuten weisen dadurch sowohl Konzentrations- als
auch Sauerstoffabhangigkeiten auf. Neben verschiedenen Cycloadditionsreaktionen un-
ter Beteiligung zweier Psoralene sind so auch eine Vielzahl von Oxidationsreaktionen und

Ringoffnungen méglich. 1>

1.2.2 Interaktionen von Psoralenen mit DNA
Interkalation

Die Interkalation von organischen Molekiilen in die DNA driickt sich durch verschiedene

Verianderungen der Eigenschaften beider Substanzen aus.*%! In einer umfangreichen
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Studie wurden vor kurzem die Effekte der Interkalation von Psoralen in Kalbsthymus-
DNA mit verschiedenen experimentellen Techniken untersucht.!®®! Wie bei den meisten
Interkalatoren steigt die Loslichkeit der Psoralene bei Zugabe von DNA zu einer wassrigen
Psoralenlosung auf das Zwei- bis Fiinffache.®”] Bezogen auf die DNA muss eine leichte
Entwindung der Doppelhelix stattfinden, um ein Psoralen aufzunehmen. Dadurch wird
das DNA Molekiil etwas verliangert und starrer.[®* Dieser Effekt lisst sich beispielsweise
makroskopisch durch eine Erhohung der Viskositit der Losung beobachten. 5% Zusitzlich
hat die Interkalation eine stabilisierende Wirkung auf die Doppelhelix, die sich durch eine
Erhohung ihrer Schmelztemperatur (s. Kapitel 2.3) ausdriickt. [°¢]

Die Interkalation von Psoralenen in die DNA lasst sich zudem gut iiber Indizien in
der optischen Spektroskopie beobachten. Wahrend einige Interkalatoren durch die rigide
Umgebung in der DNA eine erhohte Fluoreszenzquantenausbeute ®f zeigen,®* fiihrt
die Interkalation von Psoralenen zu einer starken Reduzierung von & p . [1448.56] Ejpe
Erklarung fiir dieses Verhalten wird erst in dieser Arbeit gegeben. Die Loschung der
Fluoreszenz geschieht durch einen ultraschnellen Elektrontransferprozess von Guaninen
(s. Kapitel 5.3).

Durch ihre Chiralitat weist die DNA-Doppelhelix ausgepragte Banden bei 245 nm und
275 nm in Circulardichroismus (CD) Experimenten auf. Die Interkalation von Psoralenen
fiihrt durch die leichte Entwindung der Doppelhelix zu einer Anderung der Intensitit
dieser Banden. ! Zudem werden auch im Bereich der Psoralenabsorption CD-Signale
sichtbar, die bei frei in Lésung vorliegenden Psoralenen nicht vorhanden sind. Uber Ti-
trationen mit CD-Detektion lasst sich recht eindeutig feststellen, ob ein Molekiil in die
DNA interkaliert oder auf andere Weise an sie bindet. [°¢]

Einer der am leichtesten messbaren Effekte der Psoraleninterkalation ist eine deut-
liche Hypochromizitdt sowie eine leichte bathochrome Verschiebung der Si- und S,-
Absorptionsbanden (s. auch Kapitel 3.2).056:59601 Diese Effekte werden durch die n-
Elektronenwechselwirkungen innerhalb der gestapelten Basenpaare hervorgerufen, die
eine Verinderung der Elektronendichteverteilung im Molekiil bewirken. [5°]

Photoreaktionen

Der photochemische Mechanismus der [2+2]-Cycloadditionen von interkalierten Pso-
ralenen an die DNA wurde vor allem in den 1970er und 80er Jahren intensiv unter-

sucht. 1346162 \/or allem aufgrund mangelnder Zeitauflosung dieser Experimente sind die

10



1 Einleitung

kinetischen Vorldufer der Addukte jedoch noch immer unbekannt.4 Es ist sowohl un-
klar, ob die Reaktionsmechanismen bei verschiedenen Psoralenderivaten unterschiedlich
sind, als auch ob die Mechanismen fiir Furan- und Pyronmonoaddition sich prinzipiell
unterscheiden.

Spekulationen auf Basis uneindeutiger Daten fiihrten zu unterschiedlichen und teilwei-
se widerspriichlichen Aussagen zur Reaktivitat der Psoralene in der Literatur. Im Fall von
8MOP und AMT gibt es beispielsweise in einigen Studien Hinweise darauf, dass ange-
regte Singulettzustinde die entscheidenden Vorldufer sind.[#8:63:6465] So wurden deutlich
reduzierte Singulettlebensdauern und Triplettquantenausbeuten von 8MOP und AMT in
Anwesenheit von DNA beobachtet, wahrend die Triplettlebensdauern kaum beeinflusst
wurden. Jedoch konnten die Signalbeitrdge von interkalierten und nicht-interkalierten
Psoralenen bislang nie klar separiert und die schnellsten Prozesse nicht aufgelost wer-
den. Die apparent reduzierten Triplettquantenausbeuten konnten daher entweder durch
eine tatsachliche Reduzierung der Interkombinationsausbeuten oder durch sehr kurzle-
bige Triplettzustande in der DNA erklart werden. In manchen aktuelleren Arbeiten wird
hingegen davon ausgegangen, dass Triplettzustinde die reaktiven Zustinde sind.[#>06!
Jedoch finden sich gerade in diesen neueren Arbeiten oft erhebliche Mangel. In einer
Studie wurde ein Triplettpfad fiir die Addition von 8MOP vorgeschlagen, da sich bei
Zugabe von DNA zu einer 8MOP Losung die initiale Ausbeute des Triplettzustands im
Gegensatz zu den zuvor erwihnten Arbeiten nicht deutlich dnderte.[%®! Jedoch lasst sich
aus den Angaben in dieser Arbeit und der Dissoziationskonstante fiir die Interkalation
von 8MOP [*2] |eicht errechnen, dass bei den dort verwendeten Konzentrationen ohnehin
nur ein geringer Anteil (ca. 5 %) der Psoralene interkaliert sein konnte.

Ein anderer weitverbreiteter Irrtum ist, dass Photoreaktionen zwischen einzelnen iso-
lierten Nukleobasen und Psoralenen in Losung eine Aussage zur Reaktivitat in der DNA
erlauben. Dies ist nicht der Fall, da die Reaktionen in diesen Experimenten unter Dif-
fusionskontrolle ablaufen. Da das diffusionskontrollierte Aufeinandertreffen der Molekiile
in der Regel im Zeitbereich iiber einigen hundert Nanosekunden stattfindet, verlaufen
die Reaktionen dann fast zwangslaufig iiber Triplettzustande. In der DNA hingegen sind
auch schnellere Reaktionen iiber Singulettzustande moglich, sodass sich die Reaktivitat
dort deutlich unterscheiden kann.

Bekannt ist, dass die Cycloadditionen im Allgemeinen mit groBer Praferenz an Thy-

minbasen stattfinden.[®7%8! Als eine mogliche Erklirung fiir diese Praferenz wurde in

11



1 Einleitung

einzelnen Arbeiten spekuliert, dass Psoralene bevorzugt zwischen AT-Basenpaare in-
terkalieren konnten.® Eine Quantifizierung der Interkalationsaffinitat fiir verschiedene
Basenpaare ist in der Literatur jedoch nicht zu finden. Titrationsexperimente in dieser
Arbeit deuten fiir AMT auf ein eher unselektives Interkalationsverhalten hin (s. Kapitel
5.3.1). Durch den Einsatz verschiedener definierter DNA-Sequenzen wurde gezeigt, dass
sowohl die Monoadditionen als auch die anschlieBende Diaddition im Fall von 8MOP
bevorzugt in lingeren AT-Sequenzen stattfindet.[® Je weiter die nichste Guaninbase
von der Interkalationsstelle entfernt ist, desto effizienter scheinen die Cycloadditionen
ablaufen zu kénnen. Der in dieser Arbeit entdeckte photoinduzierte Elektrontransfer von
Guaninen liefert eine mogliche Erklarung fiir dieses Verhalten (s. Kapitel 5.3 & 6).

In einer Studie mit Nanosekundenlaserimpulsen wurde zudem eine charakteristische
»Wartezeit” im Zusammenhang mit Psoralenadditionen beobachtet. Am Beispiel von
AMT wurde gezeigt, dass nach einer Monoaddition an die DNA ca. 1 ps vergehen muss,
bevor durch erneute Anregung Diaddukte gebildet werden kénnen. %71 Dieses Verhalten
wurde spekulativ damit erklart, dass nach der Monoaddition eine Konformationsanderung
in der DNA stattfinden muss, bei der die Doppelhelix voriibergehend deformiert wird. Erst
nach Abschluss dieser Konformationsianderung ist dann wieder eine Geometrie erreicht,
bei der die zweite Cycloaddition stattfinden kann. Fiir die Experimente in dieser Arbeit
hat diese Beobachtung die Bedeutung, dass auch innerhalb eines intensiven Laserimpulses
von einigen Nanosekunden Dauer keine Diaddukte erzeugt werden konnen, sodass die
Bildung von Monoaddukten in den zeitaufgeldsten Messungen isoliert untersucht werden

kann.
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2.1 Photophysikalische Prozesse nach elektronischer

Anregung

Die Absorption von elektromagnetischer Strahlung im ultravioletten und sichtbaren
(UV/Vis) Bereich des Spektrums durch organische Molekiile fiihrt zur Besetzung von
elektronisch angeregten Zustanden, die im thermischen Gleichgewicht in guter Naherung
nicht besetzt sind. AnschlieBend wird das System wieder zu einem thermischen Gleich-
gewicht zuriickkehren. Fiir diese Riickkehr nach elektronischer Anregung existieren viele
unterschiedliche Wege, [#72 von denen die wichtigsten in diesem Kapitel kurz vorgestellt
werden.

Den Ausgangspunkt fiir alle photophysikalischen und -chemischen Prozesse bildet die
Lichtabsorption selbst. Sie findet im fiir diese Arbeit relevanten Fall von organischen Mo-
lekiilen fast ausschlieBlich zwischen elektronischen Zustanden gleicher Spin-Multiplizitat
statt. Da die meisten organischen Verbindungen einen geschlossenschaligen Singulett-
zustand als elektronischen Grundzustand besitzen, fiihrt die Absorption von Licht im
UV/Vis Bereich zur direkten Besetzung von angeregten Singulettzustianden. Die da-
mit einhergehende Umverteilung von Ladungsdichte im Molekiil findet nahezu instantan
statt. Wahrend dieser Umverteilung bewegen sich die Atomkerne innerhalb des Molekiils
aufgrund ihrer im Verhiltnis zu den Elektronen groBen Masse in guter Naherung nicht.
Dadurch ergibt sich bezogen auf die Kernkoordinaten ein vertikaler Ubergang zwischen
den Potenzialflichen der beiden beteiligten Zustinde (Abbildung 2.1). Kennt man die
Form und Lage der Potenzialflachen, lasst sich dariiber bereits die energetische Posi-
tion des jeweiligen Absorptionsmaximums abschatzen. Dieses Prinzip wird als , klassi-
sches” Franck-Condon Prinzip bezeichnet. Dabei gilt die Annahme, dass die Atomkerne
in ihrer Gleichgewichtslage im Grundzustand keinen Impuls besitzen. Bei der elektroni-
schen Anregung gilt Impulserhaltung, sodass sowohl Ort als auch Impuls der Atomkerne

sich beim Ubergang nicht dndern. Anschaulich fiihrt dies zum erwihnten vertikalen Uber-
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gang, bei dem die Potenzialfliche des hoheren Zustands getroffen werden muss.

¢

Energy

hv

—
Nuclear coordinate

Abbildung 2.1: Auf eine Kernkoordinate vereinfachtes Schema der elektronischen An-
regung eines Molekiils durch die Absorption eines Photons der Energie hv. Mit der
elektronischen Anregung geht meist auch eine Schwingungsanregung einher. Die einfa-
che Darstellung der Absorption als vertikalen Pfeil zwischen den Potenzialflachen veran-
schaulicht das , klassische” Franck-Condon Prinzip.

Das , klassische" Franck-Condon Prinzip ldsst nur eine genau definierte Energie fiir
den Ubergang zwischen zwei elektronischen Zustinden zu. Es reicht daher nicht aus,
um die reale Form von Absorptionsbanden zu erklaren. Im Experiment konnen in der
Regel breitere Energiebereiche zu Ubergingen zwischen den Potenzialflichen beitragen.
Um dies zu erklaren, muss eine quantenmechanische Betrachtung herangezogen werden.
Nach den Grundsatzen der Quantenmechanik kann entlang der elektronischen Poten-
zialflichen kein Kontinuum von Zustianden, sondern nur ein diskretes Schwingungsni-
veau je absorbiertem Photon besetzt werden.[”3l Da sich die Form der beiden beteiligten
Potenzialkurven in der Regel unterscheidet, fiihrt eine elektronische Anregung in fast
jedem Fall auch zu einer Schwingungsanregung im elektronisch angeregten Zustand. Die
Wahrscheinlichkeit fiir den Ubergang zwischen zwei diskreten Schwingungsniveaus ver-
schiedener elektronischer Zustande lasst sich in quantenmechanischer Betrachtung durch
Franck-Condon (FC) Faktoren beschreiben. Die FC Faktoren hangen von der Verschie-
bung der Potenzialflichen zueinander und vom Uberlappintegral der beiden beteiligten
Schwingungswellenfunktionen ab. Ist das Uberlappintegral groB, so wird auch der FC
Faktor groB und die Ubergangswahrscheinlichkeit zwischen beiden Zustinden hoch. Da

die Schwingungswellenfunktionen hoher Schwingungsniveaus eine groBe Zahl von Vorzei-

14
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chenwechseln aufweisen, wird das Uberlappintegral und damit der FC Faktor tendenziell
kleiner, je hoher die Quantenzahl der beteiligten Schwingungsniveaus liegt. !

Eine Kombination von verschiedenen Prozessen kann auf sehr unterschiedlichen Zeits-
kalen zum Zerfall von angeregten Zustanden in Lésung beitragen (Abbildung 2.2). Diese
Prozesse sind in nahezu jedem Photochemielehrbuch!?*7273.74 ausfiihrlich beschrieben
und werden daher in den folgenden Unterkapiteln nur kurz vorgestellt. Vorab sei erwahnt,
dass natiirlich bei jedem dieser Prozesse Energieerhaltung gilt. Sie finden daher immer
entweder auf einem konstanten Energieniveau statt oder es wird Energie in Form von
Strahlung oder Warme an die Umgebung abgegeben. Zusatzlich zu den angefiihrten
photophysikalischen Prozessen konnen chemische Reaktionen auf allen Zeitskalen zur

Entvolkerung der angeregten Zustande beitragen.

A Process Typical Rate Constants
E E IVR & VER 10-10"s"
- SiA — ISC IC (So=~51) 10" -10%s™
%% IC ,Eg IC (S1=S0) 10°-10"s"
= M hve, sc ———+— ISC (5:=T1) 10°-10"s?
¥ 7‘ hver T, ISC (T~ So) 10" -10°s"
E, Fluorescence 10°-10°s™
So Phosphorescence 10" -10°s"

Abbildung 2.2: Links: Vereinfachtes Jablonski-Termschema. Die fettgedruckten ho-
rizontalen Linien symbolisieren den Schwingungsgrundzustand des jeweiligen elektro-
nischen Zustands (So, S; und Ti), wahrend die diinneren horizontalen Linien hohere
Schwingungszustande andeuten. Gerade Pfeile zeigen Vorgange unter Absorption oder
Emission von Strahlung an (huvs: Absorption, hivg: Fluoreszenz, hvp,: Phosphoreszenz),
gewellte Pfeile stehen fiir nicht-strahlende Prozesse (vertikale gewundene Pfeile: Schwin-
gungsrelaxation, /C: innere Konversion, ISC: Interkombination). Rechts: Typische Ge-
schwindigkeitskonstanten fiir verschiedene photophysikalische Prozesse von organischen
Molekiilen in Losung.[7l
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Verlust von Schwingungsanregung innerhalb eines elektronischen

Zustands

Es existieren im Wesentlichen zwei Wege, iiber die Schwingungsanregungen relaxieren
konnen. ™ Der erste dieser Wege wird als intramolekulare Schwingungsenergieumvertei-
lung (IVR fiir intramolecular vibrational energy redistribution) bezeichnet. Hierbei han-
delt es sich um einen rein intramolekularen Prozess, bei dem die Energie, die zunachst
in einem hohen Schwingungsniveau konzentriert ist, auf mehrere Schwingungsniveaus
mit niedrigerer Energie umverteilt wird. Als Beispiel kann die Energie, die zunachst in
der hochfrequenten Valenzschwingung einer bestimmten chemischen Bindung steckt, auf
mehrere niederenergetische Schwingungsmoden wie Geriistschwingungen iibergehen. Im
Rahmen der haufig zur Beschreibung von Schwingungsspektren verwendeten harmo-
nischen N3herung des Schwingungsverhaltens ware eine solche Umverteilung nicht zu
erkldren, da nach diesem Modell kein Energieiibertrag zwischen verschiedenen Schwin-
gungen moglich ist. Erst die Beriicksichtigung der in realen Systemen auftretenden An-
harmonizitaten[™7077] kann die IVR-Prozesse erklaren.

Der zweite Weg, der zum Verlust von Schwingungsanregung fiihrt, ist die Abgabe der
Schwingungsenergie an umgebende Molekiile, die auch als Schwingungsenergierelaxation
bezeichnet wird (VER fiir vibrational energy relaxation). Bei ZusammenstéBen mit diesen
Molekiilen kann die Energie so zum Beispiel an das Losungsmittel iibertragen werden,
um zu einer thermischen Gleichgewichtssituation zuriickzukehren.

Beide Prozesse haben einen Einfluss auf die Absorptions-, Fluoreszenz- und Schwin-
gungsspektren des Molekiils. Befindet sich das Molekiil in einem hochenergetischen
Schwingungszustand, so ist der Energieabstand zu den nachsthdheren elektronischen
bzw. Schwingungszustanden kleiner als im Schwingungsgrundzustand. Dadurch sind die
Signale der Uberginge zu kleineren Frequenzen verschoben. Mit dem Ablaufen von IVR
und VER verschieben sich diese wieder zu héheren Frequenzen. Zusatzlich sind die Ban-
den wahrend solcher Prozesse liblicherweise verbreitert, da vor der vollstandigen Relaxa-
tion im betrachteten Ensemble von Molekiilen eine Vielzahl von verschiedenen Schwin-
gungsniveaus besetzt ist. In Losung ist die Relaxation iiber I[VR und VER meist innerhalb

weniger Pikosekunden abgeschlossen. [74]
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Nicht-strahlende Uberginge zwischen elektronischen Zustinden

Der nicht-strahlende Ubergang zwischen zwei elektronischen Zustinden mit gleicher Mul-
tiplizitdt wird als innere Konversion (IC fiir internal conversion) bezeichnet. Entschei-
dend fiir diesen Prozess ist die Kopplung zwischen Elektronen- und Kernbewegungen,
die auch als vibronische Kopplung!™ bezeichnet wird. Der Impuls der Atomkerne bei
Auslenkungen im Molekiil hat bei genauer Betrachtung einen Einfluss auf die elektro-
nischen Wellenfunktionen. Dies kann zu einer Verzerrung der Elektronendichtevertei-
lung im Molekiil fiihren, wodurch eine Anndherung der Elektronendichteverteilung des
Ausgangszustands an die des finalen Zustands erfolgen kann. Letztlich werden dadurch
Ubergange zwischen beiden Zustinden begiinstigt. Wie zuvor angedeutet finden nicht-
strahlende Uberginge isoenergetisch statt. Auch in diesem Fall geben FC Faktoren die
Wahrscheinlichkeit fiir Ubergange zwischen zwei diskreten Schwingungsniveaus an. Lie-
gen die beteiligten elektronischen Zustande energetisch weit auseinander, so muss der
Ubergang zu hohen Schwingungsniveaus des unteren elektronischen Zustands stattfin-
den. Dadurch werden diese Prozesse wie oben beschrieben in der Regel langsamer als bei
elektronischen Zustdanden dhnlicher Energie. Diese Regel wird auch als Energieliickenregel
(energy gap rule) bezeichnet.[?l Da der Abstand zwischen den elektronischen Zustinden
mit steigender Quantenzahl liblicherweise kleiner wird, sind |C-Prozesse zwischen hoheren
angeregten Zustanden oft deutlich schneller als zwischen dem ersten angeregten Zustand
(S1) und dem elektronischen Grundzustand (Sp). Nach der Anregung in einen hoheren
angeregten elektronischen Zustand findet die Relaxation zum S;-Zustand haufig inner-
halb weniger Pikosekunden statt, wahrend Lebensdauern von S;-Zustanden organischer
Molekiile — auch wenn es hier zahlreiche Ausnahmen gibt — typischerweise im Bereich we-
niger Nanosekunden liegen.[™ Dadurch finden Fluoreszenz und Photoreaktionen in der
Regel fast ausschlieBlich aus dem niedrigsten angeregten Zustand statt. Dieser Umstand
ist als Regel von Kasha und Vavilov bekannt. 24

Der nicht-strahlende Ubergang zwischen zwei elektronischen Zustinden mit unter-
schiedlicher Multiplizitat ist prinzipiell nicht erlaubt, da sich in diesem Fall die Spin-
quantenzahl eines Elektrons dndern muss. Magnetische Wechselwirkungen innerhalb or-
ganischer Molekiile fiihren jedoch oft dazu, dass solche als Interkombination (ISC fiir
intersystem crossing) bezeichneten Vorgdnge dennoch stattfinden konnen. Die Elektro-
nen selbst besitzen einen Spindrehimpuls und zusatzlich resultiert ein Bahndrehimpuls

aus ihrer Bewegung um die positiv geladenen Atomkerne. Dadurch existieren zwei ma-
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gnetische Momente, die miteinander wechselwirken konnen. Diese Wechselwirkung wird
als Spin-Bahn-Kopplung bezeichnet.[?l Die Anderung der Spinquantenzahl kann damit
prinzipiell durch eine Anderung der Quantenzahl fiir den Drehimpuls kompensiert wer-
den. Eine Anderung der Drehimpulsquantenzahl kann in einem organischen Molekiil als
Wechsel des Molekiilorbitalcharakters gesehen werden. Damit sind ISC-Prozesse zwi-

377*) weiterhin ver-

3

schen Zustinden mit gleichem Orbitalcharakter (wie z.B. '77* zu

boten, wahrend Uberginge mit Anderung des Orbitalcharakters (wie z.B. 'n* zu 3nr*

377*) stattfinden kénnen. Diese Grundregel fiir ISC-Prozesse wird als El-

oder 1n7* zu
Sayed Regel bezeichnet.[”8l Eine Ausnahme von dieser Regel bilden Molekiile, bei denen
auch vibronische Anteile zur Spin-Bahn-Kopplung beitragen.®? Dann kénnen auch ‘wr*
zu 37* Uberginge verhiltnismiBig hohe Geschwindigkeitskonstanten erreichen. Nach
quantenchemischen Vorhersagen ist dies bei Psoralenen in polar-protischen Losungsmit-

teln der Fall. 1]

Strahlende Uberginge zwischen elektronischen Zustinden

Bei der zuvor beschriebenen Absorption von Licht wird ein Photon vernichtet und da-
durch ein Molekiil elektronisch angeregt. Ein analoger Prozess, bei dem ein bereits elek-
tronisch angeregtes Molekiil in den Grundzustand gebracht wird, wird als stimulierte
Emission bezeichnet.!” Dabei trifft ein elektromagnetisches Feld bzw. ein Photon auf
das elektronisch angeregte Molekiil, wodurch in diesem Fall ein Photon der gleichen
Frequenz freigesetzt statt vernichtet wird. Bei einer gegebenen Frequenz sind Absorp-
tion und stimulierte Emission fiir individuelle Molekiile genau gleich wahrscheinlich. In
stationdren Spektren spielt die stimulierte Emission jedoch keine Rolle, da sich nur eine
vernachlassigbare Anzahl von Molekiilen im thermischen Gleichgewicht im angeregten
Zustand befindet. Anders verhilt es sich in Anrege-Abfrage Experimenten (vgl. Kapitel
3.3.1), in denen eine signifikante Konzentration von angeregten Molekiilen angereichert
wird. Hier wird beim Auftreffen des Abfragelichts die Emission von Strahlung stimuliert.
Diese Emission deckt sich bei geeigneter Auftragung!™ spektral mit dem Fluoreszenz-
spektrum des Molekiils zum Abfragezeitpunkt.

Das Auftreten von spontaner Emission von Strahlung in Form von Fluoreszenz (Er-
halt der Multiplizitat) oder Phosphoreszenz (Anderung der Multiplizitit) lieBe sich ohne
jegliche duBere Storung, beispielsweise durch die Anwesenheit eines elektromagnetischen

Feldes, zunachst nicht erklaren. Dennoch wird spontane Emission auch im Vakuum, oh-

18



2 Theoretische Grundlagen

ne Einstrahlung von Licht beobachtet. Dies ldsst sich mithilfe der Quantentheorie des
elektromagnetischen Feldes, auch Quantenelektrodynamik, erkliren.[798% |m Rahmen
dieser Theorie existieren Nullpunktsenergien und -amplituden auch fiir elektromagneti-
sche Felder. Diese Nullpunktsamplituden reichen als Stérung aus, um Fluoreszenz und
Phosphoreszenz zu initiieren. Die Form von Fluoreszenz- und Phosphoreszenzspektren ist
ebenfalls durch das Franck-Condon Prinzip bestimmt. Wieder ist der Ubergang zwischen
Zustinden gleicher Multiplizitat erlaubt und damit deutlich schneller als Uberginge, die
eine Anderung der Multiplizitit erfordern (vgl. Abbildung 2.2 rechts). Die Geschwindig-
keitskonstanten fiir die Phosphoreszenz sind bei Raumtemperatur im Vergleich zu denen

anderer Zerfallsprozesse meist so gering, dass keine Phosphoreszenz detektierbar ist. 8]

Intermolekulare Prozesse

Die elektronische Anregung eines organischen Molekiils geht grundsatzlich mit einer
nahezu instantanen Anderung seiner Elektronendichteverteilung einher. Dadurch sind
die solvatisierenden Losungsmittelmolekiile unmittelbar nach der Anregung noch auf die
Stabilisierung der vorigen Elektronenverteilung ausgerichtet. Dies fiihrt zu einer erhohten
Gesamtenergie des Systems. Die Anpassung der Losungsmittelorientierung auf die neue
Ladungsverteilung wird allgemein Solvensrelaxation genannt und verlauft mit Zeitkon-
stanten, die von der Viskositat und der genauen Struktur des gewahlten Losungsmittels
abhdngen. Dabei wird Solvatationsenergie frei, sodass die Gesamtenergie des Systems
sinkt. Viele Teilprozesse wie Rotationen, Translationen und die Neubildung von Was-
serstoffbriickenbindungen fiihren zu verschiedenen Beitragen zur Solvensrelaxation, die
typischerweise Zeitkonstanten auf der Femtosekunden- und Pikosekundenzeitskala besit-

[82.83] |m Fall von Wasser als Losungsmittel ist ein GroBteil der Solvatationsenergie

zen.
(ca. 70 %) bereits nach etwa 20 fs bereitgestellt.[%85] Die restlichen Anteile (je ca. 15 %
Beitrag zur Solvatationsenergie) lassen sich in diesem Fall mit Zeitkonstanten von 400 fs
und 2,7 ps beschreiben. (8 Da sich der Energieabstand zwischen angeregtem und Grund-
zustand des Systems im Laufe der Solvensrelaxation dandert, haben diese Prozesse dhnlich
wie IVR und VER einen direkten Einfluss auf die Lage und Form der Absorptions- und
Emissionsbanden des Molekiils. So werden bei Femtosekundenexperimenten in polaren
Lésungsmitteln oft Anderungen der Bandenpositionen und -formen beobachtet. [86:87.88]

Wahrend das geloste Molekiil bei der Solvensrelaxation im gleichen angeregten Zu-

stand bleiben kann, stellen Energietransfer- und Elektrontransferprozesse zusatzliche Zer-
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fallskanile fiir elektronisch angeregte Molekiile dar.[81:89 Verschiedene Energietransfer-
prozesse 8 kénnen zur Riickkehr des Molekiils in den Grundzustand fiihren. Auf sie wird
hier nicht naher eingegangen, da sie fiir diese Arbeit nicht relevant sind. Die theoreti-
schen Grundlagen fiir Elektrontransferprozesse werden dagegen ausfiihrlich im nachsten
Kapitel erldutert, da die Beobachtung eines photoinduzierten Elektrontransferprozesses

zwischen DNA und Psoralenen ein zentrales Resultat dieser Arbeit darstellt.

2.2 Theorie des Elektrontransfers

Die Kinetik von Elektrontransferreaktionen lasst sich im Rahmen einer Betrachtung nach
Rudolph A. Marcus abschitzen. 9991921 Diese Theorie basiert auf einer Modifikation von
Fermis goldener Regel, mit der im Rahmen der Storungstheorie die Geschwindigkeits-
konstanten fiir verschiedende nicht-strahlende Uberginge zwischen zwei Zustinden be-
rechnet werden kénnen. 24

Im Rahmen der Marcus Theorie hangt die Geschwindigkeitskonstante fiir einen Elek-
trontransfer ker (Gleichung 2.1) sowohl von Eigenschaften des Elektrondonors und -
akzeptors als auch vom Verhalten des umgebenden Losungsmittels ab. Der Ausdruck fiir

kET lautet

ker = fH—%Ae—AGi/(kBT)' (2.1)
h A Xkg T

Neben dem Plankschen Wirkungsquantum h, der Boltzmannkonstante kg und der
Temperatur T bezeichnet Hpa das von ihrem Abstand abhingige Matrixelement fiir
die Stérung zwischen Donor und Akzeptor, die den Elektrontransfer verursacht.[9? Die
Reorganisationsenergie \ beschreibt die freie Enthalpie, die n6tig ist um das System in
seinem Anfangszustand auf die Geometrie des finalen Zustands zu bringen und AG* die
Aktivierungsenergie fiir den Elektrontransferprozess. Die Geschwindigkeitskonstante kgt
erreicht also einen maximalen Wert, wenn die Aktivierungsenergie gegen null geht. AG*

ldsst sich iiber die freie Reaktionsenthalpie AG® und X als

(AG® + \)?
4\
schreiben. Damit werden Elektrontransferprozesse maximal schnell, wenn die Betrage

AGH = (2.2)

von AG° und )\ gleich groB sind. Entgegen der chemischen Intuition kann die Geschwin-
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digkeitskonstante fiir einen Elektrontransfer also trotz steigender Triebkraft (definiert als
—AGP) sinken, wenn ihr Betrag den der Reorganisationsenergie iiberschreitet. In die-
sem Fall spricht man von Marcus invertiertem Verhalten.[? Veranschaulichen l3sst sich

das Verhalten von kg iiber zwei zueinander verschobene Parabeln mit gleicher Offnung
(Abbildung 2.3).

Marcus Normal Region,|AGO < % Barrierless Region,|AGOI= A Marcus Inverted Region,|AGO> A

DA

o Free Energy

_AG‘>O == ===

AGO

Reaction Coordinate Reaction Coordinate Reaction Coordinate

Abbildung 2.3: lllustration der Marcus Theorie mithilfe von zueinander verschobenen
Parabeln, die die relativen Energien des Anfangs- (DA, schwarz) und finalen Zustands
(D*TA°*~, blau) in Abhingigkeit einer Elektrontransfer Reaktionskoordinate andeuten.
Im Marcus normalen (links) und -invertierten (rechts) Bereich besteht eine Aktivierungs-
barriere, wodurch ket nicht seinen Maximalwert erreicht. Dies ist nur der Fall wenn die
Betrage von AGP und X gleich groB sind (Mitte).

Das System muss ausgehend vom Minimum der Parabel des Anfangszustands (DA)
den Schnittpunkt mit der Parabel des finalen Zustands (D**A®~) iiberwinden, um den
Elektrontransfer zu vollziehen. Im Marcus normalen und im Marcus invertierten Bereich
unterscheidet sich der Betrag von AG° von ), sodass der Schnittpunkt hoher liegt als das
Minimum des Anfangszustands (Abbildung 2.3 links & rechts). Die Differenz zwischen
beiden entspricht der Aktivierungsenergie AG*. Wie erwihnt, erreicht der Elektrontrans-
fer seine maximale Geschwindigkeitskonstante bei AG* = 0 (Abbildung 2.3 Mitte).

Gleichung 2.1 folgend wiirde der Logarithmus von ket in Abhingigkeit von AG° zu
beiden Seiten des Maximums parabelférmig, das heit symmetrisch, abfallen. Theoreti-
sche Vorhersagen (29394 und experimentelle Daten %> zeigen jedoch, dass der Abfall
im Marcus invertierten Bereich eine kleinere Steigung aufweist als im Marcus norma-
len Bereich. Dieser Effekt kann durch semiklassische Erweiterungen der Marcus Theorie
beriicksichtigt werden. Im Rahmen der Marcus Theorie wird vorausgesetzt, dass die re-
levanten Kernkoordinaten klassisch behandelt werden konnen. Dies ist dann eine gute

Naherung, wenn die Quantenenergie aller beteiligten Moden wahrend des Elektrontrans-
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fers deutlich niedriger als die thermische Energie ist. Da R. A. Marcus urspriinglich nur
die Interaktion des Solvens mit den Reaktanten in Betracht zog, reichte diese Betrach-
tung aus.[® Um die Asymmetrie von ker im Marcus invertierten Bereich zu erklaren,
miissen jedoch auch hochfrequente Moden des Donor-Akzeptor Systems beriicksichtigt
werden. Die Jortner Erweiterung der Marcus Theorie beriicksichtigt diesen Effekt.[93:94]
Statt eines finalen Zustands wird dabei eine Summe von finalen Zustanden eingefiihrt.
Dies fiihrt insbesondere dann zu Abweichungen vom klassischen Marcus Verhalten, wenn
die Quantenenergie der Schwingungsmoden des ladungsgetrennten Zustands im Ver-
gleich zur thermischen Energie groB ist.[®*! Fiir cyclische aromatische Systeme ist dies
haufig der Fall. In einer quantenmechanischen Betrachtung finden die Uberginge basie-
rend auf dem Franck-Condon Prinzip[?* zwischen Schwingungsniveaus des Anfangs- und
Endzustands statt. Die Wahrscheinlichkeit fiir den Ubergang zwischen zwei bestimmten
Schwingungsniveaus hingt demnach von ihrem Uberlappintegral ab. Bezogen auf die
Aktivierungsbarriere verhalten sich diese Uberlappintegrale asymmetrisch, was auch die
Asymmetrie der Geschwindigkeitskonstanten erklart. Zur Vereinfachung der Erweiterung
der Marcus Theorie wird oft nur eine, mittlere Schwingungsenergie h(w) verwendet. Dies

fihrt fir ke zum Ausdruck

4

ket =

n
( ) ie_(AG0+>\s+nh(w>)2/(4)‘skBT), (2.3)
n!

w2
h \/471’/\ kB Z

der in manchen Fillen als Marcus-Levich-Jortner Gleichung bezeichnet wird.!”] Hier-
bei wird beriicksichtigt, dass sich A\ aus intramolekularen Beitragen \; und Beitragen
des Losungsmittels \; zusammensetzt, wahrend 7(w) die Energie der mittleren Schwin-
gungsmode darstellt. Fiir cyclische Aromaten fiihrt ein Wert von hi(w) = 1500 cm™?
meist zu guter Ubereinstimmung mit dem Experiment.[% Anschaulich reprisentiert der
gesamte Summenterm die Summe aller méglichen Uberlappintegrale von Schwingungs-
wellenfunktionen (und damit Franck-Condon Faktoren), die am Elektrontransfer beteiligt
sein konnen. Zur Vereinfachung werden diese Summanden hier als eine Summe von vielen
Parabeln fiir den Produktzustand, die mit FC Faktoren gewichtet werden, genahert. Die
Terme vor der Summe ergeben die maximale kg im barrierelosen Fall. Wie Gleichung
2.3 entnommen werden kann, steigt kgt im Marcus normalen Bereich etwa GauB-formig

an, wahrend es im Marcus invertierten Bereich einen exponentiellen Abfall aufweist (Ab-
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bildung 2.4).

Normal Inverted
Region Region

In ket

semi-

. classical
classical

>
—AGO

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des Verlaufs einer Auftragung von Inkgr
gegen —AG°. Nach der klassischen Marcus Theorie verlaufen Anstieg und Abfall von
Inker symmetrisch (durchgezogene Linie, vgl. Gleichung 2.1). Die Erweiterung nach
Jortner beriicksichtigt, dass der Abfall von Inkgr im Marcus invertierten Bereich flacher
verlauft (gestrichelte Linie, vgl. Gleichung 2.3).

Unabhingig von in zeitaufgelosten Experimenten beobachteten kgr kann AGP iiber
stationare elektrochemische und spektroskopische Parameter der beteiligten Molekiile
berechnet werden. Fiir den Fall einer photoinduzierten Ladungstrennung (CS fiir charge

separation), stellten Rehm und Weller!%8! den Ausdruck
AG2 = EX(D*t /D) — E°(A/A*7) — Eyo + AGY, (2.4)

auf. AG2s lisst sich also iiber die in elektrochemischen Experimenten messbaren Stan-
dardelektrodenpotenziale E°(D** /D) fiir die Oxidation des Donors und E°(A/A*™) fiir
die Reduktion des Akzeptors, sowie den Energieabstand zwischen den Schwingungs-
grundzustanden des So und S;-Zustands Eqg (auch: 0,0—Ubergangsenergie) berechnen.
AGY, wird als Arbeitsterm bezeichnet und beschreibt die Beitrige von Coulombwechsel-
wirkungen der entstehenden Ladungstrager zur freien Reaktionsenthalpie im gegebenen
Solvens. AGY, hiangt sowohl von der Lésungsmittelumgebung als auch von der Art des
gebildeten ladungsgetrennten Zustands ab. Fiir die freie Reaktionsenthalpie AG2s fiir

den thermischen Riicktransfer (CR fiir charge recombination) der Ladung nach einem
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2 Theoretische Grundlagen

photoinduzierten Elektrontransfer (PET) vereinfacht sich der Ausdruck zu
AGZ = E°(A/A*7) — E°(D*t /D) — AG),. (2.5)

Trennt mindestens ein einziges Losungsmittelmolekiil die entstehenden Radikalionen,
so spricht man von einem solvensseparierten Radikalionenpaar (SSIP). Findet der PET

zwischen zwei urspriinglich ungeladenen Teilchen statt, so hdangt der Arbeitsterm

e2

AGy, = (2.6)

dmege,r

bei Ubertragung einer Elementarladung e nur vom Abstand der gebildeten Ladungstrager
r und der relativen Dielektrizitatskonstante ¢, des Losungsmittels ab. Der Term 4meq fehlt
in vielen Darstellungen in der Literatur, da dort oft mit dem elektrostatischen Einhei-
tensystem und nicht wie hier mit dem Sl-Einheitensystem gearbeitet wird. Dieser Term
fehlt in vielen Darlegungen in der Literatur, da dort haufig mit dem elektrostatischen
Einheitensystem gearbeitet wird. In polaren Losungsmitteln und bei groBen Abstianden
zwischen den Ladungstrigern wird AGY, im Fall eines SSIP also klein.

Sind die Ladungstrager durch kein einziges Losungsmittelmolekiil getrennt, so bildet
sich ein Kontaktionenpaar (CIP fiir contact ion pair). Dann werden die Ladungstrager
nicht mehr als einzelne, getrennte lonen betrachtet, sondern konnen als ein zusam-
menhangendes Konstrukt mit dem Kugelradius a und Dipolmoment p beschrieben wer-
den. Die Stabilisierung durch das umgebende Losungsmittel hangt in diesem Fall nicht
mehr linear vom Abstand der beiden Ladungstrdager, sondern vom Volumen des CIP
ab, {iber das sich die Ladungen verteilen. Weller stellte 1982 Ausdriicke auf, mit denen
sich AG2s und AG2, fiir CIP Bildung und Zerfall fiir Lésungsmittel mit beliebigen e,
abschitzen lassen (Gleichungen 2.7 & 2.8).19

AGes(er) = Enecn(D*"/D) — Epjecn(A/A®T) — Eoo

1 2 r 1 r,Hexan — 1 (27)
S Y (A S 1 4038 eV
edmeg a3 \ 26, + 1 26, pexan + 1
AGEr(er) = Eppecn(A/A") = Epjeen(D** /D)
(2.8)

1 ,u2 ( € — 1 €r Hexan — 1

— — —0,38 eV
edmeg a3 \2¢, +1 26, Hexan + 1) 20 €

Dabei wird ausgenutzt, dass der Unterschied zwischen den freien Reaktionsenthalpien
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fiir das gewahlte Losungsmittel und fiir das sehr unpolare Losungsmittel Hexan mithilfe
empirischer Parameter abgeschatzt werden kann. Diese Parameter sind darauf ausgelegt,
dass die Standardelektrodenpotenziale Efy.y(D*/D) und Epy.cy(A/A®T) in Acetonitril
eingesetzt werden.

2.3 Thermodynamik-Algorithmen zur Prognose der
DNA-Sekundarstruktur

Die Arbeit mit DNA-Molekiilen definierter Sequenzen erfordert eine Méglichkeit, ihre Se-
kundarstruktur unter den geplanten Messbedingungen zuverlassig vorherzusagen. Denn
offensichtlich mochte man im ldealfall genau eine definierte doppelhelikale Struktur in
Losung erhalten. Je langer und komplexer die beteiligten DNA-Strange sind, desto we-
niger wahrscheinlich ist eine vollig einheitliche Sekundarstruktur in Losung zu erwarten.
Daher sollten vor der Beschaffung der DNA-Strange unbedingt Algorithmen zur Vorher-
sage der Sekundarstruktur verwendet werden. lhre Funktionsweise soll hier kurz erlautert
werden.

Das fiir diese Arbeit verwendete Programm NUPACK[%! basiert auf einem dyna-
mischen Programmierungsalgorithmus, 12 mit dem die Zustandssummen @ aller Se-

kundarstrukturen s liber empirische thermodynamische Parameter nach

Q=) e A/RT (2.9)

berechnet werden. Dabei stellt R die allgemeine Gaskonstante, T die Temperatur und
AG? die freie Reaktionsenthalpie fiir die Bildung der Sekundirstruktur dar. In einem
nachsten Schritt wird die Wahrscheinlichkeit p(s*) fiir das Auftreten jeder spezifischen

Sekundarstruktur s* im thermodynamischen Gleichgewicht iiber

1
p(s*) = Q¢ AGL/RT (2.10)

ermittelt. Analog lasst sich neben der Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten der gesam-
ten Sekundarstruktur auch die Wahrscheinlichkeit fiir die Paarung einzelner Basenpaare
innerhalb der Sekundarstruktur berechnen.

Der empirische Parametersatz iiber den AG° berechnet wird, wurde aus sieben un-
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abhangigen Studien zur DNA-Thermodynamik, die alle vergleichbare Ergebnisse lieferten,
ermittelt. 19?1 Die Berechnung von AGO® basiert auf dem Prinzip des nichsten Nach-
barn, 103194 bei dem angenommen wird, dass die thermodynamische Stabilitit eines Ba-
senpaars nur durch die direkt benachbarten Basenpaare beeinflusst wird. Endstandige Ba-
senpaare werden durch gesonderte Parameter beschrieben und zusatzlich muss bei selbst-
komplementadren Strangen ein weiterer Entropieterm fiir die dann C,-symmetrischen
Doppelhelices beriicksichtigt werden. Der volle Ausdruck fiir AG° lautet

sym>

AG® = Z nAG) + AGhige + AGpuar + AG (2.11)

wobei n; die Haufigkeit eines Basenpaars mit einem bestimmten nadchsten Nachbarn,

AG? dessen empirischer Wert fiir die freie Reaktionsenthalpie, AG?

0
initcc bzW. AGiiar

die Parameter fiir endstandige GC- bzw. AT-Basenpaare und AGSOym den zusatzlichen
Entropiebeitrag fiir selbstkomplementare Strange beinhaltet. Werte fiir all diese Terme
sind empirisch bestimmt und tabelliert. 102

Die Schmelztemperaturen Ty, die fiir DNA-Molekiile als Temperatur, bei der die
Halfte der Basenpaare im Gleichgewicht ungepaart vorliegt definiert sind, lassen sich aus
dhnlich tabellierten Werten fiir die Reaktionsenthalpie AH® und -entropie AS° berech-
nen. Fiir den in dieser Arbeit relevanten Fall von selbstkomplementaren DNA-Strangen

mit iiberschaubarer Lange lautet der Ausdruck fiir Ty,

B AHO
- ASO -+ RIn CssDNA’

T (2.12)

mit der Gesamtkonzentration der DNA-Einzelstrange csspya.

Die tabellierten Werte fiir samtliche Enthalpien und Entropien beziehen sich auf eine
Standardsalzkonzentration von 1 M NaCl. Wird bei deutlich anderen Konzentrationen
gearbeitet, so wird eine Salzkorrektur fiir die Berechnung von AG°([Na*]) durchgefiihrt.
Diese Korrektur kann genahert als unabhangig von der genauen DNA-Sequenz gesehen
werden, hangt jedoch von der Lange der verwendeten Strange ab. Der empirische Zu-
sammenhang zwischen den fiir 1 M NaCl berechneten freien Reaktionsenthalpien AG°

und denen bei anderen NaCl-Konzentrationen AG°([Na™]) lautet

AG°([Na™]) = AG® — 0,114 - N - In[Na™], (2.13)
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mit N als Halfte der Anzahl der Phosphatgruppen im DNA-Riickgrat.

Die Abschatzungen der thermodynamischen Eigenschaften von DNA-Molekiilen errei-
chen basierend auf dem angegebenen Parametersatz insbesondere bei einfachen Sequen-
zen, wie sie in dieser Arbeit verwendet werden, eine sehr hohe Genauigkeit. Ein Vergleich
von experimentellen und berechneten Schmelztemperaturen von 81 DNA-Molekiilen mit
6 bis 24 Basenpaaren Lange bei diversen Salzkonzentrationen ergab eine Standardab-
weichung von nur 2,3 °C.1*%I Ein analoger Vergleich mit mehr als 25 DNA-Molekiilen
ergab eine Standardabweichung von 0,5 kJ/mol fiir AG®([Na™]).[1%
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Die Vorbereitung von DNA-Losungen fiir spektroskopische Messungen erfordert vergli-
chen mit der Vorbereitung einfacher organischer Verbindungen einige zusatzliche Schrit-
te. Zudem werden durch den Gleichgewichtscharakter der Psoraleninterkalation zusatz-
liche stationdre Experimente fiir die Analyse der fs-Daten von Psoralen/DNA-Lsungen
notwendig. In diesem Kapitel werden diese Methoden beschrieben, bevor die Grundlagen

und die experimentellen Details der zeitaufgelosten Messungen erlautert werden.

3.1 Probenvorbereitung und -handhabung

Die synthetischen DNA-Proben (vgl. Kapitel 5.1.2) wurden grundsatzlich in lyophilisier-
ter Form und zu Portionen von weniger als 100 mg aliquotiert erworben und bis zur
Aufnahme in wassriger Pufferlosung bei -18 °C gelagert. Mehrfache Tau- und Gefrierzy-
klen wurden dabei vermieden. Unter diesen Bedingungen konnen die DNA-Strange laut
Herstellerangaben (Thermo Fisher Scientific bzw. biomers.net GmbH) mindestens ein

Jahr gelagert werden.

Annealing der DNA-Striange

In den lyophilisierten Proben liegen die DNA-Strange ungeordnet, das heiit vor allem
nicht als gepaarte Doppelhelices, vor. Daher muss nach der Aufnahme der Molekiile in
wassrigem Puffer eine Prozedur zum ,, Verschmelzen” der Strange (englisch: Annealing)
durchgefiihrt werden. Diese Prozedur basiert darauf, dass bei hohen Temperaturen prak-
tisch alle Wasserstoffbriicken zwischen den einzelnen Basen aufgebrochen werden, also
alle DNA-Strange einzeln und ungefaltet vorliegen. Beim anschlieBenden Abkiihlen auf
Raumtemperatur werden dann neue Basenpaare gebildet. Geschieht das Abkiihlen lang-
sam genug, so bilden sich die thermodynamisch stabilsten DNA-Verbindungen, also bei
geeigneter Probenwahl die gewiinschten Doppelhelices (vgl. Kapitel 5.1.2).

In dieser Arbeit wurde, falls nicht anders angegeben, je ein Aliquot DNA (25-100 mg)
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in einem verschlieBbaren 50 m| Polyethylenréhrchen in wassrigem Phosphatpuffer (Sigma
Aldrich, BioUltra, pH 7,2, 66 mM Na,HPO,4/NaH,PO,4, mit Zugabe von 100 mM NaCl,
3 mM KCI') gelést. Das Volumen des Puffers wurde so gewihlt, dass die bei den je-
weiligen Messungen angegebenen DNA-Konzentrationen erreicht wurden. Im Anschluss
wurde das Rohrchen in einem Wasserbad langsam auf 95 °C erhitzt. Die Warmezufuhr
wurde dann abgeschaltet, um das Wasserbad samt Probe iiber ca. 3-4 Stunden auf
Raumtemperatur abkiihlen zu lassen. Die Proben wurden dann direkt verwendet oder
bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert. Alle Messungen wurden innerhalb von 24 Stunden
nach dem Annealing durchgefiihrt. Gegebenenfalls wurde die Annealingprozedur dafiir

mit der gleichen Probe wiederholt.

Vorbereitung der Psoralen/DNA-L&sungen

Bei gut wasserloslichen Psoralenen wie AMT wurde eine konzentrierte Stammlosung (je
1 ml bei ca. 10 mM) in reinem Wasser angesetzt. Von dieser wurden dann je nach
gewlinschter Konzentration wenige Volumenprozent zur messbereiten DNA-LGsung ge-
geben, bevor das Probengemisch mit einem Spritzenvorsatzfilter (Polypropylenmembran,
0,2 pm PorengréBe) von Verunreinigungen in Form von Feststoffen befreit wurde.

Bei den weniger gut wasserloslichen Psoralenen PSO und 8MOP muss eine andere
Methode verwendet werden, um die bei den zeitaufgelosten Messungen angegebenen
Konzentrationen zu erreichen. Da in diesem Fall nah an der Loslichkeitsgrenze gear-
beitet wird[*?l, wurden die Psoralene hier als Feststoff zur vorbereiteten DNA-L6sung
gegeben und einige Minuten geschiittelt.? Im Anschluss wurde das Gemisch wie zuvor
beschrieben mithilfe eines Spritzenvorsatzfilters vom iiberschiissigen Feststoff befreit. Die
Psoralenkonzentration wurde dann iiber die Absorptionsspektren bestimmt.

Das Probenvolumen wurde in jedem Fall so gewahlt, dass der Umsatz der Psoralene

durch Photoreaktionen innerhalb einer Messung unter 5 % lag.

!Die Zugabe weiterer Salze fiihrt zu einer Stabilisierung doppelhelikaler Strukturen, da die negativen
Ladungen der Phosphatriickgrate durch die Kationen abgeschirmt werden. [106:107]

2Auf die Verwendung eines Ultraschallbads zur Unterstiitzung des Losungsvorgangs muss unbedingt
verzichtet werden, da Ultraschall die DNA-Molekiile zersetzen kann.[1%8]
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3.2 Bestimmung der Interkalationsaffinitat von

Psoralenen

Die Interkalation von Psoralenen in die DNA Il3sst sich wie erwahnt als chemisches
Gleichgewicht
Psoralen + DNA = Interkalat (3.1)

beschreiben. Die Interkalationsaffinitat von Psoralenen wird in der Literatur meist durch
die Angabe der Dissoziationskonstante Kp des interkalierten Komplexes ausgedriickt.
Kp ist liber die Gleichgewichtskonzentrationen der beteiligten Spezies Psoralen (cp fre;),
DNA (cpna.fei) und Interkalat (Cinterkarat), als

Ky — CPfiei CONAfrei (3.2)

Cinterkalat

definiert. Die Angabe der DNA-Konzentration sollte sich hierbei formal auf die Kon-
zentration der verfligbaren Interkalationsstellen beziehen. In der Literatur ist es jedoch
iiblich Basenpaarkonzentrationen (cp,) zu verwenden. Daher werden in dieser Arbeit
ebenfalls Kp-Werte bezogen auf die Basenpaarkonzentration der DNA angegeben.® Er-
setzt man die Gleichgewichts- durch die Einwaagekonzentrationen des Psoralens cp ges
und der DNA cppa ges, erhdlt man Gleichung 3.3. In diesem Fall bleibt die Konzentration

des Interkalats im Gleichgewicht die einzige Unbekannte bei der Berechnung von Kp.

Kp = (CP.ges — Cinterkalat) * (CDNA ges — Cinterkalat ) (3.3)

Cinterkalat

Zur Bestimmung von Kp muss also Cjpterkaiar bestimmt werden. Theoretisch wird hier-
zu lediglich ein Wert fiir ¢jyterkaiar in einer beliebigen Psoralen/DNA-Lsung bendétigt.
Praktisch ist es jedoch schwierig diesen im Gleichgewicht zu bestimmen. Daher wur-
de im Laufe dieser Arbeit ein Titrationsverfahren entwickelt, bei dem die unbekannten
Konzentrationen (ber stationdre UV /Vis Spektroskopie ermittelt werden. Dabei wird
ausgenutzt, dass die Interkalation der Psoralene einen hypochromen Effekt auf ihre nie-
derenergetischen Absorptionsbanden bewirkt (vgl. Abbildung 3.1).5% Bei der Titration

wird die Psoralenkonzentration konstant gehalten, wahrend die DNA-Konzentration

3Bei den verwendeten kurzen DNA-Stringen wire es auch mdglich sich auf die Konzentration der
DNA-Molekiile zu beziehen. Jede der genannten Angaben liefert , korrekte", aber unterschiedliche
Werte fiir Kp. Daher ist es immer notwendig anzugeben, auf welchen Wert sich Kp bezieht.
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schrittweise variiert wird. So ergeben sich Losungen, in denen unterschiedlich groBe An-

teile der Psoralene interkaliert sind.

Begonnen wurden die Titrationen indem von einer moglichst hoch konzentrierten
DNA-Lésung (vgl. Kapitel 3.1) ohne Psoralenzugabe in einer Quarzglaskiivette mit 1 cm
Schichtdicke ein Absorptionsspektrum aufgenommen wurde. Im Anschluss wurde zu die-
ser Losung eine definierte Menge einer Psoralen-Stammldsung gegeben und erneut ein
Absorptionsspektrum aufgenommen.* Parallel wurde eine weitere, reine Psoralenldsung
angesetzt, die die gleiche Psoralenkonzentration wie die Psoralen/DNA-LSsung besaB.
Dazu wurde ein Teil der Stammlosung auf die bendtigte Konzentration verdiinnt. Nun
wurde in 20-25 Titrationsschritten je ein Drittel der Psoralen/DNA-Lésung aus der
Kiivette entnommen und durch das gleiche Volumen der reinen Psoralenlosung ersetzt.
Dadurch sinkt die DNA-Konzentration mit jedem Schritt, wahrend die des Psoralens
konstant bleibt.

Die Absorption solcher Psoralen/DNA-Losungen Ages setzt sich additiv aus den Bei-
tragen der interkalierten und nicht-interkalierten Psoralene Ap jr: und Ap fei, sowie der
DNA Apna zusammen (Gleichung 3.4).

Ages = Ap,int + Ap frei + ADnA (3.4)

Im Bereich der S;-Absorption der Psoralene (vgl. Abbildung 5.1) absorbiert die DNA
zwar nur schwach, dennoch muss ihr Beitrag fiir die anschlieBende Ermittlung von Kp un-
ter Beriicksichtigung der jeweiligen DNA-Konzentration subtrahiert werden. Dann lasst

[72] {iber die jeweiligen Psoralenkonzentrationen

sich die Absorption nach Lambert-Beer
ausdriicken. Da die Gesamtkonzentration der Psoralene cp 4s konstant bleibt, lasst sich

zugleich auch cp f.; ersetzen, sodass man

A(gestNA) - EP,intCP,intd + 6P,frei(CP,ges - CP,int)d (35)

erhalt, wobei € fiir den jeweiligen Absorptionskoeffizienten und d fiir die optische Weglange

in der Kiivette steht. Exemplarisch sind in Abbildung 3.1 die Absorptionsspektren der

4Das Gesamtvolumen der Losung in der Kiivette sollte im Idealfall 3 ml betragen, um die Handhabung
zu erleichtern.
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Titration von AMT mit GTAC-DNA (fiir Sequenz siehe Kapitel 5.1.2) dargestellt.

0.2

0.1

Absorption / OD

intercalation

325 350 375 400

Wavelength / nm
Abbildung 3.1: Absorptionsspektren der Titration von AMT mit GTAC-DNA (pH = 7,2,
66 mM Na,HPO,/NaH,PO4, 100 mM NaCl, 3 mM KCI, d = 1 cm). Die AMT-
Konzentration betrug konstant 21 pM, wahrend die DNA-Konzentration von hoch
(cbp = 2,7 mM, rot) zu niedrig (ca. 1 pM, blau) variiert wurde. Der Beitrag der DNA

zur Absorption wurde unter Beachtung der jeweiligen DNA-Konzentration subtrahiert.
Adaptiert aus S. Frobel et al.[10]

Die Auswertung der Titrationsdaten erfolgt durch die Losung eines Gleichungssystems,
das auf den Gleichungen 3.3 und 3.5 basiert:

K o (CP,ges - Clnterkalat,n) : (CDNA,ges - Clnterkalat,n)
D=

Cinterkalat,n (3.6)

Ages—DNA,n = EP,ian/nrerka/ar,nd + EP,frei(CP,ges - Clnterkalat,n)d
Hierbei wird nun beriicksichtigt, dass die Konzentration des interkalierten Psoralens
Cinterkalat,» Mit jedem Titrationsschritt n variiert. Abgesehen von Cinterkalat,n, €p,ine und
Kp sind alle Parameter des Gleichungssystems bekannte MessgroBen. Damit ist das
Gleichungssystem ab dem dritten Titrationsschritt Iosbar (sechs Gleichungen bei fiinf

Unbekannten). Zur Lésung des Systems 3.6 wurde eine Mathcad Routine erstellt (siehe
Anhang).
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3.3 Zeitaufgeloste Spektroskopie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Techniken der zeitaufgelosten Spektroskopie ver-
wendet. Im Femto- bis frilhen Nanosekundenbereich wurden UV/Vis Absorptions- und
Femtosekunden-stimulierte Raman Experimente durchgefiihrt. Die Charakterisierung lang-
lebigerer Prozesse erfolgte mithilfe von Blitzlichtphotolyse mit Detektion im UV/Vis
Bereich. In diesem Kapitel werden diese Techniken, die verwendeten experimentellen

Aufbauten und Verfahren zur Datenanalyse vorgestellt.

3.3.1 Femtosekunden UV /Vis-Spektroskopie

Wihrend durch Lichtabsorption induzierte spektrale Anderungen bis hin zu einigen hun-
dert Pikosekunden noch direkt, beispielsweise mithilfe von Oszilloskopen, aufgezeichnet
werden konnen, erfordert die Detektion noch schnellerer Anderungen ein véllig anderes
Messprinzip. Das dazu genutzte Anrege-Abtast (englisch: pump-probe) Verfahren basiert
auf der zeitlich definierten Anregung der Probenmolekiile mit einem ultrakurzen Laserim-
puls (pump) und dem anschlieBenden Abtasten der spektralen Anderungen durch einen
zweiten ultrakurzen Impuls (probe). Uber die Verinderung der Wegstrecke von einem
dieser Impulse kann die zeitliche Verzogerung zwischen der Anregung und dem Abtas-
ten der Signale eingestellt werden. Wahrend die Frequenz des pump-Impulses immer
in Resonanz mit der Absorption der Probenmolekiile gebracht werden muss, bestimmt
die Frequenz des probe-Impulses dariiber, welche Art von spektroskopischer Informa-
tion erhalten wird. Zur Messung von fs-UV/Vis Daten muss der probe-Impuls also in
einen Frequenzbereich im sichtbaren oder ultravioletten Teil des Spektrums konvertiert
werden. Sind die Impulse zeitlich ausreichend kurz, so lassen sich mit diesem Prinzip
Zeitaufldsungen im Bereich um zehn Femtosekunden erreichen. 110

Ein Schema des experimentellen Aufbaus fiir die fs-UV/Vis Experimente in dieser Ar-
beit ist in Abbildung 3.2 dargestellt. Das genaue Messprinzip mit dieser Apparatur wurde
bereits ausfiihrlich in der Literatur beschrieben.!*!l Jedoch hat sich ein groBer Teil der
Komponenten im Vergleich zur Beschreibung dort gedandert. Die fs-Impulse werden nun
durch das fs-Laser/Verstarker System Libra der Firma Coherent erzeugt. Dieses emit-
tiert Impulse mit einer Zentralwellenlange von 802 nm und einer Dauer von ca. 100 fs
(volle Halbwertsbreite (FWHM)). Die Wiederholrate betragt 1 kHz bei Impulsenergien
von ca. 3,4 mJ. Diese Impulse werden unmittelbar nach dem Austritt aus dem Verstarker
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durch mehrere Strahlteiler in unterschiedlich intensive Impulszweige aufgeteilt. Zwei die-

ser Zweige werden zur Erzeugung der pump- und probe-Impulse verwendet.

.

DM
Ti:Sa laser/amplifier NOPA 0_0 O D I N\ - -
T CH ATT BBO Pump
A2
L
= | n I:I Probe / )FM
L (|
CH ATT AP L  CaFy
sample
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Abbildung 3.2: Schema des Aufbaus fiir transiente Absorptionsmessungen mit Femto-
sekundenauflosung. In den Strahlengdngen der Anregung (Pump) und Abfrage (Probe)
sind nur die entscheidenden Bauteile wie Chopper (CH), Abschwacher (ATT), Blende
(AP), Linsen (L), Linsenteleskop (T), BBO-Kristall (BBO), dichroitische Spiegel (DM),
CaF,-Platte (Caf;), Halbwellenplatte (A/2) und Fokussierspiegel (FM) eingezeichnet.
Stellen, an denen die Laserfrequenz konvertiert wird, sind durch eine veranderte Farbe
des eingezeichneten Laserstrahls angedeutet.

Die durch einfache Frequenzverdopplungs-['*2 oder Summenfrequenzerzeugungspro-
zesse[11? zuginglichen Wellenlingen von 401 nm und 267 nm sind fiir pump-Impulse
zur Untersuchung von Psoralen-DNA Systemen nicht geeignet (keine Probenabsorp-
tion bzw. starke DNA-Absorption, vgl. Abbildung 5.1). Aus diesem Grund wurde die
Zentralwellenlange der Impulse zunachst durch einen nicht-linearen optisch parametri-
schen Verstirker1'3 (NOPA, Topas White der Firma Light Conversion) auf 680 nm
oder 650 nm konvertiert. Danach passieren die Impulse eine elektronisch ansteuerba-
re Verzogerungsstrecke, mit der die zeitliche Verzogerung zwischen pump- und probe-
Impulsen im Experiment eingestellt wird. Uber ein Linsenteleskop (T, zwei Quarzglas-
linsen mit f = 4750 mm und f = —150 mm) wird der sichtbare Strahldurchmesser

auf etwas weniger als 5 mm reduziert, bevor die letztlich verwendete Anregungswel-
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lenldnge von 340 nm bzw. 325 nm durch Frequenzverdopplung in einem geeigneten (-
Bariumboratkristall (BBO-Kristall) erzeugt wird. Zur Einstellung der Lichtleistung befin-
det sich vor dem BBO-Kfistall ein stufenlos einstellbarer Abschwiacher (ATT) bestehend
aus einer drehbaren Halbwellenplatte (\/2-Platte) und einem Drahtgitterpolarisator, der
fir die urspriingliche Laserpolarisation durchlassig ist. Drei dichroitische Spiegel (DM),
die genahert nur die Anregungswellenlange reflektieren, entfernen verbleibende Antei-
le des nicht frequenzverdoppelten Lichts. Die relative Polarisationsrichtung zwischen
pump- und probe-Impulsen ist durch eine \/2-Platte nach dem BBO-Kristall einstellbar.
Sie wurde in allen Experimenten auf den magischen Winkel von 54,7° eingestellt, um Si-
gnalanderungen durch Rotationsdiffusion zu unterdriicken. 8! Eine bikonvexe Quarzglas-
linse (L) mit einer Brennweite von 200 mm fokussiert das Anregungslicht auf die Probe
(Strahldurchmesser am Probenort ca. 140 pm (FWHM)). Eine rotierende Lochscheibe
(CH fiir Chopper) sorgt im Experiment dafiir, dass alternierend je zwei pump-Impulse
bis zum Probenort gelangen und zwei Impulse geblockt werden.

Die spektral breitbandigen probe-Impulse werden in einer konzentrisch bewegten CaF,-
Platte mit 5 mm Schichtdicke erzeugt. Dazu wird die Impulsenergie iiber einen Ab-
schwacher (ATT), der analog zu dem im pump-Zweig aufgebaut ist, auf ca. 1 pJ ein-
gestellt. Eine Quarzglaslinse (L) mit einer Brennweite von 150 mm fokussiert das Licht
nahe an das hintere Ende der CaF,-Platte, wo dadurch ein breitbandiges Superkontinuum
(auch: WeiBlicht) erzeugt wird.[1*4115116] Fine variable Apertur (AP) vor der fokussie-
renden Linse erlaubt eine Feineinstellung der Fokussierungsbedingungen. Bei geeigneter
Justage deckt das Spektrum der probe-Impulse einen breiten Spektralbereich ab, von
dem der Bereich von ca. 315 nm bis 750 nm fiir die fs-UV/Vis Experimente verwen-
det wird. Uber einen sphirischen Hohlspiegel (FM, f = 200 mm, coated Al) wird das
divergente WeiBlicht in einem kleinen Winkel (ca. 4°) reflektiert und nach passieren ei-
nes weiteren planen Spiegels am Probenort fokussiert (Strahldurchmesser ca. 25 pm).
Ein zweiter rotierender Chopper lasst mit einer Frequenz von 500 Hz nur jeden zweiten
probe-Impuls zum Probenort gelangen.

Pump- und probe-Impuls werden raumlich mit einem kleinen Winkel (< 5°) zuein-
ander in der Probenlosung iiberlagert. So kann der pump-Impuls nach Durchlaufen der
Losung raumlich abgetrennt und geblockt werden. Der probe-Impuls wird dagegen nach
Durchlaufen der Lésung zunichst von einem achromatischen Linsendublett (Sonderan-

fertigung der Firma Lens Optics, f = 150 mm) aus CaF;, und Quarzglas kollimiert und
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anschlieBend von einem baugleichen Dublett auf den Offnungsspalt eines Gitterspektro-
meters (100 Linien/mm Gitter) fokussiert. Das in erster Ordnung gebeugte Licht wird
von einer Diodenzeile (Hamamatsu S3902-512Q, 512 Pixel mit je 500 ym Hohe x 50 pm
Breite) mit einer Ausleserate von 1 kHz detektiert. Durch die spektral sehr breitbandige
Detektion fallt das in 2. Ordnung gebeugte Licht aus dem UV-Bereich raumlich mit der
1. Beugungsordnung des roten Spektralbereichs zusammen.[!*"] So fillt beispielsweise
in 2. Ordnung gebeugtes Licht der Wellenlange 340 nm auf die gleichen Pixel wie in 1.
Ordnung gebeugtes Licht bei 680 nm. Daher wird vor diese Pixel ein Langpass-Filter —
mit hoher Transmission oberhalb von 450 nm — platziert.

Die Probenlosung durchlauft im Fokusbereich der Strahlen eine Quarzglas-Durchfluss-
kiivette (Sonderanfertigung der Firma Hellma Analytics, 137.084-QX, optische Schicht-
dicke 1 mm), die an einen Probenkreislauf angeschlossen ist. Die Flussgeschwindigkeit
der Probe ist so gewdahlt, dass die Probe im relevanten Bereich zwischen zwei Einzel-
messungen (1 ms) vollstindig ausgetauscht wird. Das Gesamtvolumen der Losung war
immer ausreichend hoch um hohe Probenumsatze (2 5 %) wahrend eines Experiments

zu vermeiden.

Die Differenzabsorption AA(A, t,s) (Gleichung 3.7) bei jedem Zeitschritt ¢t und Scan
s wird wie folgt berechnet. Durch die Verwendung von zwei Choppern erhdlt man inner-
halb von vier Laserschiissen vier verschiedene Signalspuren (/(\, t, s)):
1. Beide Impulse treffen auf die Probe (/(A, t, S)pump+probe)
2. Nur das WeiBlicht trifft auf die Probe (/(\, t,s)probe)
3. Nur die Anregung trifft auf die Probe (/(\, t,S)pump)
4. Kein Impuls trifft auf die Probe (/(\, t, s)of)

Wahrend die Spuren /(, t,)pump+probe Und [(A, t,S)p0pe die zentralen Signale zur
Berechnung von AA(\, t,s) darstellen, ermdglicht die Signalspur /(A t,s)pump Streu-
lichtbeitrdge der pump-Impulse und Dunkelsignal des Detektors aus /(\, t, S)pump-+probe
herauszurechnen. Uber /()\, t,s).¢ kann das Dunkelsignal des Detektors beriicksichtigt
und von (A, t,s)p0pe Subtrahiert werden. Die Berechnung der Differenzabsorption er-

folgt schlieBlich basierend auf dem Lambert-Beerschen Gesetz nach
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I(\ t,s) be — (A, t,5)
AA( t,s) = —| IR LZPTR ) = Ae(A)-ct-d (37
( ’ 75) °8 ( /()\, t, s)probe - /()\, t, s)off 6( ) ¢ ( )
wobei Ae(\) den Differenzabsorptionskoeffizienten, c* die Konzentration der angereg-
ten Molekiile und d die effektive optische Schichtdicke der Probe darstellt. Befindet sich
mehr als eine transiente Spezies in der Probe, muss im rechten Ausdruck eine Summe

verschiedener Ae(\) und c¢* beriicksichtigt werden.

Durch die hohe spektrale Breite des probe-Impulses erfihrt dieser in der Regel ei-
ne hohe Gruppengeschwindigkeitsdispersion. 112l Das heiBt seine spektralen Bestandteile
durchlaufen Materie je nach Frequenz mit unterschiedlicher Geschwindigkeit. Dadurch
wird der Impuls insgesamt verlangert und seine spektralen Bestandteile trennen sich zeit-
lich auf. Die zeitliche Verteilung der Frequenzkomponenten nennt man auch Chirp. [112118]
Im fs-UV/Vis Experiment fiihrt dies zu einer zeitlichen Verzerrung der Zeitnullpunkte®
als Funktion der Wellenlange. Zur Korrektur dieser Verzerrung wurde an jedem Mess-
tag eine separate, auf dem optischen Kerr-Effekt[*1912% peruhende Messung am reinen
Losungsmittel durchgefiihrt, liber die die Zeitnullpunkte fiir jede Wellenlange nach allen
anderen Korrekturen (vgl. Kapitel 3.3.1.1) korrigiert wurden.

Fiir ein fs-UV/Vis Experiment wurden iiblicherweise 1500 einzelne Differenzabsorp-
tionsspektren pro Verzdgerungszeit und pro Scan der Verzogerungsstrecke gemittelt und
insgesamt in einem Zeitbereich von —0,5 ps bis 3,3 ns 139 verschiedene Zeitschritte
gemessen. Dabei wurden im Bereich von —0,5 ps bis 1 ps lineare Zeitschritte und im
Bereich iiber 1 ps exponentielle Zeitschritte gewahlt.

Im Fall von AMT wurden pro Experiment typischerweise die Signale aus 2 Scans!1%
und im Fall von PSO und 8MOP 4 Scans[?!l der Verzogerungsstrecke gemittelt. Die
Energie der Anregungsimpulse betrug ca. 1 pJ.

Die Subtraktion einer Losungsmittelmessung unter geeigneter Skalierung (Faktor
1—]_07A>\exc
2,3-Axexc

sung der Experimente betrug ca. 180 fs.

) 1122l erméglichte die Entfernung von Zeitnullpunktsartefakten. Die Zeitaufls-

5Zeitpunkt, an dem pump- und probe-Impuls zeitgleich auf die Probenldsung treffen.
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3.3.1.1 Subtraktion der Signale von nicht-interkalierten Psoralenen im
Gleichgewicht

Wie zuvor erwahnt, ist ein gewisser Anteil an nicht-interkalierten (freien) Psoralenmo-
lekiilen in den fs-UV/Vis Experimenten in Anwesenheit von DNA nicht zu vermeiden
(vgl. Kapitel 3.2, 5.3 & 5.4). Zudem gibt es keine Anregungswellenldnge, bei der die
interkalierten Molekiile selektiv angeregt werden kénnen (vgl. Abbildung 3.1). Fiir einen
isolierten Blick auf die Signaturen der interkalierten Molekiile miissen daher die Signale
des nicht-interkalierten Anteils der Psoralene subtrahiert werden. Innerhalb eines Mess-
tages wurden zu diesem Zweck je vier fs-UV/Vis Experimente unter identischen Anre-
gungsbedingungen durchgefiihrt:

1. Psoralenderivat in wassriger Losung

2. Wasser (Losungsmittelmessung fiir 1.)

3. Psoralenderivat und DNA in wassriger Pufferlosung

4. DNA in wassriger Pufferlésung (, Losungsmittelmessung’ fiir 3.)

In einem ersten Schritt wurden die Losungsmittelbeitrdge zur Entfernung von Zeit-
nullpunktsartefakten von den Daten der Probenldsungen unter geeigneter Skalierung (s.
Kapitel 3.3.1) subtrahiert. Im Anschluss mussten die I6sungsmittelkorrigierten Daten von
1. mit einem Skalierungsfaktor S multipliziert und von den Daten der Losung mit DNA
(3.) subtrahiert werden.

Der Faktor S (Gleichung 3.8) beinhaltet zum einen, dass die Probenldsungen insgesamt
eine unterschiedliche Zahl von Photonen absorbieren. Zum anderen beriicksichtigt er,
dass nur ein Teil dieser Photonen von den freien Psoralenen in der Lésung mit DNA
absorbiert werden. Durch die Beriicksichtigung beider Aspekte ldsst sich die Signalhche
der freien Psoralene im Gemisch bestimmen. Der Ausdruck fiir S lautet bei identischen
Anregungsbedingungen bei allen Messungen

. 1 - ]-OiA)\eXC’& €frei Cfrei

S (3.8)

T 1—10"Meel €4eiChei + €intCint
wobei €4e; und €;,; die Absorptionskoeffizienten der nicht-interkalierten und interkalierten
Psoralene bei der Anregungswellenlange und cge; und cj,; ihre jeweiligen Gleichgewichts-
konzentrationen darstellen. Hierbei wird die Absorption der DNA nicht beriicksichtigt,

was bei den Konzentrationsverhaltnissen und Schichtdicken in den zeitaufgelosten Mes-

39



3 Methodik

sungen zu vernachldssigbaren Fehlern fiihrt. Die Konzentrationen wurden iiber den in
Titrationsexperimenten bestimmten Kp-Wert errechnet. ¢;,; lasst sich ebenfalls mithilfe

der Auswerteroutine fiir die Titrationen ermitteln (vgl. Kapitel 3.2).

3.3.2 Femtosekunden-stimulierte Raman Spektroskopie (FSRS)

Die zeitaufgeloste Femtosekunden-stimulierte Raman Spektroskopie (FSRS) hat sich
inzwischen langst als schwingungsspektroskopische Methode zur Untersuchung von ul-
traschnellen Photoreaktionen und photophysikalischen Prozessen etabliert.[123124 Ejne
sehr umfangreiche Zusammenstellung der Grundlagen von FSRS, der weltweit eingesetz-
ten Apparaturen, sowie der untersuchten Prozesse findet sich in einer aktuellen Uber-

sichtsarbeit. [125]

Stokes

Abbildung 3.3: Links: Schema des FSRS Prozesses auf der Stokes-Seite. Photonen
des spektral schmalbandigen Raman-pump Impulses (wg ., rot) heben die Probenmo-
lekiile in virtuelle Energieniveaus (diinne gestrichelte Linie), von wo die Emission von
Photonen niedrigerer Frequenz (graue Pfeile) durch den probe-Impuls stimuliert wird.
Die Energiedifferenz verbleibt als Schwingungsanregung (dicke gestrichelte Linien) in
den Probenmolekiilen. Dadurch steigt die Intensitdt des probe-Impulses (graue Fliche)
bei den Resonanzfrequenzen der Probe. Adaptiert aus Plstz et al.['*?6] Rechts: Durch
Referenzierung auf ein Spektrum ohne Raman-pump Impuls wird das FSRS Spektrum
gewonnen.

Die Technik basiert wie die fs-UV/Vis Spektroskopie auf dem Anrege-Abtast Ver-
fahren. Zusatzlich zu den pump- und probe-Impulsen ist fiir diese Technik jedoch ein
weiterer Impuls, der als Raman-pump bezeichnet wird, notig. Dieser wird raumlich und
zeitlich mit dem probe-Impuls in der Probe iiberlagert, wodurch stimulierte Raman Si-
gnale erzeugt werden (Abbildung 3.3). Der Raman-pump Impuls muss dabei spektral

schmalbandig sein, da seine Breite direkt die spektrale Auflosung der Raman Spektren
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beeinflusst. Relativ zur spektralen Lage des Raman-pump Impulses deckt der probe-
Impuls alle moglichen Schwingungsfrequenzen der untersuchten Probenmolekiile ab, so-
dass in einem Schritt vollstandige stimulierte Raman Spektren erhalten werden. In dieser
Arbeit werden die Spektren auf der Stokes-Seite des Raman-pump Impulses gemessen,
also hin zu niedrigeren Frequenzen. Bei diesem Prozess werden Photonen des Raman-
pump Impulses vernichtet, wahrend bei den Schwingungsfrequenzen der Probenmolekiile
Photonen erzeugt werden. Die Energiedifferenz dieser Photonen verbleibt in Form von
Schwingungsanregungen in den Probenmolekiilen.

Der fiir diese Arbeit verwendete Aufbau ist der gleiche wie fiir die fs-UV/Vis Ex-
perimente (vgl. Kapitel 3.3.1). Jedoch miissen einige Anderungen an diesem Aufbau
vorgenommen werden, bevor FSRS Messungen mdglich sind. Als groBte Anderung wird
wie erwahnt zusatzlich ein Raman-pump Impulszweig verwendet (Abbildung 3.4). Dessen
Wellenldnge liegt im derzeitigen Aufbau um 400 nm und er wird wie der pump-Zweig
in einem kleinen Winkel zu den probe-Impulsen durch die Probe und nicht direkt in das
Spektrometer geleitet. Die Polarisationsvektoren von Raman-pump und probe-Impulsen
werden parallel zueinander ausgerichtet. Die Konstruktion dieses Zweiges und die Er-
zeugung der Raman-pump Impulse iliber ein neues Prinzip waren Teil der apparativen
Arbeiten im Rahmen dieser Promotion. Eine genaue Beschreibung des Strahlengangs

und der optischen Bauteile befindet sich daher in Kapitel 4.

.

frequency
conversion

Ti:Sa laser/amplifier

\ continuum Probe detection
generation ctectio

frequency
conversion

Raman-pump

Abbildung 3.4: Stark vereinfachtes Schema eines zeitaufgelosten FSRS Experiments.
Zusatzlich zu den in der fs-UV/Vis Spektroskopie eingesetzten pump- und probe-
Impulsen wird hier ein spektral schmalbandiger Raman-pump Impuls bendtigt, der zeitlich
und raumlich mit dem probe-Impuls iiberlagert wird. Anders als hier angedeutet, wird
im Rahmen dieser Arbeit jedoch nur ein Chopper im Raman-pump Zweig verwendet.
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Weitere Anderungen, die fiir FSRS Experimente vorgenommen werden miissen, werden
hier kurz dargestellt. Die spektrale Auflosung des Gitterspektrometers muss im Vergleich
zu den fs-UV/Vis Experimenten erhoht werden. Daher wurde fiir die FSRS Messungen ein
600 |/mm Gitter eingesetzt, das in Kombination mit dem Diodenzeilendetektor eine spek-
trale Auflésung von ca. 15 cm™! erméglicht. Desweiteren muss die Position der Chopper
verandert werden. Der mit 500 Hz laufende Chopper wird aus dem probe-Strahlengang
entfernt und in den Raman-pump Strahlengang eingesetzt. So lassen sich abwechselnd
Spektren des probe-Impulses mit und ohne stimuliertes Raman Signal aufnehmen. Der
mit 250 Hz laufende Chopper kann prinzipiell im pump-Strahlengang eingesetzt werden,
sodass analog zu den fs-UV/Vis Experimenten in einem 4er Zyklus gemessen werden
kann.[™1 Es erwies sich jedoch als effizienter, diesen Chopper aus dem Experiment zu
entfernen und stattdessen iiber einen langeren Zeitraum, in dem in einem 2er Zyklus

aufgenommen wurde, zu mitteln.[60:127]

Eine detaillierte Darstellung der Datenauswertung bei Nutzung des 2er Zyklus findet
sich in S. Frobel et al.!% Man erhilt in diesem Fall pro Zeitschritt zwei Signalspuren:
1. Alle drei Impulse treffen auf die Probe (/(7, t, S), pump-+probe+R.p.)

2. Nur die pump- und probe-Impulse treffen auf die Probe (/(7, t, s), pump-+probe)

Da das Streulicht des pump-Impulses in diesen Experimenten nicht im Detektions-
fenster liegt, muss es in der Analyse nicht beriicksichtigt werden. Natiirlich muss jedoch
auch in diesem Fall das Dunkelsignal des Detektors vor der Datenverarbeitung subtra-
hiert werden. Dazu wird zu Beginn des Experiments eine Dunkelmessung durchgefiihrt,
bei der keiner der Impulse die Probe erreicht (bgr fiir background). Die FSRS Rohspek-
tren R(7,t,s) in Abhangigkeit der Wellenzahl 7, des Zeitschritts t und des Scans der

Verzogerungsstrecke s werden dann iiber

/(D, t', 5)7pump+probe+R.p. —bgf
/(Dv t, 5)7pump+probe —bgf

R(7,t,s) = (3.9)

berechnet. Da die Grundlinie bei FSRS Messungen meist deutlich fluktuiert, *?% wird
darauf eine Spline Funktion, die an die Grundlinie angepasst wird, von R(7,t,s) sub-
trahiert, nachdem die Daten zunichst mit einem Savitzky-Golay Filter[*?8] (Polynom 4.
Ordnung, 2 Punkte links und rechts) geglattet wurden.

Die grundlinienkorrigierten Daten R(7, t, ), ko mussen mithilfe eines weiteren Korrek-
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turterms C(7Pger, t, s) bearbeitet werden, da die Absorption der angeregten Molekiile in
dieser Arbeit einen Teil des Raman-pump Lichts absorbieren. Dadurch weicht die gemes-
sene Intensitit der Raman Banden von ihrem realen Wert ab. %9111 Fiir diese Korrektur
wird die Intensitat einer Losungsmittelbande bei ¥gr als Referenz verwendet. lhre reale
Intensitat sollte, unabhangig davon ob geloste Molekiile angeregt werden, im gesamten
Zeitfenster konstant sein. Durch die Absorption von angeregten Molekiilen wird jedoch
der Raman-pump Impuls bei positiven Verzégerungszeiten t abgeschwacht, was auch zu
einer Reduktion der gemessenen Intensitat der Losungsmittelbanden fiihrt. Das Verhalt-
nis der Intensitaten mit (Verzogerungszeiten t) und ohne Anregung der Probe (Verzoge-
rungszeit t,o;, = —4 ps) zeigt an, wie stark der Raman-pump Impuls abgeschwacht
wurde. Daher liefert die Multiplikation von R(7, t, s), ko mit dem Faktor

/(ﬂRef, tne S) —b r
~ gy 2 )ypump+probe+R.p. g
C(7Ref, t,5) =

= 3.10
/(VRefa t, 5)7pump+probe+R.p. _bgr ( )

Spektren, die hinsichtlich der Raman-pump Absorption korrigiert sind. Die durch FSRS
hervorgerufenen Signalzunahmen auf der Stokes-Seite des WeiBlichts werden als Raman
Gain bezeichnet und typischerweise in Prozent oder Promille angegeben, wobei null fiir

keine Anderung steht. Die finalen transienten FSRS Differenzspektren werden dann iiber

AR(’Z t7 5) = R(ﬁ, t, 5)7korr ‘C(ﬂRefa t7 S) - R(ﬁ; tneg; 5)7korr (311)

erhalten, wobei R(7, tpeg,s), korr dem FSRS Spektrum ohne Anregung der Probe, also
der Probenlosung im Grundzustand, entspricht.

Je FSRS Experiment wurden 14000 einzelne Differenzspektren pro Verzégerungszeit
und pro Scan der Verzogerungsstrecke gemittelt und im Anschluss insgesamt iliber 8
Scans der Verzégerungsstrecke gemittelt. In einem Zeitbereich von —0.,5 ps bis 200 ps
wurde bei 32 verschiedenen Verzogerungszeiten gemessen. Die Energie der pump-Impulse
bei 350 nm betrug bei einem Strahldurchmesser von etwa 110 ym (FWHM) ca. 2,1 pJ,
die der Raman-pump Impulse etwa 2,3 pJ (Schlitzeinstellung 400 pm, spektrale Breite ca.
12 cm™!, Strahldurchmesser ca. 50 pm (FWHM)). Die Zeitaufldsung des Experiments
betragt ca. 200 fs.
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3.3.3 Blitzlichtphotolyse

Mit der fiir diese Arbeit verwendeten Blitzlichtphotolyse (LFP fiir laser flash photoly-
sis) Apparatur kénnen spektrale Anderungen im UV /Vis Bereich mit einer Zeitaufldsung
von bis zu etwa 20 ns verfolgt werden. Da nur ein kleiner Zeitbereich zwischen dieser
Auflésung und der maximalen Verzégerungszeit der fs-UV /Vis Experimente (ca. 3,3 ns)
liegt, konnen in den meisten Fillen die Spezies, die am Ende der Femtosekundenmes-
sungen bestehen bleiben, mit LFP weiter verfolgt werden.

Das Messprinzip bei dieser Apparatur beruht auf der Anregung der Probenmolekiile
durch einen Nanosekundenlaserimpuls und der anschlieBenden Abfrage der Signalande-
rungen durch eine Xenon-Lampe. Die Signalanderungen werden dabei jeweils mit einem
Oszilloskop als Zeitspuren fiir einen schmalen Wellenlangenbereich aufgezeichnet. Die
Detektion erfolgt einkanalig mithilfe eines Sekundarelektronenvervielfachers. Anders als
bei den fs-Experimenten wird also in einem Messschritt eine zusammenhangende Zeit-
spur fiir einen kleinen Wellenlangenbereich und nicht ein ganzes Spektrum fiir einen
Zeitpunkt aufgenommen.

Der experimentelle Aufbau (Abbildung 3.5) basiert auf dem System LKS.60 der Firma
Applied Photophysics. Als Anregungsimpulse wurden fiir diese Arbeit 355 nm Impulse mit
ca. 7 ns Dauer (FWHM) und einer Impulsenergie von ca. 3 mJ eines Nd:YAG Lasers (/In-
nolas, SpitLight 600) mit einer Repetitionsrate von 1 Hz verwendet (Strahldurchmesser
ca. 8 mm). Die Abfrage durch das Licht einer mit 1 Hz gepulsten Xenon-Lampe (Ha-
mamatsu, Modellnr. 2273, 150 W) erfolgt rechtwinklig zur Anregung. Nach Durchlaufen
der Probenldsung, die sich in einer 1 x 1 cm Quarzglas-Durchflusskiivette befindet, wird
der gewiinschte Wellenlangenbereich des Abfragelichts durch einen Gittermonochroma-
tor ausgewihlt und mit einem Sekundarelektronenvervielfacher (Hamamatsu, Modellnr.
1P28) detektiert. Das detektierte Signal wird dann mithilfe eines Oszilloskops (Agi-
lent, Infiniium) digitalisiert. Fiir die Berechnung der Differenzabsorptionsdaten wurden
zunachst zehn Einzelmessungen ohne Anregung und darauf zehn Einzelmessungen mit

Anregung der Probenmolekiile gemittelt. Die spektrale Auflosung betrug ca. 5 nm.
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L
NGLYAG laser |20 M T=7 08 — sample
w L
oscilloscope oy
PMT  |<=— monochromator

Abbildung 3.5: Schema des Aufbaus fiir Blitzlichtphotolyse Messungen. Die Impulse
einer Harmonischen eines Nd:YAG Lasers regen die Probe im rechten Winkel zum Abfra-
gelicht an. Das Abfragelicht entstammt einer gepulsten Xenon-Lampe, deren Licht durch
eine Quarzglaslinse (L) kollimiert und durch eine weitere auf einen Gittermonochroma-
tor fokussiert wird. Die durch einen Sekundarelektronenvervielfacher (PMT) detektierten
Signale werden dann durch ein Oszilloskop digitalisiert.

3.3.4 Globale Datenanalyse

Ein groBer Teil der in den zeitaufgelosten Messungen erhaltenen Daten wurde mithilfe
einer globalen multiexponentiellen Anpassungsfunktion analysiert. [129:130]

Eine multiexponentielle Datenanalyse basiert auf der Annahme, dass sich alle kine-
tischen Teilschritte im beobachteten Zeitfenster durch einfache Exponentialfunktionen
beschreiben lassen. Dies ist immer dann der Fall, wenn die zugrunde liegenden Kinetiken
entweder einem Verhalten erster oder pseudo-erster Ordnung folgen. In den Femtose-
kundenexperimenten werden sehr haufig nur monomolekulare Prozesse, also Prozesse
erster Ordnung, beobachtet, da Prozesse zweiter Ordnung unter Diffusionskontrolle und
damit in der Regel auf einer langsameren Zeitskala stattfinden. 1311321 Zy Abweichun-
gen vom exponentiellen Verhalten kann es in diesem Zeitbereich dennoch kommen. So
konnen koharente Wellenpaketsbewegungen bei sehr hoher Zeitauflésung (<100 fs) zu
zeitlichen Oszillationen der Signalhdhe fiihren. 33 Auch spektrale Verschiebungen durch
IVR, VER oder Solvatationsprozesse (vgl. Kapitel 2.1) werden entlang der Zeitachse nicht
ideal durch Exponentialfunktionen beschrieben. Die Blitzlichtphotolyse Experimente im

Nano- bis Mikrosekundenbereich konnen grundsatzlich Prozesse zweiter Ordnung ent-
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halten. Jedoch werden die Konzentrationen der angeregten Molekiile meist ausreichend
gering gehalten, um bezogen auf eventuell in der Losung vorhandene Reaktionspartner
eine Kinetik pseudo-erster Ordnung zu erhalten. Eine multiexponentielle Anpassung ist
damit in den meisten Fallen gerechtfertigt. Die Verwendung einer globalen Analyse, das
heiBt die simultane Analyse eines groBeren Spektralbereichs anstatt einzelner Zeitspuren,
erhoht die Zahl der beriicksichtigten Datenpunkte bei der Anpassung erheblich und tragt
so zu einer genaueren Bestimmung der Zeitkonstanten der Exponentialfunktionen bei.

Da die zeitaufgelosten Experimente bei diskreten Detektionswellenlangen und mit dis-
kreten Zeitschritten durchgefiihrt werden, sind die Daten in einer Matrix Mj; mit i Wel-
lenlangen und j Zeitschritten enthalten. Die Anpassung an diese Daten erfolgt mit der
Summe einer variablen Zahl n von Exponentialfunktionen, die mit der Antwortfunktion
IRF (instrumental response function) der Apparatur gefaltet werden (Gleichung 3.12).
Diese Faltung ist notwendig, da die Form der beobachteten Zeitverlaufe durch die end-
liche Zeitauflosung des Instruments verzerrt wird. Die Anpassung an die Datenmatrix
erfolgt schlieBlich mit

Mj = IRF @) " AAye 9/ (3.12)

wobei 7, die Zeitkonstante der Exponentialfunktion n und AA,; die Amplitude der Ex-
ponentialfunktion n bei der Wellenlange i beschreibt.

Wiahrend der Anpassung wird mithilfe der am Lehrstuhl von Prof. Dr. W. Zinth (LMU
Miinchen) erstellten IDL-basierten Software Z20 alternierend ein Levenberg-Marquardt

Algorithmus [134]

zur Anpassung der Zeitkonstanten 7, und eine lineare Regression der
Amplituden AA,; durchgefiihrt, bis das Abstandsquadrat zwischen Datenpunkten und
Anpassungsfunktion minimiert ist. Die Zahl der Exponentialfunktionen wird in der Regel
durch visuelle Inspektion der Daten festgelegt. Grundsatzlich wird je eine zusatzliche
Exponentialfunktion mit einer festgesetzten Zeitkonstante von 108 ps fiir die Femtose-
kundendaten und 108 ps fiir die Blitzlichtphotolysedaten hinzugefiigt, um Signale die
iber das Ende des Messzeitfensters hinaus bestehen bleiben beriicksichtigen zu konnen.
Bleiben am Ende des Messzeitfensters keine Signale bestehen, so entsprechen alle Am-
plituden AA,; dieser Funktion, abgesehen von Rauschbeitragen, null.

Die Auftragung aller Amplituden AA,; einer Exponentialfunktion gegen die Wel-

lenlange wird als Amplitudenspektrum (DAS fiir decay associated spectra) bezeichnet.
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Die DAS geben Aufschluss dariiber, ob mit der Zeitkonstante der jeweiligen Exponen-
tialfunktion bei einer bestimmten Wellenlange Signalanstiege oder -abnahmen stattfin-
den. Dem Verlauf der einfachen abfallenden Exponentialfunktionen folgend, entsprechen
positive Amplituden also Signalabnahmen und negative Signalzunahmen. Die DAS ent-
sprechen also nicht den Spektren einzelner Spezies in der Lésung, sondern beschreiben
die Gesamtanderung des Signals, die mit einem bestimmten Exponentialterm einhergeht.
Das DAS des Exponentialterms mit der hohen, festgesetzten Zeitkonstante (102 ps bzw.
108 ps) wird im folgenden auch als offset-Spektrum bezeichnet.

Finden mehrere Prozesse innerhalb des Messzeitfensters statt, so liegt der intrinsische
Fehlerbereich der iiber die globale Anpassung bestimmten Zeitkonstanten auch bei sehr
rauscharmen Daten typischerweise bei 2=10-20 %. Gerade wenn die Zeitkonstanten zweier
Prozesse nahe beieinander liegen und die Spektren der beteiligten Spezies iiberlappen,

liegen die Unsicherheiten der ermittelten Zeitkonstanten haufig mit ca. £30-40 % noch
hher, 129130
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4 Konstruktion eines Raman-pump
Zweiges fiir FSRS Experimente

Die Gruppe von Prof. Dr. Peter Gilch, dem Betreuer dieser Promotion, ist bekannt fiir den
Einsatz von zeitaufgelosten FSRS Experimenten zur Aufklarung von photochemischen

135136,137] Nach dem Umzug der Gruppe von der LMU Miinchen

Reaktionsmechanismen. |
an die HHU Diisseldorf sollte die Erzeugung der spektral schmalbandigen Raman-pump
Impulse, die fiir solche Experimente bendtigt werden (vgl. Kapitel 3.3.2), iiber ein neu-
artiges Prinzip realisiert werden, das den Justageaufwand fiir FSRS Messungen deutlich
reduzieren sollte. Zu Beginn dieser Promotion wurden daher zunachst apparative Arbei-
ten notwendig.

An der LMU Miinchen basierte die Raman-pump Erzeugung auf der Summenfre-

quenzerzeugung zweier invers gechirpter fs-Impulse in einem BBO-Kristall (s. Abbildung
4.1).001]

chirped pulses

= Stretcher

Raman-pump
= Compressor BBO

Abbildung 4.1: Vereinfachtes Schema der ehemals verwendeten Raman-pump Erzeu-
gung liber Summenfrequenzgenerierung aus zwei invers gechirpten Impulsen. Durch den
inversen Chirp hat die Summenfrequenz zu jedem Zeitpunkt den gleichen Wert. Der
Aufbau des Gitterstreckers''1l ist im linken Bereich angedeutet.

Durch den entgegengesetzten Chirp kann die Summenfrequenz der beiden Impulse im
Prinzip zu jedem Zeitpunkt den gleichen Betrag haben, sodass spektral sehr schmale Im-
pulse erhalten werden konnen. Da die gesamten Spektren der Impulse zur Raman-pump

Erzeugung beitragen, kann die Konversionseffizienz bei Nutzung dieses Prinzips hohe
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Werte erreichen. Werden die beiden fs-Impulse zudem mit einem Winkel zueinander in
den BBO-KTristall geleitet, so wird sich der Raman-pump Impuls in der Winkelhalbieren-
den ausbreiten. Untergrund durch verbleibendes Licht der fs-Impulse kann dann raumlich
vollstandig abgetrennt werden. Praktisch war es mit dem verwendeten Aufbau allerdings
schwierig, ohne hohen Justageaufwand zufriedenstellende Impulseigenschaften zu erhal-
ten. Zum Einbringen des Chirps in die Impulse wurden ein Gitterkompressor und -strecker
verwendet, die aufwandig aufeinander abgestimmt werden mussten.

Inzwischen sind viele Moglichkeiten zur Erzeugung von spektral schmalbandigen Raman-
pump Impulsen aus Femtosekundenimpulsen bekannt. Diese reichen von einfachem spek-
tralem Filtern['38] was jedoch niedrige Konversionseffizienzen mit sich bringt, zu komple-
xeren Verfahren wie dem Einsatz von nicht-kollinearen optisch parametrischen Verstar-
kern[127:139]  Eine Methode, die verhiltnismaBig hohe Konversionseffizienzen bei niedri-
gem Justageaufwand verspricht, ist die spektrale Kompression der zweiten Harmonischen
(SH-SC fiir second-harmonic spectral compression).[*40141] Diese Methode wurde im Zu-
ge dieser Promotion zum Erzeugen der Raman-pump Impulse fiir FSRS Experimente

implementiert.

4.1 Erzeugung der Raman-pump Impulse

Wie im vorigen Abschnitt erwdhnt, wurde eine Raman-pump Erzeugung basierend auf
dem SH-SC Verfahren errichtet, um den vorhandenen Aufbau fiir fs-UV /Vis Messungen
(s. Kapitel 3.3.1) mit wenigen zusatzlichen Modifikationen auch fiir zeitaufgeloste FSRS
Messungen nutzen zu koénnen. SH-SC basiert auf dem simplen Konzept, Impulse aus
einem fs-Laser/Verstarker System durch einen verhiltnismaBig langen BBO-Kristall zu
leiten und die dabei erzeugte zweite Harmonische zu nutzen. Die Verwendung eines
langen Kristalls hat dabei drei Effekte: [4°]

e Die Phasenanpassungsbedingung in einem langen Kristall ist nur fiir ein schmales
Frequenzfenster gegeben, sodass die resultierende zweite Harmonische automatisch

spektral schmalbandig wird.[112

e Die Konversionseffizienz fiir dieses Frequenzfenster steigt mit dem optischen Weg
durch den Kristall.
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e Die duBeren Spektralbereiche des eingesetzten fs-Impulses konnen durch Sum-
menfrequenzerzeugung ebenfalls zur Erhéhung der resultierenden Impulsenergie

beitragen.

Jedoch fiihrt ein weiterer Effekt dazu, dass mit SH-SC allein keine fiir zeitaufgeloste
FSRS Experimente brauchbaren Impulse erhalten werden kénnen. Das zeitliche Profil der
SH-SC Impulse wird bei den benétigten Impulsenergien stark asymmetrisch. 4% Dadurch
dass bereits in den ersten Millimetern des Kristalls ein Teil der Fundamentalen konver-
tiert wird, steht zu Beginn mehr Impulsenergie fiir den SH-SC Prozess zur Verfiigung als
in den hinteren Bereichen des Kristalls.[**! Im Experiment erhilt man somit SH-SC Im-
pulse, deren Intensitat relativ zum Raman-probe Impuls zundchst etwa quadratisch mit
der Zeit ansteigt und darauf scharf abfallt (s. Abbildung 4.2, rechts). Der scharfe Abfall
der Impulsenergie fiihrt in den FSRS Spektren zu Artefakten in Form von Oszillationen
um die Resonanzfrequenzen der Probenmolekiile. Dieser Effekt hangt mit der Fourierbe-
ziehung zwischen Zeit- und Frequenzprofil zusammen. Das spektrale Profil einer Raman
Bande kann als die Fouriertransformierte des Produktes der zeitlichen Amplitude des
Raman-pump Impulses und der jeweiligen molekularen Schwingungsamplitude gesehen
werden. "1 Endet der Raman-pump Impuls also abrupt innerhalb der Dephasierungszeit
der molekularen Schwingung, erhdlt man die charakteristischen Oszillationen im Spek-

trum.

AI/I (a.u.)

300 700 1100 0.1 02 04 08 1.6 3.2
v (em™) t(ps)
Abbildung 4.2: Links: Oszillationen im FSRS Spektrum von Cyclohexan. Rechts: Zeitli-
ches Profil des Raman-pump Impulses (hier 520 nm), mit dem das Cyclohexanspektrum
aufgenommen wurde (rot). Der scharfe Abfall der Impulsintensitat innerhalb der Depha-

sierungszeit der 802 cm™?! (griin) und 1027 cm™? (blau) Schwingungen von Cyclohexan
verursacht die Oszillationsartefakte im Spektrum. Adaptiert von Pontecorvo et al.[*41

Um dem entgegenzuwirken, kann die SH-SC Methode mit anschlieBendem spektralen

Filtern kombiniert werden.[**! Dies erméglicht zusitzlich die Kontrolle der spektralen

51



4 Konstruktion eines Raman-pump Zweiges fiir FSRS Experimente

Breite der Raman-pump Impulse, welche auf Kosten der Impulsenergie prinzipiell beliebig
niedrig gewahlt werden kann. Die asymmetrische zeitliche Form der SH-SC Impulse
driickt sich im Spektrum der Impulse in Form von spektralen Flanken um die Frequenz
der zweiten Harmonischen aus. Filtert man diese Flanken heraus, erhdlt man zeitlich
symmetrische, anndhernd GauB-férmige Impulse, die sich sehr gut fiir FSRS Experimente
eignen (vgl. Kapitel 4.2, Abbildung 4.4).

Die apparative Umsetzung dieses Konzepts (Abbildung 4.3) erfolgt hier mit einem
25 mm langen BBO-Kristall (Typ I, § = 29,2°, MaBe 5 x 5 x 25 mm?). Die Fundamentale
des Laser/Verstarker-Systems (800 nm, ca. 100 fs) wird ohne vorherige Frequenzkonver-
sion fiir den SH-SC Prozess verwendet. Der sichtbare Durchmesser der Lasermode wird
vor Eintritt in den Kristall mithilfe eines Teleskops auf knapp unter 5 mm reduziert. Die
Eintrittsleistung in den Kiristall kann iiber eine Kombination aus A/2-Platte und Draht-
gitterpolarisator abgeschwicht werden. Uber einen dichroitischen Spiegel (Laser Kom-
ponents, HR400, 45°) werden die Impulse die den Kristall verlassen durch einen gefalteten
4f-Filter!*3 (4f fiir vierfaches Durchlaufen der Linsenbrennweite f, Gesamtweglinge 2
x 500 mm) geleitet. Dieser besteht aus einem Reflektionsgitter (Newport, holographisch,
3600 I/mm, 300 nm Blaze), das in 1. Beugungsordnung verwendet wird, einer zylindri-
schen Linse (f = 250 mm), die das gebeugte Licht kollimiert, einem variablen Schlitz
(Thorlabs, VA100/M), mit dem der gewiinschte spektrale Ausschnitt selektiert wird und
einem Endspiegel (coated Al), der das Licht mit einem kleinen Hohenversatz reflektiert.
Der leichte Hohenversatz wird genutzt um das Licht, das den 4f-Aufbau durchlaufen
hat, raumlich vom eintretenden Licht zu trennen. Die gefilterten Impulse werden dann
iiber insgesamt fiinf weitere dichroitische Spiegel (Laser Komponents, HR400, 45°) zur
Probe geleitet und mit einer Quarzglaslinse (f = 200 mm) auf die Probe fokussiert
(Strahldurchmesser am Probenort ca. 50 pm (FWHM)). Zwei der dichroitischen Spie-
gel befinden sich auf einem manuell einstellbaren Verschiebetisch, um den zeitlichen

Uberlapp zwischen Raman-pump und -probe Impulsen einstellen zu kénnen.
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Actinic pump/

. ) A =800 nm,t=100fs Raman-probe
Ti:Sa laser/amplifier >

—— Attenuator

Grating A =400nm, FWHM ca.25cm™ — E=125p)
— N _BBO |
2
N >mm Raman-pump
f T
A =400 nm, FWHM = 5-25 cm!
Lens E=1-10
I
f \ ) Variable delay
Variable slit
Mirror

Abbildung 4.3: Vereinfachter schematischer Aufbau des Raman-pump Zweigs fiir FSRS
Experimente. Exemplarisch ist ein typischer Wertesatz fiir Impulsenergien und -breiten
angegeben.

4.2 Charakterisierung der Raman-pump Impulse

Die spektrale Form der erhaltenen Raman-pump Impulse kann je nach Justage deutlich
variieren. Da nur ein schmaler Frequenzbereich der Fundamentalen konvertiert wird,
kann schon durch den Einfallswinkel in den BBO-Kristall die Zentralwellenlange der
SH-SC Impulse im Rahmen von ca. 399-402 nm variiert werden. Im Anschluss kann

L {iber den variablen Schlitz

dann wiederum ein spektraler Bereich von etwa +10 cm™
des 4f-Filters ausgewahlt werden. Diese leichte Durchstimmbarkeit der Impulse kann
prinzipiell dazu genutzt werden, die Raman-pump Frequenz in einem Experiment zu
variieren, um so Untergrundbeitrage mit konstantem Pixelmuster besser von relevanten
Signalen unterscheiden zu konnen.[138142.143] Bej der Justage in den Kristall ist darauf
zu achten, dass durch geeigneten Einfallswinkel und geeignete Impulsenergie moglichst
keine Superfluoreszenz!!#4l entsteht (hellblaue ringformige Emission), da diese die SH-SC
Konversionseffizienz negativ beeinflusst.

Ohne spektrales Filtern, das heiBt bei offenem Schlitz im 4f-Aufbau, erhdlt man Im-
pulse mit einer spektralen Breite von mehr als 20 cm~! (s. Abbildung 4.4, links). Da

die Raman Banden auch bei kurzlebigen Intermediaten typischerweise spektral schmaler
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sind (ca. 10-15 cm™1),[1%%] st eine spektrale Einengung der Impulse auch unabhingig
von den im vorigen Abschnitt beschriebenen Artefakten sinnvoll. Das ungiinstige zeitli-
che Profil wirkt sich wie im letzten Abschnitt beschrieben auch auf die spektrale Form
aus. Bei gedffnetem Schlitz besitzt das Raman-pump Spektrum in guter Ndherung ein
Lorentz-formiges Profil. Filtert man die spektralen Flanken heraus, so werden die spek-
tralen Profile GauB-formig (Abbildung 4.4, Mitte & rechts). lhre volle Halbwertsbreite
lssst sich iiber die Offnung des variablen Schlitzes gut einstellen.

Uber die lineare Dispersion!'”] des Filteraufbaus von ca. 0,64 nm/mm konnen die
theoretisch erwarteten spektralen Breiten der Impulse grob abgeschatzt werden, wenn
man — stark vereinfacht — ein kastenformiges Spektrum annimmt. Unter der Annahme,
dass die eingehenden Impulse spektral um ein vielfaches breiter sind als die spektrale
Breite nach dem Filtern, wiirde man fiir 0,6 mm Schlitzbreite eine resultierende spektrale

I erwarten. Da die

Breite von ca. 23 cm™! und fiir 0,2 mm Schlitzbreite von ca. 8 cm™
realen Impulse schon vor dem Filtern verhdltnismaBig schmal und GauB-formig sind,
erhdlt man jedoch GauB- statt kastenformige Spektren, deren Halbwertsbreiten etwas
unter den abgeschatzten spektralen Breiten liegen. Angesichts dieser Tatsache stimmen

die gemessenen spektralen Breiten gut mit den Erwartungswerten iiberein.

Raman-pump, open slit Raman-pump, slit 0.6 mm Raman-pump, slit 0.2 mm
Lorentzian fit, FWHM: 21.0 cm™ —-=--Lorentzian fit, FWHM: 14.8 cm™ —-=--Lorentzian fit, FWHM: 8.3 cm
| —-—--Gaussian fit, FWHM: 25.1 cm’ r Gaussian fit, FWHM: 15.5 cm™ r Gaussian fit, FWHM: 10.2 cm™

Intensity / a.u.

/;

25000 25050 25100 25000 25050 25100 25600 25650 25&00
Wavenumber / cm” Wavenumber / cm™ Wavenumber / cm’™

Abbildung 4.4: Beispielhafte Spektren der liber SH-SC erzeugten Raman-pump Impulse
(schwarz) ohne (links) und mit spektraler Filterung (Mitte & rechts). Die Anpassungen
an die Daten zeigen, dass die Impulse ohne Filterung Lorentz- (blau) und mit Filterung
GauB-férmig (rot) sind.

Die Konversionseffizienz des SH-SC Prozesses bezogen auf die Lichtleistung (Verhalt-
nis aus Lichtleistung des 400 nm Lichts nach und des 800 nm Lichts vor dem BBO-
Kristall) betragt ca. 42 %. Beispielhaft sind in Tabelle 4.1 typische Impulsparameter mit
verschieden starker spektraler Filterung angegeben. Die Daten zeigen, dass selbst bei
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spektral stark eingeengten Impulsen (bis zu ca. 7 cm™!) eine Impulsenergie im Bereich

von 1 pJ erhalten wird, was in der Regel fiir zeitaufgeloste FSRS Messungen ausreicht.

Tabelle 4.1: Raman-pump Impulsparameter bei verschiedenen Breiten des variablen
Schlitzes im 4f-Aufbau. Die Lichtleistung am Probenort sowie die iiber die Anpassung
einer GauB-Funktion bestimmte spektrale Breite der Impulse sind angegeben.

Schlitzbreite / mm | Lichtleistung / mW Spektrale Breite / cm™!
(aus GauB-Fit, FWHM)

offen 6,1 25,1

0,6 4.0 15,5

0,4 27 12,2

0,2 1.8 10,2

0,1 0,9 6,8

Das zeitliche Profil der Raman-pump Impulse kann indirekt anhand der gemessenen
Raman Intensititen einer Probe durch eine Art Kreuzkorrelationsexperiment*18 mit dem
Raman-probe Impuls bestimmt werden. Dazu wird der Raman-pump Impuls relativ zum
Raman-probe Impuls schrittweise iiber die variable Verzégerungsstrecke (s. Abbildung
4.3) verschoben. Bei jedem Schritt wird dann die Intensitit des FSRS Signals der Probe
bestimmt. Da die Impulsdauer des Raman-probe Impulses (ca. 100 fs) deutlich geringer
ist als die der spektral eingeengten Raman-pump Impulse, erhalt man so ein zeitliches
Intensitatsprofil, das in guter Naherung proportional zur Energie des Raman-pump Im-
pulses ist. Durch das idealerweise konstante Zeit-Bandbreite-Produkt 112l erwartet man,
dass die Impulse langer werden, je starker sie spektral eingeengt sind. Zusatzlich zu dem
Effekt, dass sich die Impulsenergie durch das Herausfiltern von spektralen Bestandtei-
len verringert, wird also auch die Energie pro Zeitintervall abgesenkt. Beide Faktoren
senken die resultierende Intensitat von FSRS Signalen, sodass ein Kompromiss zwischen
spektraler Einengung und Signalintensitat gefunden werden muss.

Exemplarisch sind in Abbildung 4.5 die Kreuzkorrelationsverldufe fiir zwei Filtereinstel-
lungen (Schlitzbreiten 0,6 mm und 0,2 mm) gezeigt. In diesem Fall wurde die Intensitat
des FSRS Signals der Doppelbande von Cyclohexan um ca. 2900 cm~* verfolgt. Bei einer
Schlitzbreite von 0,2 mm wurde eine spektrale Breite von 10,2 cm~! (FWHM) bestimmt
(vgl. Tabelle 4.1). Uber das Zeit-Bandbreite-Produkt von 0,441 fiir GauB-férmige Im-

pulse1'? erwartet man bei diesem Spektrum eine zeitliche Halbwertsbreite von 1,44 ps
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(FWHM). Das Ergebnis der Kreuzkorrelation von 1,5 ps stimmt damit nahezu ideal
iiberein. Die Kreuzkorrelation fiir eine Schlitzbreite von 0,6 mm liefert eine Impulsdauer
von ca. 0,6 ps. Diese Dauer liegt etwas unterhalb des durch das Zeit-Bandbreite Pro-
dukt gegebenen theoretischen Limits von 0,95 ps (bei einer Breite von 15,5 cm™!), was

vermutlich auf Messungenauigkeiten zuriickzufiihren ist.

= 2900 cm™ Band of Cyclohexane 600 um 200 um = 2900 cm™ Band of Cyclohexane
r Gaussian fit, FWHM: 0.58 ps L Gaussian fit, FWHM: 1.5 ps

Raman Gain / a.u.

00 10 20 30 00 10 20 30
Relative Raman-pump Delay / ps Relative Raman-pump Delay / ps
Abbildung 4.5: Kreuzkorrelationen der SH-SC Raman-pump Impulse mit dem Raman-
probe Impuls. Die relative Amplitude der Kreuzkorrelation wurde jeweils iiber das spek-
trale Integral der Raman Banden von Cyclohexan um 2900 cm~! bei verschiedenen
Ankunftszeiten des Raman-pump Impulses bestimmt. Bei einer Schlitzbreite von 0,6 mm
(links) liefert die Anpassung einer GauB-Funktion (rot) eine Impulsdauer von 0,58 ps,

bei 0,2 mm (rechts) erhalt man 1,5 ps.

Die Ergebnisse der Kreuzkorrelationen zeigen, dass die Raman-pump Impulse am Pro-
benort eine in etwa bandbreitenlimitierte Impulsdauer, also keinen nennenswerten Chirp,
besitzen. Durch die geringe spektrale Breite der gefilterten SH-SC Impulse wird bei ihnen
ohnehin kein nennenswerter Chirp erwartet. Bei den Raman-probe Impulsen, die einen
wesentlich breiteren Spektralbereich abdecken miissen, muss dies jedoch noch iiberpriift
werden. Bei einer Raman-pump Wellenlange von 400 nm und Raman Verschiebungen

! miissen die Raman-probe Impulse den

der Schwingungsbanden von bis zu ~ 3500 cm™
Wellenlangenbereich von 400 nm bis ca. 465 nm abdecken. Sollte in diesem Bereich ein
nennenswerter Chirp vorliegen, so kdnnen die relativen Signalhohen der Raman Banden
von nieder- und hochfrequenten Schwingungen verfalscht werden. Zur Bestimmung des
Chirps des Raman-probe Impulses in diesem Spektralbereich, wurden vollstandige FSRS
Spektren von Cyclohexan als Funktion der relativen Verzégerung zwischen Raman-pump

und -probe Impuls aufgenommen (Abbildung 4.6). Die Steigung einer Geraden, die durch
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die Intensitaitsmaxima der Raman Signale gelegt wird, erlaubt dann eine Abschatzung
des Chirps. In zwei unabhangigen Experimenten (Raman-pump Impulse bei Schlitzbrei-
ten von 0,6 mm und 0,2 mm) liegen die Maxima der Banden iiber den gesamten Bereich
des Raman Spektrums jeweils weniger als 50 fs auseinander. Der Chirp des Raman-probe
Impulses ist bei Beriicksichtigung der sehr viel héheren Impulsdauern der Raman-pump
Impulse also vernachlissigbar klein. Gute Ubereinstimmungen zwischen gemessenen und
Literaturspektren*3 von Cyclohexan und Benzonitril (hier nicht gezeigt) bestitigen

diese Beobachtung.
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Abbildung 4.6: Konturdarstellungen der FSRS Spektren von Cyclohexan in Abhangig-
keit der relativen Verzégerungsstrecke zwischen Raman-pump (Schlitzbreiten 0,6 mm
(links) und 0,2 mm (rechts)) und -probe Impuls. Gelbe Farbténe deuten hohe und blau-
griine niedrige Signale an. Bei der relativen Strecke von 0 mm trifft der Raman-probe
Impuls zuerst auf die Probe, bei groBen Werten erreichen die Raman-pump Impulse zu-
erst die Probe. Die schwarzen Linien verlaufen durch die Intensitdtsmaxima der Raman
Banden. Oberhalb der Konturdarstellungen sind jeweils die FSRS Spektren bei 0,4 mm
relativer Verschiebung gezeigt. Uber den gesamten Spektralbereich lassen sich in beiden
Fallen Verschiebungen der Maxima von maximal 50 fs errechnen.

Die spektral gefilterten SH-SC Impulse wurden im Rahmen dieser Promotion zusatzlich

zu den Messungen an Psoralenen (s. Kapitel 5.3.2) auch in einem weiteren Projekt erfolg-
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reich fiir zeitaufgeloste FSRS Messungen eingesetzt. Als Erweiterung vorangegangener
Studien der Gilch-Arbeitsgruppe zur Photochemie ortho-substituierter Nitrobenzolderi-
vate[135.146,147.148] v de in diesem Projekt ein intramolekularer Wasserstofftransfer in
o-Acetylbenzaldehyd auf der Pikosekundenzeitskala nachgewiesen. Aus diesem Neben-

projekt entstanden zwei Publikationen. [09:137]

58



5 Photochemie und -physik von

DNA-interkalierten Psoralenen

5.1 Auswahl und Charakterisierung der

Probenmolekiile

Wie in der Einleitung angedeutet, weisen die verschiedenen Psoralenderivate deutlich
unterschiedliche Eigenschaften im Hinblick auf ihre Interkalationsaffinitat, Reaktions-
quantenausbeuten und weitere Parameter auf. Die Auswahl geeigneter Psoralenderivate
fir die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen war daher entscheidend fiir den
Erfolg des Projekts. Zusatzlich spielen die Sequenzen der DNA-Molekiile eine wichtige
Rolle. Uber den gezielten Einbau von AT-Basenpaaren l3sst sich beispielsweise die maxi-
male Ausbeute der gebildeten Mono- und/oder Diaddukte beeinflussen. In diesem Kapitel
wird beschrieben, nach welchen Kriterien die eingesetzten Probenmolekiile ausgewahlt
wurden. Zusatzlich werden jeweils die wichtigsten spektroskopischen Eigenschaften zu-

sammengefasst.

5.1.1 Geeignete Psoralene

Mehrere Eigenschaften entscheiden iiber die Eignung eines Psoralenderivats fiir die hier
durchgefiihrten Experimente im Femtosekundenbereich. Zunachst sollen nun die An-
spriiche an ein , ideales” Derivat zusammengefasst werden.

Wihrend die Messbedingungen wie Schichtdicke und Konzentration in der stationaren
Spektroskopie recht flexibel sind, gelten fiir die Experimente mit Femtosekundenauflosung
groBere Einschrankungen. Da die Signale in Femtosekundenmessungen meist erheb-
lich kleiner sind als im stationaren Bereich, miissen die eingesetzten Psoralenderivate
in moglichst hohen Konzentrationen einsetzbar sein. Als Lésungsmittel kommt im Zu-
sammenhang mit DNA nur Wasser in Frage, daher sollte ein ideales Psoralen liber eine

hohe Wasserloslichkeit verfiigen. Desweiteren ist eine hohe Interkalationsaffinitat notig,
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um in Mischungen mit DNA einen moglichst hohen Anteil an interkalierten Psoralenen
zu erhalten. Die interkalierten Molekiile sollten dann eine starke Absorption im Wel-
lenlangenbereich iiber etwa 320 nm aufweisen, um sie in den Mischungen moglichst
selektiv anregen zu konnen. Zur Untersuchung des Mechanismus der Photoaddition an
die DNA ist zudem eine moglichst hohe Reaktionsquantenausbeute ®g gefordert. Dabei
sollten im ldealfall deutliche spektrale Anderungen auftreten, um die Reaktion in den
zeitaufgelosten Experimenten verfolgen zu konnen.

Einige der genannten Eigenschaften lassen sich bereits liber eine Literaturrecherche
beurteilen. Jedoch sind die Literaturangaben fiir die meisten Psoralene unvollstandig,
sodass in fast jedem Fall zusatzlich eigene Messungen notwendig werden. Dennoch kris-
tallisierte sich zu Beginn der Arbeit ein Derivat heraus, dessen Eignung die der meisten
bekannten Derivate deutlich iibertrifft. Hierbei handelt es sich um 4’-Aminomethyl-4,5" 8-
trimethylpsoralen (AMT). Seine herausragende Wasserldslichkeit und Interkalationsaffi-
nitat wurden bereits 1977 beschrieben.[™9 Erstere iibertrifft mit 3,4 - 1072 M die der
meisten Psoralene um etwa zwei GroBenordnungen, was durch die Aminomethylsubstitu-
tion erklart werden kann. Unter physiologischen Bedingungen (pH um 7,2 — 7,4)[? Jiegt
AMT in seiner Ammoniumform vor. Dies ist nicht nur vorteilhaft fiir seine Wasserloslich-
keit, sondern tragt sicher auch entscheidend zu seiner Interkalationsaffinitat bei. Durch
Coulombwechselwirkungen zwischen der Ammoniumgruppe und dem negativ geladenen
Phosphatriickgrat der DNA wird die Anlagerung von AMT an die DNA deutlich erleich-
tert. Bezogen auf die Konzentration der DNA Basenpaare betragt die Dissoziationskon-
stante Kp fiir die Interkalation in Kalbsthymus-DNA laut Literatur 6,6 - 107% M.[14
Sie ist damit ebenfalls um mehrere GroBenordnungen giinstiger — also niedriger — als fiir
viele andere Derivate.!*? Aus diesen Griinden wurde AMT fiir die meisten Experimente
in dieser Arbeit verwendet. Ein ideales Molekiil zur Untersuchung des Additionsmecha-
nismus stellt jedoch auch AMT nicht dar. Zum einen zahlt AMT nicht zu den Derivaten,
die tatsachlich fiir medizinische Anwendungen wie die PUVA-Therapie eingesetzt wer-
den. Zum anderen liegt ®g fiir die Photoaddition von AMT an Kalbsthymus-DNA bei
lediglich 0,022 und damit im iiblichen Bereich fiir Psoralene (0,002 —0,084)142] was den
Nachweis der Adduktbildung in den zeitaufgeldsten Messungen schwierig macht. ®g lasst
sich jedoch, wie im folgenden Kapitel beschrieben, durch den Einsatz maBgeschneiderter
DNA Sequenzen etwas steigern.

Da AMT in vielerlei Hinsicht einen Sonderfall unter den Psoralenen darstellt, wur-
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den in dieser Arbeit auch Derivate verwendet, die liber weniger giinstige Eigenschaften
verfiigen. So wurde gezeigt, dass sich das photochemische und -physikalische Verhal-
ten von interkaliertem AMT im Wesentlichen mit dem anderer Psoralene deckt. Fiir
diese Untersuchungen wurde die Stammverbindung Psoralen (PSO) selbst, sowie das
haufig in der PUVA-Therapie applizierte 8-Methoxypsoralen (8MOP) ausgewahlt. Bezo-
gen auf Kalbsthymus-DNA finden sich fiir diese Molekiile in der Literatur Kp-Werte von
4.1073 M und 1,3- 1073 M sowie Reaktionsquantenausbeuten von 0,03 und 0,013 bei
moderaten Wasserloslichkeiten von rund 2 - 10~* M. Die Absorptions- und Fluores-
zenzspektren aller drei Molekiile in wassriger Losung sind in Abbildung 5.1 dargestellt.
Dort ist zu erkennen, dass die Methoxysubstitution zu einer deutlichen Abschwachung
der S;-Absorption (jeweils langwellige Schultern um 340 nm) und einer bathochromen
Verschiebung der Fluoreszenzemission fiihrt. Die Spektren von AMT und PSO &hneln
sich jedoch stark. Aus dem Schnittpunkt der Absorptions- und Fluoreszenzspektren lasst
sich jeweils nach geeigneter Auftragung die 0,0-Ubergangsenergie Eqo abschatzen (siehe
Kapitel 5.2, Tabelle 5.1). Hierzu wurden die Spektren zunachst auf eine Energieachse

iiberfiihrt und auf intrinsische Frequenzabhingigkeiten korrigiert. (7%l
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Abbildung 5.1: Absorptions- und Fluoreszenzspektren (durchgezogene und gestrichel-
te Linien) der Psoralene AMT (schwarz), PSO (rot) und 8MOP (blau) in wassriger
Losung. Die Fluoreszenzspektren wurden zur Umzeichnung auf die Wellenzahlachse
mit dem Quadrat der Wellenlinge multipliziert["? und auf die Hohe der jeweiligen S;-
Absorptionsbanden der Psoralene (Schultern im langwelligen Bereich) skaliert. Ihre Hohe

reprasentiert daher nicht das Verhiltnis der Fluoreszenzquantenausbeuten (siehe dafiir
Tabelle 5.1).
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5.1.1.1 Synthese von 4’-Aminomethyl-4,5’,8-trimethylpsoralen (AMT)

AMT war zu Beginn dieser Arbeit kommerziell nicht verfiigbar, beziehungsweise in den
benotigten Mengen nicht erschwinglich. Daher wurde es mithilfe einer modifizierten
Gabriel-Synthese mit anschlieBender Hydrazinolyse aus 4,5',8-Trimethylpsoralen herge-
stellt. Der hier beschriebene Reaktionsansatz lieferte insgesamt ca. 700 mg AMT als
Hydrochlorid.

In einem ersten Schritt wurde wie in der Literatur beschrieben*> 4'- N-Phthalimido-
methyl-4,5',8-trimethylpsoralen 3 dargestellt (Schema 1).! Dazu wurden 1920 mg
(8,4 mmol) 4,5',8-Trimethylpsoralen 1 mit 2230 mg (12,6 mmol) N-Hydroxymethylphthal-
imid 2 in 40 ml Dichlormethan suspendiert. Unter Kiihlen mit einem Eisbad wurde
iiber 15 min eine Lésung aus 0,75 ml (8,4 mmol) Trifluormethansulfonsiure? in 11 ml
Trifluoressigsaure zugetropft. AnschlieBendes Riihren fiir 6 h bei Raumtemperatur er-
gab eine klare orangefarbene Losung. Diinnschichtchromatographie mit Hexan:Essigester
(1:1) eignet sich hier zur Umsatzkontrolle (kieselgelbeschichtete Aluminiumplatten, Merck
KGaA, 60, F254). Nach Entfernen des Lésemittels unter vermindertem Druck wurde das
Produkt ebenfalls bei vermindertem Druck iiber Nacht iiber Kaliumhydroxidplatzchen im
Exsikkator getrocknet um verbliebene fliichtige Saureanteile zu entfernen. Nach Losen in
100 ml Chloroform und dreifachem Waschen mit je ca. 40 ml Wasser wurde die organi-
sche Phase mit Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losemittel bei reduziertem

Druck vom nun gelben Feststoff entfernt.
1.0 Eq. CF3SO5H

_CFsCOOH
H c:H2c|2

RT,6h

1 2 3

Schema 1: Darstellung von 4'-N-Phthalimidomethyl-4,5',8-trimethylpsoralen 3.

Der gesamte Feststoff wurde dann ohne weitere Aufreinigung zusammen mit 17,5 ml

einer 80 prozentigen wassrigen Hydrazinhydrat Losung 4 in 300 ml Ethanol gelost und fiir

In den Schemata steht Eq. fiir Aquivalente (engl.: equivalents).
2Trifluormethansulfonsiure zahlt zu den Supersiuren (pKs ~ -14).
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5,5 h zum Riickfluss erhitzt (Schema 2). Diinnschichtchromatographie mit reinem Die-
thylether zeigte nach dieser Zeit vollstindigen Umsatz von 3 an. Die Hitzezufuhr wurde
daraufhin abgeschaltet und das Gemisch weiter geriihrt. Beim Abkiihlen auf Raumtem-
peratur fiel iber Nacht eine groBe Menge gelber Feststoff aus. Am Folgetag wurde das
Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und der Feststoff in 300 ml wassriger
Kaliumhydroxid-Lésung (0,1 N) suspendiert. 4'-Aminomethyl-4,5",8-trimethylpsoralen 5
wurde dann in mehreren Schritten mit insgesamt etwa 500 ml Chloroform extrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt, zur Aufreinigung mit ca. 100 ml gesattigter, kiihler
Natriumchloridlosung gewaschen und anschlieBend mit Magnesiumsulfat getrocknet und

filtriert bevor das Losemittel erneut unter reduziertem Druck entfernt wurde.

0
H,N
N
NH, X
1.0 Eq. N, * 50 Eq.HNT O ———> 4
© 27 EtOH 0 0 0
0 78 °C,5.5 h
0”0 .
3 5

Schema 2: Hydrazinolyse von 3 ergibt 4’-Aminomethyl-4,5" 8-trimethylpsoralen 5.

Im Zuge einer Umsatzkontrolle durch Diinnschichtchromatographie wurde eine kom-
fortable Moglichkeit zur Aufreinigung von b gefunden. Die Hauptverunreinigung an die-
sem Punkt der Synthese stellte sich als nicht umgesetztes 1 heraus. Da dieses sehr
unpolar ist, lieB es sich zusammen mit einer kleineren Verunreinigung saulenchromato-
graphisch durch Einsatz von Ethylacetat als Laufmittel ,,ausspiilen”, wobei 5 am Anfang
der Chromatographiesiule (Kieselgel 60 M) verblieb.> Nach dem Entfernen der Verunrei-
nigungen wurde das Laufmittel auf Aceton gedndert, um 5 zu eluieren. Das Losemittel

wurde dann unter vermindertem Druck entfernt.

31 fluoresziert unter UV-Licht blau, die kleinere Verunreinigung gelb. Das gewiinschte Produkt 5
fluoresziert unter UV-Einstrahlung ebenfalls blau.
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HoN Cl H3NE
N 1 N HCI N

Schema 3: Darstellung des HCI-Salzes 6 von AMT.

Nach diesem Reinigungsschritt wurde 5 in einem letzten Schritt analog zu einer Be-
schreibung in der Literatur**?l zu seinem Hydrochlorid 6 umgesetzt.* 5 wurde dazu
in 300 ml 1 N Salzsdure gelost und in mehreren Schritten mit insgesamt ca. 150 ml
Chloroform gewaschen. Im Anschluss wurde das Losemittel der wassrigen Phase unter
vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Feststoff in ca. 300 ml Ethanol gelést.®
Diese Losung wurde mit dem gleichen Volumen Diethylether iiberschichtet, wobei ein
Feststoff ausfiel. Das Gemisch wurde fiir 24 h bei ca. 6 °C gelagert, bevor der leicht
gelbliche Feststoff abgenutscht und mit ca. 70 ml eisgekiihltem Diethylether gewaschen
wurde.

Es wurden 690 mg (2,3 mmol) 6 erhalten, was bezogen auf den Einsatz von 1 ei-
ner Gesamtausbeute von etwa 27 % entspricht. In Absorptions- und Fluoreszenzspek-
tren sind nach diesen letzten Schritten keinerlei Verunreinigungen mehr zu erkennen. Ein
ESI-(+)MS-Spektrum (Bruker Daltonics, UHR-QTOF maXis 4G) zeigt ein Signal bei der
Masse von 6 ohne Chloridgegenion (m/z = 258,1) und ein intensiveres bei m/z = 241,1,
das von einem protonierten Fragment von 6 nach Verlust der NH3 -Gruppe stammt. Ein
'H-NMR-Spektrum in D,O (Abbildung 5.2) zeigt alle erwarteten Signale. Die Proto-
nen des Ammoniumsubstituenten liefern, wie fiir protische Losungsmittel erwartet, we-
gen eines schnellen Austauschgleichgewichts mit Solvensdeuteronen keine Signale. Um
1,2 ppm und 3,7 ppm sind niedrige Signale durch verbleibende Ethanolreste zu erkennen

(entspricht nach Integralen ca. 0,6 Gew.-%).

“Dadurch lisst es sich schneller in wissrigen Systemen I6sen und letzte Verunreinigungen werden
entfernt.

5Der Lésungsvorgang erwies sich als duBerst langsam, sodass zunichst ca. 1 | Ethanol zugegeben
wurde, bevor nach vollstindigem Lésen wieder auf ca. 300 ml eingeengt werden konnte.
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Abbildung 5.2: 1H-NMR-Spekt__rum von 6 in D,O (aufgenommen an einem Avance
[11-300 von Bruker, 300 MHz). Uber den Signalen ist ihre chemische Verschiebung in
ppm, unter ihnen ihr relatives Integral angegeben.

5.1.2 Geeignete DNA-Proben

Wie zuvor angedeutet muss auch die Auswahl der DNA-Proben, die mit den Psoralenen
eingesetzt werden, wohliiberlegt sein. Eine der ersten Fragen, die sich stellt, ist die, ob
natlirliche oder synthetische DNA-Strange verwendet werden sollten. Beide sind heutzu-
tage kommerziell erhaltlich. Natiirliche DNA, die zum Beispiel haufig aus Kalbsthymus
extrahiert wird, ist kostengiinstiger, hat aber gegeniiber synthetischen Strangen mehre-
re Nachteile. Zum ersten werden bei der Extraktion nicht alle iibrigen Zellbestandteile
vollstandig entfernt. So verbleibt auch in den hochwertigsten DNA-Proben ein gewis-
ser Proteinanteil.® Desweiteren haben natiirliche Stringe eine sehr hohe Kettenlinge,
die ohne weitere Bearbeitung oft zu hochviskosen und in der Handhabung schwierigen
Losungen fiihrt. Zusatzlich sind die Basenabfolgen stark variierend und unkontrollierbar,
was die Analyse und Reproduzierbarkeit der Daten erschwert. Da die hier durchgefiihrten
spektroskopischen Messungen vor allem eine moglichst hohe Reinheit erfordern, wurden
durchweg synthetische DNA-Strange verwendet.

Bei synthetischer DNA kann die Lange der Strange sowie die Basenabfolge genau de-

®Dieser Anteil wird dann hiufig iiber das Verhiltnis der Absorption bei 260 nm (Maximum der DNA)
zu der bei 280 nm (Maximum von Proteinen) abgeschitzt.
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finiert werden. Schon die Wahl einer geeigneten Linge erfordert einige Uberlegungen:
Um die Quantifizierung der Daten zu erleichtern und eine moglichst geringe Viskositats-
erhdhung beim Losen der DNA zu erreichen, sollten die DNA-Strange moglichst kurz
gewahlt werden. Synthetisch gut zuganglich sind DNA-Strange ab ca. 7 Basenpaaren,
da darunter die Separation der DNA vom Reaktionsgemisch nicht mehr funktioniert.”
Aus thermodynamischen Uberlegungen ist es jedoch oft nétig deutlich lingere Stringe
zu verwenden. Fiir die Untersuchungen im Zusammenhang mit Psoralenen bend&tigt man
wie in den Hautzellen stabile DNA-Doppelhelices. Je nach Anteil der GC- oder AT-
Basenpaare ergeben sich fiir diese Doppelhelices bei Raumtemperatur unterschiedliche
Stabilitdten, sodass fiir jede Sequenz die thermodynamischen Eigenschaften abgeschatzt
werden miissen. Sie bestimmen dann die Mindestlange der DNA-Strange. Moglich sind
solche Abschatzungen mithilfe von Thermodynamik-Algorithmen, welche im nachsten
Unterkapitel ndher beschrieben werden (siehe auch Kapitel 2.3).

Als erste DNA-Probe wurden selbstkomplementdre Strange mit der Sequenz
5'-GCGTACGC-3' (ab hier als GTAC bezeichnet) ausgewahlt. Dafiir gab es verschiedene
Griinde: Diese Strange bilden bei Raumtemperatur thermodynamisch stabile Doppelhe-
lices (gemessen am Anteil der gepaarten Basen im Gleichgewicht, vgl. Kapitel 5.1.2.1)
und wurden schon zuvor in einer Studie zur Photoadduktbildung von Psoralenen ein-
gesetzt. 51 In dieser Studie wurden zehn verschiedene synthetische DNA-Proben unter
gleichen Bedingungen in Anwesenheit eines Psoralens belichtet. Bei Verwendung der
GTAC-Strange bildete sich dabei die groBte Menge an Monoaddukten. Desweiteren gab
es, wie in der Einleitung beschrieben, Hinweise in der Literatur, dass einige Psoralene
bevorzugt zwischen 5'-TA-3'-Basenpaare interkalieren.3¥ GTAC hitte in diesem Fall ge-
nau eine bevorzugte Interkalations- und Additionsstelle geboten, was die Quantifizierung
der Daten erleichtert hatte. Es stellte sich jedoch schnell heraus, dass die Interkalation,
vor allem von AMT, wenig selektiv verliuft (vgl. Kp-Werte in Kapitel 5.3.1 und Artikel
von Smith et al.[%8]).

Bei der Verwendung der GTAC-Strange in dieser Arbeit wurde unerwartet ein photoin-
duzierter Elektrontransfer von der DNA zu AMT beobachtet (siehe Kapitel 5.3). Welche
DNA-Basen dabei als Elektrondonoren auftraten war zundchst unklar. Daher wurden
auch DNA-Proben, die entweder nur GC- oder nur AT-Basenpaare enthalten, verwen-

det. Erstere bilden bereits ab sehr kleinen Basenzahlen stabile Doppelhelices, sodass

"Die Strange werden nach der Synthese durch Ethanolfillung separiert. [2)
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8-mere der Sequenz 5'-(GC)4-3' (ab hier als GC bezeichnet) verwendet werden konnten
(vgl. Kapitel 5.1.2.1). AT-Basenpaare liefern wie in der Einleitung erwéhnt eine geringe-
re thermodynamische Stabilitat. Daher wurde hier die langere Sequenz 5'-(TA)2-3' (ab
hier als AT bezeichnet) eingesetzt.

5.1.2.1 Vorhersage der Sekundarstruktur mittels
Thermodynamik-Algorithmen

Wie in Kapitel 2.3 beschrieben, ist es moglich die Sekundarstruktur von DNA-Molekiilen
einer bestimmten Sequenz in silico abzuschatzen. Fiir diese Arbeit wurde die Applikation
NUPACK, [10.152] dje vom California Institute of Technology bereitgestellt wird, verwen-
det.

Bei der Vorhersage der Sekundarstruktur konnen viele relevante Parameter wie die
Temperatur und der Salzgehalt der Losung mit einbezogen werden. Man sollte sich
jedoch vor Augen halten, dass die verwendeten Algorithmen weder Makel der synthe-
tisierten Proben noch Imperfektionen bei der Probenvorbereitung beriicksichtigen. Sie
geben also die Sekundarstruktur der eingegebenen DNA-Strange unter ldealbedingungen
an. Je langer die DNA-Strange sind, desto hoher wird typischerweise auch der Anteil an
Strangen, bei denen in der Synthese Fehler unterlaufen sind. So finden sich bei einem
40-mer beipielsweise oft auch nach der Aufreinigung durch Methoden wie die HPLC ge-
wisse Anteile an 39- oder 38-meren, mitunter mit einzelnen fehlerhaften Stellen (falscher
Basenabfolge). Natiirlich werden auch diese Strange in doppelhelikale Molekiile einge-
baut. Sie bieten dann punktuell schlechtere Interkalationsstellen als die gewiinschten
DNA-Molekiile. Solche Imperfektionen sind bei der Arbeit mit Biomolekiilen wie DNA
nicht zu vermeiden und es ist kaum moglich sie vollstandig quantitativ zu erfassen. Da-
her sollte man sich vor Augen halten, dass sich Werte wie Dissoziationskonstanten von
Psoralenen immer auf die gesamte DNA-LSsung mit samtlichen kleineren Makeln bezie-
hen. Sie kdnnen daher je nach Hersteller und auch bei verschiedenen Bestellungen vom
gleichen Hersteller leicht variieren. In dieser Arbeit wurde jedoch die Erfahrung gemacht,
dass die Unterschiede recht gering und die Reproduzierbarkeit von Werten wie Kp oder

kinetischen Parametern aus zeitaufgeldsten Messungen sehr hoch ist.®

8Bei der Bestellung von bereits untersuchten DNA-Sequenzen bei einem neuen Hersteller empfiehlt
sich dennoch immer eine Uberpriifung der Kp-Werte.

o7



5 Photochemie und -physik von DNA-interkalierten Psoralenen

GTAC-DNA - 5-GCGTACGC-3’

Die Einstellungen zur Abschatzung der Sekundarstruktur von GTAC waren folgende (sie-

he Kapitel 2.3 fiir Erlauterungen):

e Konzentration der Einzelstrange: 1 mM

e Temperaturbereich fiir die Schmelzpunktberechnung von 10 °C bis 80 °C in 5 °C
Schritten

e Maximale Anzahl von Strangen in einer Sekundarstruktur: 4 Einzelstrange

e Na™/Mg?"-Konzentration: 166 mM/0 mM

e Dangle Behandlung: some’

Die Berechnungen ergeben unter diesen Bedingungen, dass 98,7 % der Molekiile bei
25 °C in der gewiinschten doppelhelikalen Struktur vorliegen (s. Abbildung 5.3 links). Die
restlichen 1,3 % liegen als Einzelstrang mit Haarnadelstruktur vor (Abbildung 5.3 rechts).
Der berechnete Schmelzpunkt der DNA in Lésung liegt bei ca. 58 °C (s. Abbildung 5.4).
Ein temperaturabhingiges Experiment mit UV/Vis Detektion an einer in dieser Arbeit
verwendeten GTAC-Probe ergibt einen Schmelzpunkt von ca. 57 °C und stimmt damit

hervorragend mit der Vorhersage iiberein.1°

9Beriicksichtigt Energiebeitrige zur Bildung der Sekundirstruktur von ungepaarten Basen, die in di-
rekter Nachbarschaft zu Basenpaaren stehen. [152]

10Dje temperaturabhingige Messung wurde von Malika Seghaoui im Rahmen ihrer Bachelorarbeit unter
meiner Anweisung durchgefiihrt.
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Abbildung 5.3: Ausgabe der thermodynamischen Analyse zur Sekundarstruktur der
GTAC-DNA mit der Applikation NUPACK!'52 Die Farbkodierung gibt an, mit welcher
Wahrscheinlichkeit bestimmte Basen (farbige Punkte) sich im thermischen Gleichgewicht
in der gezeigten Basenpaarung befinden. Laut Berechnung erhalt man bei 25 °C 0,5 mM
des Doppelstrangs (links) und 0,0065 mM der Haarnadelstruktur (rechts). Der freie
Energiegewinn durch die Bildung der Sekundarstrukturen ist jeweils am unteren Rand
angegeben.
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Abbildung 5.4: Mit der Applikation NUPACK'>2 berechnete Schmelzkurve der GTAC-
DNA. Der Schmelzpunkt Ty, liegt bei ca. 58 °C, sodass problemlos bei Raumtemperatur
gearbeitet werden kann.
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GC-DNA - 5'-(GC),-3’

Die Einstellungen zur Abschatzung der Sekundarstruktur von GC waren folgende (siehe

Kapitel 2.3 fiir Erlauterungen):

e Konzentration der Einzelstrange: 1 mM

e Temperaturbereich fiir die Schmelzpunktberechnung von 15 °C bis 95 °C in 5 °C
Schritten

e Maximale Anzahl von Strangen in einer Sekundarstruktur: 4 Einzelstrange

e Na™/Mg?"-Konzentration: 166 mM/0 mM

e Dangle Behandlung: some

Die Berechnungen ergeben unter diesen Bedingungen, dass 100 % der Molekiile bei
25 °C in der gewiinschten doppelhelikalen Struktur vorliegen (s. Abbildung 5.5). Sons-
tige Strukturen scheinen keine Rolle zu spielen. Der Schmelzpunkt der doppelhelikalen
Molekiile liegt bei ca. 74 °C (s. Abbildung 5.6).
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Abbildung 5.5: Ausgabe der thermodynamischen Analyse zur Sekundarstruktur der GC-
DNA mit der Applikation NUPACK!'52. Die Farbkodierung gibt an, mit welcher Wahr-
scheinlichkeit bestimmte Basen (farbige Punkte) sich im thermischen Gleichgewicht in
der gezeigten Basenpaarung befinden. Laut Berechnung erhalt man bei 25 °C nur die
doppelstrangige Struktur. Der freie Energiegewinn durch die Bildung der Sekundarstruk-
tur ist am unteren Rand angegeben.
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Abbildung 5.6: Mit der Applikation NUPACK!'52 berechnete Schmelzkurve der GC-
DNA. Der Schmelzpunkt Ty, liegt bei ca. 74 °C, sodass problemlos bei Raumtemperatur
gearbeitet werden kann.

AT-DNA - 5-(TA)-3’

Die Einstellungen zur Abschatzung der Sekundéarstruktur von AT waren folgende (siehe

Kapitel 2.3 fiir Erlauterungen):

e Konzentration der Einzelstrange: 0,15 mM

Temperaturbereich fiir die Schmelzpunktberechnung von 5 °C bis 90 °C in 5 °C
Schritten

Maximale Anzahl von Strangen in einer Sekundarstruktur: 3 Einzelstrange

Na™/Mg?"-Konzentration: 166 mM/0 mM

Dangle Behandlung: some

Die Berechnungen ergeben unter diesen Bedingungen, dass nur 54,6 % der Molekiile bei
25 °C in der gewiinschten doppelhelikalen Struktur vorliegen (s. Abbildung 5.7 links). Die
restlichen 45,4 % liegen wie im Fall von GTAC als Einzelstrang mit Haarnadelstruktur
vor (Abbildung 5.7 rechts). Der Schmelzpunkt der DNA in Losung liegt bei ca. 55 °C
(s. Abbildung 5.8).

Ein relativ hoher Anteil an Haarnadelstrukturen lasst sich bei DNA die nur aus AT-
Basenpaaren besteht nicht vermeiden. Die Lange der AT-Strange wurde daher so gewahlt,

dass auch die Haarnadelstrukturen im Wesentlichen brauchbare Interkalationsstellen fiir
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die Psoralene aufweisen. Wie in Abbildung 5.7 zu erkennen ist, bilden in den Doppel-
strangen 76 von 80 Basen und in den Haarnadelstrukturen 34 von 40 Basen regulare
Basenpaare. In einer Losung die zu den angegebenen Anteilen aus Doppelhelices und
Haarnadeln besteht, bilden also im Idealfall 90,5 % der Basen Basenpaare zwischen die

Psoralene interkalieren kdnnen.
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Abbildung 5.7: Ausgabe der thermodynamischen Analyse zur Sekundarstruktur der
AT-DNA mit der Applikation NUPACK52. Die Farbkodierung gibt an, mit welcher
Wahrscheinlichkeit bestimmte Basen (farbige Punkte) sich im thermischen Gleichgewicht
in der gezeigten Basenpaarung befinden. Laut der Berechnung erhdlt man bei 25 °C
0,053 mM des Doppelstrangs (links) und 0,044 mM der Haarnadelstruktur (rechts). Der
freie Energiegewinn durch die Bildung der Sekundarstrukturen ist jeweils am unteren
Rand angegeben.
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Abbildung 5.8: Mit der Applikation NUPACK!'>? berechnete Schmelzkurve der AT-
DNA. Der Schmelzpunkt Ty, liegt bei ca. 55 °C. Bei 25 °C liegen im thermischen
Gleichgewicht etwa 10 % der Basen ungepaart vor.

5.2 Femtosekundenspektroskopie an Psoralenen in
Abwesenheit von DNA

Die DNA-Interkalationsaffinitat der verwendeten Psoralene reicht nicht aus, um bei DNA-
Zugabe in den verwendeten Probenlosungen vollstandige Interkalation zu erreichen. Ein
iiber die Kp-Werte und die jeweiligen Konzentrationen bestimmter Anteil der Psoralene
wird also immer frei in Losung vorliegen. Fiir die Analyse der Experimente mit DNA-
Zugabe miissen daher die Signaturen dieser freien Psoralene bekannt sein. Zu diesem
Zweck wurden zunachst fs-UV/Vis Experimente an den drei verwendeten Derivaten in
wassriger Losung durchgefiihrt.

Abgesehen von den in dieser Arbeit prasentierten Daten wurden noch keine Fem-
tosekundenexperimente an Psoralenderivaten verdffentlicht. Uber zeitkorreliertes Ein-
zelphotonenzihlen wurden jedoch fiir einige Psoralene die Singulettlebensdauern (7s1)
bestimmt. Zudem sind weitere photophysikalische Eigenschaften wie die Fluoreszenz-
quantenausbeuten ®f und Triplettquantenausbeuten ® in wassriger Losung publiziert.

Eine Ubersicht der wichtigsten photophysikalischen Parameter findet sich in Tabelle 5.1.
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Tabelle 5.1: Ubersicht der 0,0—Ubergangsenergien Eqo, mittleren S;-Lebensdauern (7s1),
Fluoreszenzquantenausbeuten @ und Triplettquantenausbeuten ®+ der Psoralene in
wassriger Losung.

Eoo / eV (r51) %% / ns ®p 140] b7
AMT 3,21 1,84 0,06 0,248l
PSO 3,25 1,04 0,019 0,457 / 0,55150]
8MOP 2,03 1,15 0,0015 0,061 / 0,14147]

In den fs-UV/Vis Daten von AMT in Wasser (Abbildung 5.9) sind unmittelbar nach
der Anregung in den ersten angeregten Singulettzustand zwei intensive Differenzabsorp-
tionsbanden um 390 nm und 730 nm zu erkennen.!! Die Breite der langwelligen Bande ist
deutlich hoher als die der 390 nm Bande und sie weist ein zweites Maximum um 670 nm
auf. Zugleich zeigt sich ein schwacher negativer Beitrag um 490 nm, der durch einen
Vergleich mit dem Fluoreszenzspektrum von AMT (siehe Abbildung 5.1) der langwelligen
Flanke der stimulierten Emission zugeordnet werden kann. Bis auf leichte Verschiebungen
und Anderungen in den Bandenformen bleiben diese Signaturen fiir etwa 1 ns erhalten,
bis ein deutlich verandertes Spektrum mit Absorptionsbanden um 370 nm und 500 nm
entsteht. Dieses Spektrum findet sich in Blitzlichtphotolysemessungen wieder und die
verursachende Spezies lasst sich durch Sauerstoff I16schen (siehe Kapitel 5.5). Zudem ist
die Lage der 500 nm Bande vergleichbar mit der einer Triplettbande in Ethanol aus der

[48] weshalb die spate Signatur dem Triplettzustand von AMT zugeschrieben

Literatur,
wird.[1% Ein Grundzustandsausbleichen ist im zuginglichen Spektralbereich nicht zu

beobachten.

1Die Experimente wurden sowohl in reinem Wasser als auch in Phosphatpuffer durchgefiihrt und
es wurden keine spektralen oder kinetischen Unterschiede beobachtet. Uber lingere Zeit entstand
bei AMT in Phosphatpuffer jedoch eine leichte Triibung, die das Signal-zu-Rauschen Verhiltnis
verschlechterte.
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Abbildung 5.9: fs-UV/Vis Daten zu 0,30 mM AMT in Wasser mit Anregung bei 340 nm.
Die gestrichelten horizontalen Linien in der Konturdarstellung (Mitte) zeigen die zeitliche
Position der transienten Spektren im rechten Bereich an, wahrend die vertikalen die spek-
trale Position der Zeitverlaufe im linken Bereich angeben. Die grauen Balken im mittleren
und rechten Teil blenden den Bereich der Anregungswellenlange aus, in dem Streulicht
die Messung storte. Die Daten aus dieser Abbildung wurden bereits publiziert. 1%

Die fs-UV/Vis Daten zu PSO in Wasser (Abbildung 5.10) dhneln denen von AMT .2
Wieder sind direkt nach der Anregung zwei intensive Absorptionsbanden zu erkennen. In
diesem Fall liegen ihre Maxima um 380 nm und 690 nm. Eine Schulter beziehungsweise
ein Nebenmaximum der langwelligen Bande ist nun um etwa 650 nm zu erkennen. Auch in
diesem Datensatz zeigt sich die langwellige Flanke der stimulierten Emission um 490 nm
in Form eines negativen Beitrags. Deutliche spektrale Anderungen sind erneut erst nach
mehreren hundert Pikosekunden zu erkennen. In diesem Fall entsteht jedoch ein Spek-
trum mit nur einer Absorptionsbande um 460 nm, deren Lage sich mit Literaturdaten
zum Triplettzustand von PSO in Wasser deckt.[*”] Relativ zu den S;-Absorptionsbanden
ist diese intensiver als die Triplettbanden von AMT, was wegen des Verhaltnisses der
Triplettquantenausbeuten zu erwarten ist (s. Tab. 5.1). Das Fehlen der kurzwelligen
Absorptionsbande im Triplettspektrum von PSO fiihrt dazu, dass in den Spektren bei
hohen Verzogerungszeiten um 330 nm Auslaufer des Grundzustandsausbleichens sichtbar

werden.

12Dje fs-UV/Vis Experimente an PSO und 8MOP in Wasser wurden mit einer Anregungswellenlinge
von 325 nm durchgefiihrt, um eine héhere Absorption bei der Anregungswellenldnge zu erreichen
(vgl. Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.10: fs-UV/Vis Daten zu 0,25 mM PSO in Wasser mit Anregung bei
325 nm. Die gestrichelten horizontalen Linien in der Konturdarstellung (Mitte) zeigen die
zeitliche Position der transienten Spektren im rechten Bereich an, wahrend die vertikalen
die spektrale Position der Zeitverlaufe im linken Bereich angeben. Die Daten aus dieser
Abbildung wurden bereits publiziert. [*21

Deutlichere Unterschiede zu den beiden diskutierten Datensatzen zeigen sich in den
Messungen an 8MOP in Wasser (Abbildung 5.11). Nur in diesem Fall ist kein negativer
Beitrag durch stimulierte Emission erkennbar. Die Positionen der unmittelbar nach der
Anregung gebildeten Absorptionsbanden um 380 nm und 690 nm sind vergleichbar mit
denen von AMT und PSO, jedoch ist nun die kurzwellige Absorptionsbande deutlich
verbreitert. Dies lasst sich entweder durch eine tatsachliche Verbreiterung der Absorp-
tionsbande des angeregten Zustands oder durch eine reduzierte Intensitat des Beitrags
der stimulierten Emission erkldren. In diesem Fall wird letzteres der dominierende Grund
fiir das Fehlen von negativen Beitrigen sein. Das Ubergangsdipolmoment fiir den Sq —
Si-Ubergang ist bei 8MOP deutlich niedriger als bei den anderen Derivaten, was sich in
den niedrigen Absorptionskoeffizienten fiir die Anregung in den S;-Zustand widerspiegelt
(s. Abbildung 5.1). Dadurch sinkt auch die relative Intensitat der stimulierten Emission
aus diesem Zustand (vgl. Kapitel 2.1). Die beiden Absorptionsbanden bleiben wie bei
den anderen Derivaten fiir einige hundert Pikosekunden bestehen. Nach ihrem Zerfall
ist jedoch die Entstehung von Absorptionsbanden des Triplettzustands nicht deutlich zu
erkennen. In den Spektren bei hohen Verzégerungszeiten sind lediglich schwache Banden
um 350 nm und 650 nm sichtbar, die jedoch gut zu einem Triplettspektrum von SMOP
in Wasser aus der Literatur!*’l passen (s. transiente Spektren in Abbildung 5.11). Die
niedrige Amplitude der Banden deckt sich mit der relativ niedrigen ®+ von 8MOP. In der
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Literatur sind unterschiedliche Werte fiir diese Quantenausbeute publiziert (vgl. Tabelle
5.1). In einer Studie, in der ®+ von PSO und 8MOP unter identischen Bedingungen
bestimmt wurde, ergab sich ein dreifach groBerer Wert fiir PSO.!*"] Entsprechend weist
die Absorption des Triplettzustands von 8MOP um 350 nm nur etwa ein Drittel der
Amplitude der 460 nm-Bande bei PSO auf. Alle beobachteten Unterschiede zu AMT

und PSO sind also in guter Ubereinstimmung mit der Literatur.
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Abbildung 5.11: fs-UV/Vis Daten zu 0,33 mM 8MOP in Wasser mit Anregung bei
325 nm. Die gestrichelten horizontalen Linien in der Konturdarstellung (Mitte) zeigen die
zeitliche Position der transienten Spektren im rechten Bereich an, wahrend die vertikalen
die spektrale Position der Zeitverlaufe im linken Bereich angeben. Die Daten aus dieser
Abbildung wurden bereits publiziert. [121]

Die visuelle Inspektion der Daten zeigt also fiir alle drei Derivate ein analoges und
recht einfaches Verhalten. Der erste angeregte Singulettzustand bleibt fiir mehrere hun-
dert Pikosekunden populiert, bevor in unterschiedlichem AusmaB Triplettzustiande be-
setzt werden, die bis zum Ende des Messzeitfensters bestehen bleiben. Zur quantitativen
Analyse der jeweiligen Kinetik wurde eine globale multiexponentielle Anpassungsfunk-
tion verwendet (s. Kapitel 3.3.4). Sie ergab fiir AMT eine Zeitkonstante fiir den Zerfall
des S;-Zustands von 1400 ps, fiir PSO von 830 ps und fiir 8MOP von 900 ps. Die
so bestimmten S;-Lebensdauern liegen etwa 25 % unter den Literaturwerten (vgl. Ta-
belle 5.1), was jedoch angesichts der unterschiedlichen Messtechniken eine akzeptable
Ubereinstimmung darstellt. Bei AMT und PSO ist in den entsprechenden Amplituden-
spektren (Abbildung 5.12, rot) der Anstieg der Triplettsignaturen in Form von negativen
Beitragen zu erkennen. Zusatzlich war fiir eine akzeptable Anpassung jeweils eine kineti-

sche Komponente im Bereich um 1 ps notwendig (Abbildung 5.12, schwarz). In diesem
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Zeitbereich wurde bei keinem Derivat der Zerfall oder die Bildung von Differenzabsorp-
tionsbanden beobachtet. Diese Komponente beschreibt, wie fiir polare Losungsmittel
erwartet, die Verformung und Verschiebung der bestehenden Banden der S;-Zustande
durch diverse Relaxationsprozesse (vgl. Kapitel 2.1). Die offset-Spektren beinhalten im
Wesentlichen die zuvor genannten Absorptionsbanden der jeweiligen Triplettzustdnde
(Abbildung 5.12, griin). Zusatzlich werden im Bereich um 650 nm unterschiedlich hohe
Konzentrationen an solvatisierten Elektronen zur Differenzabsorption beitragen>*, die
hiufig in fs-Experimenten an wissrigen Pufferldsungen beobachtet werden. 1551561 Djese
Beitrage sind durch die relativ niedrige Anregungsleistung bei den Messungen von AMT
und PSO eher gering. Im Fall von 8MOP ist im offset-Spektrum jedoch eine relativ starke
Absorption im Bereich um 650 nm zu erkennen. Dies lasst sich durch verhaltnismaBig
hohe Quantenausbeuten fiir die mono- (¢ = 0,015) und biphotonische Photoionisation

von 8MOP in Wasser erkliren. [157]
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Abbildung 5.12: Amplitudenspektren zu den fs-UV/Vis Daten von AMT (links), PSO
(Mitte) und 8MOP (rechts) in Wasser. Die erste kinetische Komponente (schwarz) be-
schreibt Anderungen der Bandenformen und -positionen durch Relaxationsprozesse, die
zweite den Zerfall des angeregten Singulettzustands und die partielle Bevolkerung von
Triplettzustanden. Die offset-Spektren beinhalten im Wesentlichen die Signaturen der
Triplettzustinde. Die Daten aus dieser Abbildung wurden bereits publiziert. [199:121]

5.3 Beobachtung eines photoinduzierten
Elektrontransfers von DNA zu AMT

Als Probe fiir die ersten fs-UV/Vis Experimente in Anwesenheit von DNA wurde aus
zuvor angefiihrten Griinden das Psoralenderivat AMT in Kombination mit GTAC-DNA
(s. Kapitel 5.1.1 & 5.1.2) ausgewahlt. Bezogen auf die Basenpaarkonzentration der
DNA betrigt die Dissoziationskonstante Kp fiir diese Kombination 3,4 - 107* M (s.
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Abbildung 3.1).13 Uber Belichtungsexperimente mit UV/Vis Detektion wurde fiir diese
Probe eine Reaktionsquantenausbeute ® von 0,01 — 0,02 fiir die Photoaddition an die
DNA bestimmt (s. Kapitel 5.5).

Schon auf den ersten Blick ist ersichtlich, dass sich das spektral-zeitliche Verhalten von
AMT im Femtosekundenexperiment bei Zugabe von DNA deutlich dndert (vgl. Abbil-
dungen 5.13 und 5.9). Unmittelbar nach der Anregung dhnelt die transiente Absorption
des Gemischs zunachst der von freiem AMT. Intensive Banden mit Maxima um 390 nm
und 700 nm sind auch hier zu beobachten. Negative Beitrage durch stimulierte Emission
sind jedoch nicht mehr sichtbar, was moglicherweise durch eine leichte Verbreiterung der
700 nm Bande begriindet werden kann. In diesem Datensatz andern sich die Signatu-
ren jedoch zu deutlich fritheren Verzogerungszeiten als bei freiem AMT. Im Zeitbereich
zwischen 1 ps und 10 ps sind deutliche Anstiege und Zerfille der Differenzabsorption
zu beobachten, bevor nach etwa 1 ns die Triplettsignatur von AMT mit Banden um
370 nm und 500 nm in schwacher Auspragung sichtbar wird. Auffallig ist, dass in den
Zeitverlaufen um 500 nm nun deutlich drei kinetische Komponenten, statt zuvor eine,
zu erkennen sind (s. Abbildung 5.13 links, Zeitverlauf B).
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Abbildung 5.13: fs-UV/Vis Daten zu 0,30 mM AMT mit 3,2 mM GTAC-DNA (cyp) in
wassrigem Phosphatpuffer mit Anregung bei 340 nm. Die gestrichelten horizontalen Lini-
en in der Konturdarstellung (Mitte) zeigen die zeitliche Position der transienten Spektren
im rechten Bereich an, wahrend die vertikalen die spektrale Position der Zeitverlaufe im
linken Bereich angeben. Die grauen Balken im mittleren und rechten Teil blenden den
Bereich der Anregungswellenlange aus, in dem Streulicht die Messung storte. Die Daten
aus dieser Abbildung wurden bereits publiziert. 1%

13In der ersten Verdffentlichung dieser Daten wurde Kp = 1,7-107> M bezogen auf die Konzentration
der DNA-Molekiile angegeben. (1]
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Anhand der Dissoziationskonstante lasst sich fiir die verwendeten Konzentrationen
ein Anteil von 11 % nicht-interkalierten AMTs errechnen, dessen Signaturen aus der
Messung ohne DNA-Zugabe bekannt sind. Um das Verhalten der interkalierten Molekiile
isoliert betrachten zu kénnen, wurde der Signalsatz des freien AMT (Abbildung 5.9), der
unter identischen Bedingungen am gleichen Tag gemessen wurde, geeignet skaliert (s.
Kapitel 3.3.1.1) und von den Daten des Gemischs subtrahiert (s. Abbildung 5.14).

Im so erhaltenen Datensatz sind ausschlieBlich Signale mit Lebensdauern unterhalb
von 100 ps erkennbar. Interkalation von AMT in die DNA reduziert also die Lebens-
dauer der transienten Spezies drastisch. Wieder ist innerhalb der ersten Pikosekunden
nach der Anregung die Signatur des ersten angeregten Singulettzustands von AMT mit
Differenzabsorptionsbanden um 390 nm und 700 nm zu erkennen. Wie bereits vor der
Subtraktion zu erahnen, scheint eine leichte Verbreiterung der 700 nm Bande die Bei-
trage der stimulierten Emission zu iiberlagern. Im gesamten Spektralbereich ist daher
keine negative Differenzabsorption vorhanden. Im Zeitbereich zwischen 1 ps und 10 ps
treten bei den interkalierten Molekiilen deutliche spektrale Anderungen auf. Eine neue
Spezies mit einem Differenzspektrum, das eine intensive Bande um 380 nm und eine sehr
breite, schwachere um 600 nm aufweist, bildet sich aus (vgl. Abbildung 5.14 rechts). Mit
einer Zeitkonstante von einigen zehn Pikosekunden verschwindet dieses Intermediat und
die Differenzabsorption sinkt im gesamten Spektralbereich annidhernd auf null. Besonders
deutlich ist die Bildung und der anschlieBende Zerfall des Intermediats im Wellenlangen-
bereich um 500 nm sichtbar (s. Abbildung 5.14 links, Zeitverlauf B). Bei Interkalation in
diese DNA-Molekiile sind also keine Anzeichen fiir die Besetzung von Triplettzustdnden
zu erkennen. Auch die Bildung von Photoaddukten mit der DNA ist im zuganglichen
Spektralbereich nicht zu beobachten. Wie in der Einleitung und Kapitel 5.5 dargestellt,

weisen die Addukte erst unterhalb von etwa 340 nm signifikante Absorption auf.
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Abbildung 5.14: fs-UV/Vis Daten der in GTAC-DNA interkalierten AMT-Molekiile.
Dieser Datensatz wurde nach skalierter Subtraktion der Signale des freien AMT-Anteils
(Abbildung 5.9) von denen des Gemischs (Abbildung 5.13) erhalten (fiir Skalierungsver-
fahren s. Kapitel 3.3.1.1). Die Daten aus dieser Abbildung wurden bereits publiziert. 1%

Eine globale multiexponentielle Anpassung (vgl. Kapitel 3.3.4) an den Datensatz der
interkalierten Molekiile ergibt Zeitkonstanten von 4 ps fiir die Bildung des Intermediats
aus dem S;-Zustand und 30 ps fiir seinen Zerfall. Im Amplitudenspektrum zum ersten
Prozess (Abbildung 5.15 links, schwarz) driickt sich die deutliche Abnahme der Diffe-
renzabsorption durch positive Beitrage liber 600 nm aus. Zwischen 450 nm und 600 nm
zeigen negative Beitrage den Anstieg der Differenzabsorption durch die Bildung des In-
termediats an. Da sein intensivstes Maximum bei kiirzeren Wellenlangen liegt als das des
Si1-Zustands, sind unterhalb von ca. 450 nm positive und negative Beitrdge zu finden.
Das Amplitudenspektrum des zweiten Prozesses (Abbildung 5.15 links, rot) enthalt im
Wesentlichen das Absorptionsspektrum des Intermediats, da die Differenzabsorption nach
seinem Zerfall im gesamten Spektralbereich nahe bei null liegt. Die verbleibenden kleinen
Amplituden im offset-Spektrum (Abbildung 5.15 links, griin) weisen wenig Struktur auf
und sind vermutlich auf Imperfektionen bei der Datensubtraktion zuriickzufiihren.
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Abbildung 5.15: Links: Amplitudenspektren zu den fs-UV /Vis Daten des in GTAC-DNA
interkalierten Anteils von AMT aus Abbildung 5.14. Die Daten aus dieser Abbildung
wurden bereits publiziert.['%! Rechts: Absorptionsspektren der durch Pulsradiolyse er-
zeugten Radikalanionen von PSO (schwarz), 8VMIOP (rot) und 5-Methoxypsoralen (blau)
in wassriger Losung aus der Literatur. 158!

Vergleiche des Intermediatspektrums mit Literaturspektren von diversen ionisierten
oder angeregten Zustinden von Psoralenen offenbaren eine groBe Ahnlichkeit mit Ra-
dikalanionspektren einiger Derivate in wassriger Losung (vgl. Intermediatspektrum in
Abbildung 5.15 links (rot) mit Literaturspektren in Abbildung 5.15 rechts). Diese Spek-
tren weisen eine starke Bande im Bereich um 350-360 nm und eine schwachere, breite
Bande um 600 nm auf. Diese Beobachtung ist ein erster Hinweis auf einen reversiblen
photoinduzierten Elektrontransfer (PET) von DNA zu AMT. Es ist bekannt, dass PETs
haufig zwischen organischen Chromophoren und der DNA auftreten. 7159 Die Ampli-
tudenverhaltnisse der Banden stimmen jedoch nicht genau mit denen des Intermediats
tiberein. Zudem sind die Maxima der intensiveren Banden um etwa 20 nm zu kiirzeren
Wellenlangen verschoben. Diese Unterschiede lassen sich durch die veranderte Losungs-
mittelumgebung in DNA, die unterschiedliche Substitution der verwendeten Psoralene
und eventuell durch die unterschiedliche Messtechnik erklaren. Fiir das Derivat AMT
wurden zuvor noch keine Radikalanionspektren veroffentlicht. Daher wurde die Messung

eines solchen Spektrums erforderlich.

Bestimmung des Radikalanionspektrums von AMT

Ein Radikalanionspektrum von AMT innerhalb der DNA lI3sst sich mit unseren Methoden

nicht kontrolliert aufnehmen. Daher wurde ein Photoreduktionsexperiment in Losung
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durchgefiihrt (s. Abbildung 5.16 links). Zu diesem Zweck wurde N,N-Dimethylanilin
(DMA), das als starkes Photoreduktionsmittel bekannt ist, *6% zu einer Losung von AMT
gegeben. AMT wurde dann gezielt bei einer Wellenlange von 355 nm angeregt und die
spektralen Anderungen mithilfe von Blitzlichtphotolyse beobachtet. Da die Umgebung
innerhalb der DNA deutlich unpolarer ist als in Wasser, wurde Acetonitril als Losungsmit-
tel fiir dieses Experiment gewahlt. Die relative Dielektrizitatskonstante ¢, von Acetonitril
betrigt bei Raumtemperatur ca. 36.[83 Fiir reine, , trockene” DNA wurde vor kurzem
mithilfe einer Kombination aus elektrostatischer Kraftmikroskopie und Molekulardyna-
miksimulationen €, = 8 bestimmt. !5 Chromophore, die in wissriger Lésung in die DNA
interkaliert sind, haben jedoch effektiv eine Umgebung mit hoherer €,. Messungen mit
solvatochromen Fluoreszenzfarbstoffen die an die DNA-Furchen binden, sowie Dielek-
trophoreseexperimente ergaben Werte zwischen 20 und 55.1162.163.1641 D3 der Wert von
Acetonitril in einem dhnlichen Bereich liegt, sollte der Einfluss dieses Lésungsmittels auf
das Radikalanionspektrum grob mit dem der DNA vergleichbar sein.

Ein Vergleichsexperiment an einer reinen AMT Losung in Acetonitril zeigt, dass un-
terhalb der Zeitauflosung der Blitzlichtphotolyse der Triplettzustand von AMT bevélkert
wird. Dieser besitzt Differenzabsorptionsmaxima bei ca. 380 nm und 450 nm und zerfallt
unter Sauerstoffausschluss mit einer Zeitkonstante von ca. 2,5 ps (capr = 20 uM).[10%
Zugabe von ca. 1,2 mM DMA fiihrt zur Bildung von deutlich langlebigeren Zustanden
durch Photoreduktion des Triplettzustandes von AMT. Sichtbar wird dies durch die Aus-
bildung der charakteristischen Absorptionsbande von DMA®* um 460 nm['%! innerhalb
der ersten 2 ps, die mit einer Zeitkonstante > 15 ps wieder zerfallt. Zusatzlich entsteht
eine intensive Absorptionsbande bei 380 nm mit einer Lebensdauer von 6 ps, die auf
die Bildung von AMT*~ zuriickzufiihren ist. Da die Lebensdauer der DMA®*-Signale
deutlich langer ist als die von AMT*~, scheint der Zerfall von AMT*~ im Wesentlichen
tiber andere Kanile als die Ladungsrekombination mit DMA®* zu verlaufen.

Im Zeitbereich von 4-7 ps sind also DMA®*t und AMT*™ in der Lésung vorhanden.
Die Spektren aus diesem Zeitbereich wurden gemittelt und geglattet (s. Abbildung 5.16
rechts, schwarze Linie), um anschlieBend das Spektrum von AMT*~ (Abbildung 5.16

rechts, blaue Linie) zu extrahieren.'* Dazu wurde das Spektrum von DMA®* [165] gkaliert

14Analoge Experimente wurden auch in Wasser durchgefiihrt. Das AMT®~ Spektrum zeigte dabei eine
deutliche Solvatochromie.[1®! Das Maximum der intensiven Bande liegt in Wasser bei ca. 360 nm
und passt damit gut zu den Literaturspektren der anderen Derivate (Abbildung 5.15 rechts). In sehr
unpolarem 2-Methyltetrahydrofuran liegt das Maximum von 8MOP*~ bei 77 K bei ca. 400 nm. [16]

83



5 Photochemie und -physik von DNA-interkalierten Psoralenen

von den Daten des Gemischs abgezogen.
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Abbildung 5.16: Links: Schema der Photoreduktion von AMT durch DMA. Rechts:
Von 4-7 ps gemitteltes und geglattetes (gleitender Mittelwert, 4 Punkte) Spektrum von
20 uM AMT in Gegenwart von 1,2 mM DMA in Acetonitril (schwarz). Ein Literatur-
spektrum 1 von DMA®* in Acetonitril (grau gestrichelt) wurde skaliert von diesem
Spektrum abgezogen, um das Spektrum von AMT*~ (blau) zu erhalten.'®

Innerhalb der DNA muss eine der DNA-Basen als Elektrondonor fungieren. Daher wird
in den fs-UV /Vis Daten im Fall eines PET von der DNA zu AMT ein Radikalpaarspektrum
erwartet, das sich aus der Summe der Spektren von AMT®*~ und dem Radikalkation einer
DNA-Base zusammensetzt. Fiir die Berechnung solcher Radikalpaarspektren miissen die
Absorptionskoeffizienten ¢ des AMT*~ Spektrums abgeschatzt werden. Genaue Werte
fir AMT®~ sind nicht bekannt, jedoch liegen die maximalen ¢ in den publizierten Spek-
tren der Psoralenradikalanionen alle in einer dhnlichen GroBenordnung (s. Abbildung
5.15 rechts). Basierend auf ihren Werten wurde €,,,, von AMT®*~ zu 11000 M~*cm™!
abgeschatzt. Von den vier DNA-Bausteinen besitzen Guanosin und Adenosin die nied-
rigsten Oxidationspotenziale.[*91%7] Eine Abschitzung der Triebkraft fiir einen PET weist
darauf hin, dass nur sie als Elektrondonoren in Frage kommen (vgl. Kapitel 5.4.3).11%
Spektren der Radikalkationen der entsprechenden Nukleosidmonophosphate G** und A**
in wassriger Losung sind in der Literatur zu finden (s. Abbildung 5.17, gepunktete Spek-
tren).[*%8] Ein Spektrum von G** innerhalb einer DNA-Doppelhelix 1% unterscheidet sich

im relevanten Spektralbereich kaum von dem in wassriger Losung, sodass diese Spektren

5Die Blitzlichtphotolysedaten wurden von Christian Torres Ziegenbein aufgenommen.
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zur Berechnung des Radikalpaarspektrums verwendet werden konnen. lhre Beitrage zu
den berechneten Radikalpaarspektren sind vergleichsweise gering. Die resultierenden Ra-
dikalpaarspektren sind in sehr guter Ubereinstimmung mit dem in den fs-UV/Vis Daten
beobachteten Intermediatspektrum (s. Abbildung 5.17). Leichte Abweichungen oberhalb
von 550 nm sind vermutlich auf kleine zusatzliche Beitrage von solvatisierten Elektronen

im fs-UV /Vis Experiment zuriickzufiihren.
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Abbildung 5.17: Vergleich des Intermediatspektrums aus den fs-UV/Vis Daten von
interkaliertem AMT (schwarz, Spektrum bei 16 ps) mit berechneten Radikalpaarspek-
tren. (1% Links wurde das Spektrum des Radikalpaars G** AMT*~ (blau) aus der Summe
der AMT*~ (blau gestrichelt) und G** (blau gepunktet) 168l Spektren berechnet. Rechts
wurde das des Radikalpaars A*"AMT*~ (rot) aus der Summe der AMT*~ (blau gestri-
chelt) und A** (rot gepunktet)[1®® Spektren berechnet.®

Ein effizienter PET von einer der beiden Purinbasen erklart also die drastische Reduk-
tion der Singulettlebensdauer (von 1400 ps in Wasser auf 4 ps) und die Beobachtung
eines Intermediats bei der Messung von AMT in GTAC-DNA. Das gebildete Radikalpaar

zerfallt darauf im Wesentlichen durch Rekombination mit einer Zeitkonstante von 30 ps.

5.3.1 Identifizierung von Guanin als Elektronen donierende Base

Die im vorigen Kapitel beschriebene Beobachtung eines reversiblen PET von der DNA
zu AMT lasst die Frage offen, ob beide oder nur eine der beiden Purinbasen inner-
halb der DNA als Elektrondonor fungiert. Im Hinblick auf die photochemischen Me-
chanismen in der PUVA-Therapie hat die Frage des Elektrondonors direkte Auswir-

kungen. Sollten beide Purinbasen den angeregten Singulettzustand des Psoralens durch

16Die Blitzlichtphotolysedaten wurden von Christian Torres Ziegenbein aufgenommen.
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einen PET im Pikosekundenbereich |6schen, so konnte ein Triplettpfad fiir die eigent-
lich gewiinschte Photoaddition an die DNA generell ausgeschlossen werden. Denn dann
wiirden die schnellen PET Prozesse unabhangig von der Interkalationsstelle des Pso-
ralens die Besetzung von Triplettzustanden verhindern. Diente dagegen nur Guanin,
als DNA-Base mit dem niedrigsten Oxidationspotenzial,[1%167] als Elektrondonor, so
konnten bei Interkalation in langere AT-Sequenzen zumindest teilweise auch Triplett-
zustande zur Photoadduktbildung beitragen.

Aus diesem Grund wurden zusatzliche Experimente mit DNA-Molekiilen, die entwe-
der nur GC- oder nur AT-Basenpaare enthalten, durchgefiihrt (fiir Sequenzen s. Kapitel
5.1.2). In der Literatur finden sich bereits Hinweise darauf, dass nur Guaninbasen den
angeregten Singulettzustand von AMT stark l6schen.['” Die Kinetik und der Mecha-
nismus hierfiir waren jedoch bislang unklar. Die Interkalationsaffinitaten von AMT fiir
GC- und AT-Basenpaare liegen in einem ahnlichen Bereich, sodass innerhalb der zuvor
verwendeten GTAC-DNA vermutlich keine stark bevorzugten Interkalationsstellen exis-
tieren. Fiir die hier verwendete GC-DNA betrigt Kp = 1,8 - 10~* M, fiir die AT-DNA
ist Kp = 4,4-10* M (siehe Abbildungen A.2 & A.3 im Anhang).!” Dies fiihrt fiir die
in diesem Kapitel gezeigten fs-UV /Vis Experimente zu Anteilen von 7 % und 15 % von
nicht-interkalierten Molekiilen. Zusatzlich wurden die Reaktionsquantenausbeuten von
AMT in GC- und in AT-DNA in Belichtungsexperimenten bestimmt (s. Kapitel 5.5).
In GC-DNA wurde ein extrem niedriger Wert von ®r < 107° ermittelt. In AT-DNA
betragt g fiir die Photoaddition dagegen etwa 0,15 (vgl. Kapitel 5.5). Dieser Wert ist
deutlich hoher als die Quantenausbeuten in Kalbsthymus-DNA (®z = 0,022)2 oder
der GTAC-DNA (®r = 0,01 — 0,02, s. Kapitel 5.5).

Da Guanin die DNA-Base mit dem niedrigsten Oxidationspotenzial 19167 ist, wird bei
Verwendung der GC-DNA ein effizienter PET erwartet. Das entsprechende fs-UV/Vis
Experiment (Abbildung 5.18) bestatigt diese Vermutung. Die Daten sind nahezu iden-
tisch mit denen von AMT in GTAC-DNA (vgl. Abbildung 5.14). Unmittelbar nach der
Anregung ist erneut die Signatur des S;-Zustands von AMT mit Banden bei 390 nm
und 700 nm sichtbar. Nach wenigen Pikosekunden wird dann das durch PET verur-
sachte Radikalpaarspektrum mit Maxima bei ca. 380 nm und 600 nm sichtbar, welches

unterhalb von 100 ps wieder zerfallt. Auch hier bleibt im Anschluss keine strukturierte

17Die eher kleinen Unterschiede in Kp sind moglicherweise auch durch leicht unterschiedliche Proben-
qualitdten beeinflusst (vgl. Kapitel 5.1.2).
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Differenzabsorption bestehen.
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Abbildung 5.18: fs-UV/Vis Daten der in GC-DNA interkalierten AMT-Molekiile in
wassrigem Phosphatpuffer mit Anregung bei 340 nm. Die Daten wurden nach skalier-
ter Subtraktion der Signale des freien AMT-Anteils (fiir Skalierungsverfahren s. Kapitel
3.3.1.1) erhalten. Die Gesamtkonzentrationen in der Lsung betrugen cpya pp = 2,7 mM
und camt = 0,3 mM. Entnommen aus S. Frobel et al. 1?1

Eine globale multiexponentielle Anpassung an die Daten ergibt Zeitkonstanten von 4 ps
fir den PET und 30 ps fiir die anschlieBende Rekombination (Abbildung 5.19). Diese
Zeiten und die zugehorigen Amplitudenspektren sind nahezu identisch mit denen der
GTAC-DNA Daten (vgl. Abbildung 5.15). Eine groBe Ahnlichkeit der beiden Datensitze
war zu erwarten, da auch in der GTAC-DNA der GroBteil der interkalierten Molekiile ein

GC-Basenpaar in unmittelbarer Nachbarschaft hat.
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Abbildung 5.19: Amplitudenspektren zu den fs-UV/Vis Daten von AMT in GC-DNA
aus Abbildung 5.18. Zur Veranschaulichung ist auf der rechten Seite ein vereinfachtes
Schema zu den beobachteten Prozessen gezeigt. Adaptiert aus S. Frobel et al.[12!]
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Ein vollig anderes Bild ergibt sich in der Messung von AMT in AT-DNA (Abbildung
5.20). Auf den ersten Blick gleicht dieser Datensatz stark dem von AMT in Wasser
(vgl. Abbildung 5.9). Nach der Anregung ist zwar wie in der Messung mit GC-DNA
das charakteristische Spektrum des S;-Zustands in DNA mit Maxima um 390 nm und
700 nm sichtbar. Jedoch bleibt es in dieser Messung sehr viel langer (etwa 1 ns) beste-
hen als in den anderen beiden DNA-Proben. Im Anschluss wird ein Spektrum mit einem
ausgepragten Maximum um 500 nm ausgebildet, das aufgrund seiner Ahnlichkeit zur
Triplettsignatur in Wasser (vgl. Abbildung 5.9) dem Triplettzustand von AMT innerhalb
der DNA-Umgebung zugeordnet wird. Dieser bleibt bis zum Ende des Messzeitfensters
bestehen. Die Differenzabsorptionsbande des Triplettzustands um 370 nm, die in der
Messung in Wasser starker ausgepragt ist, scheint in der DNA-Umgebung jedoch spek-
tral verschoben oder abgeschwiacht zu sein. Anzeichen fiir einen PET sind in diesem

Datensatz nicht zu erkennen.
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Abbildung 5.20: fs-UV/Vis Daten der in AT-DNA interkalierten AMT-Molekiile in
wassrigem Phosphatpuffer mit Anregung bei 340 nm. Die Daten wurden nach skalier-
ter Subtraktion der Signale des freien AMT-Anteils (fiir Skalierungsverfahren s. Kapitel
3.3.1.1) erhalten. Die Gesamtkonzentrationen in der Lésung betrugen cpya pp = 2,7 mM
und capr = 0,3 mM. [121]

Eine Anpassung an diese Daten ergibt zwei Zeitkonstanten von ca. 0,7 ps und 1000 ps
(Abbildung 5.21). Wie in der Messung an AMT in Wasser beschreibt die erste kinetische
Komponente leichte Anderungen in den Bandenformen und -positionen durch Relaxati-
onsprozesse. Deutliche spektrale Anderungen finden in diesem Zeitbereich nicht statt.
Die Komponente mit einer Zeitkonstante von 1000 ps wird dem Ubergang vom angereg-

ten Singulettzustand zum Triplettzustand von AMT zugeordnet. Der negative Beitrag im
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zugehorigen Amplitudenspektrum um 500 nm beschreibt den Anstieg der intensiven Tri-
plettbande. Der Anstieg der relativ schwach ausgepragten Bande um 380 nm hinterlasst
eine Delle im insgesamt positiven Beitrag um 390 nm. Die restlichen positiven Beitrage
zeigen den simultanen Zerfall der S;-Signatur an. Das offset-Spektrum beinhaltet nun die
Summe aus der Triplettsignatur und eventuell Ansidtzen des Grundzustandsausbleichens
im Bereich unter 380 nm.

Im Vergleich zu AMT in Wasser ist die Singulettlebensdauer also auf etwa 70 % des
Ausgangswerts reduziert. Eine sehr dhnliche Reduktion dieser Lebensdauer wurde bereits
in Messungen der Fluoreszenzlebensdauer von AMT in Anwesenheit von DNA die aus-
chlieBlich AT-Basenpaare enthielt beobachtet.[!7 Dieser Effekt ist sehr wahrscheinlich
nicht auf einen langsamen PET, sondern auf die veranderte Losungsmittelumgebung von
AMT zuriickzufiihren. Die Umgebung innerhalb der DNA ist unpolarer als in Wasser, was
zur Verkiirzung der Si-Lebensdauer fiihrt. Dieser Effekt deckt sich mit der Losungsmit-
telabhangigkeit der Fluoreszenzlebensdauern des sehr dhnlichen Trimethylpsoralen und
8MOP.['1 Ein weiteres Indiz spricht gegen einen PET. Wiirde ein PET die Singulett-
lebensdauer verkiirzen, so stiinde er in Konkurrenz zur Besetzung des Triplettzustands
und ein niedrigeres Triplettsignal als in Wasser ware zu erwarten. Das Triplettsignal bei
500 nm scheint in AT-DNA jedoch eher erhoht zu sein.[*?!] Abschitzungen zur Triebkraft

des Elektrontransfers werden diese Interpretation weiter stiitzen (s. Kapitel 5.4.3).
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Abbildung 5.21: Amplitudenspektren zu den fs-UV/Vis Daten von AMT in AT-

DNAM?! aus Abbildung 5.20. Zur Veranschaulichung ist auf der rechten Seite ein ver-
einfachtes Schema zu den beobachteten Prozessen gezeigt.

Damit ist Guanin als einzige DNA-Base identifiziert, die einen PET ermoglicht. Wie zu
Beginn dieses Kapitels angedeutet, kann die photochemische Kinetik der interkalierten
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Psoralene also vom Abstand der Interkalationsstelle zum nichsten Guanin abhingen.['72

Mit diesem Wissen kdnnen die Ergebnisse der Messung an AMT in GTAC-DNA (Abbil-
dung 5.14 & 5.15) weiter analysiert werden. AMT, das in der GTAC-Probe zwischen die
beiden AT-Basenpaare interkaliert, konnte durch die gréBere Distanz zum nachsten Gua-
nin eine von den iibrigen Interkalaten abweichende Kinetik aufweisen.[17? Dessen Anteil
an den interkalierten Molekiilen kann im Gleichgewicht nicht genau bestimmt werden.
Da die Kp-Werte von AMT fiir GC- und AT-DNA sehr dhnlich sind, kann jedoch davon
ausgegangen werden, dass dieser Anteil bei den sieben méglichen Interkalationsstellen der
GTAC-DNA maximal ein Siebtel der interkalierten Molekiile ausmacht. Sollte sich sein
spektral-zeitliches Verhalten unterscheiden, so scheinen die Amplituden dieser Signale

unterhalb der Detektionsgrenze der fs-UV /Vis Experimente zu liegen.

5.3.2 Detektion des Elektrontransfers in guaninreicher DNA
mittels FSRS

Als Erganzung zu den fs-UV/Vis Daten zum PET wurden zusitzlich zeitaufgeloste FSRS
Experimente an AMT in GC-DNA durchgefiihrt. Das System eignet sich aus verschie-
denen Griinden gut fiir zeitaufgeloste Untersuchungen mit der hier verwendeten FSRS
Apparatur. Zum einen findet der PET mit einer sehr hohen Ratenkonstante statt, was
sich iiber die starke Loschung des S;-Zustands in GC-DNA ausdriickt. Die Quantenaus-
beute fiir diesen Prozess sollte daher nahe bei eins liegen. Zudem weist das gebildete
AMT*~ eine deutliche Absorption bei der Wellenlange der Raman-pump Impulse von
400 nm auf, sodass Resonanziiberhohung 173174 zy einer deutlichen Verstirkung einiger
FSRS Signale dieser Spezies fiihren kann.

Zur Abschatzung der Lage der Raman Banden von AMT und AMT®*~ wurden quan-
tenchemische (DFT) Berechnungen mithilfe des Programmpakets Gaussian091*"! durch-
gefiihrt (Abbildung 5.22). Dabei wurde der Einfluss des Lésungsmittels iiber ein pola-
risierbares Kontinuum Modell (PCM, Befehl SCRF in Gaussian09) beriicksichtigt. [17°]
Nach einer Strukturoptimierung wurden die Spektren fiir AMT®~ sowohl fiir Wasser als
auch fiir das unpolarere und besser mit der DNA-Umgebung vergleichbare Pyridin be-
rechnet. Die Unterschiede in den Spektren erwiesen sich jedoch als vernachlassigbar, so-
dass hier nur das Spektrum fiir Wasser gezeigt ist. Im Vergleich zu AMT besitzt AMT*~
zahlreiche Resonanzen deren Raman Intensitaten die von AMT deutlich libersteigen. Be-
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sonders dominant tritt eine Bande bei 1588 cm™! hervor. Es ist jedoch zu beachten, dass
die Berechnung nicht fiir Bedingungen mit Resonanz-Raman Uberhdhung durchgefiihrt
wurde, da dies deutlich komplexere Methoden erfordern wiirde. In dem im Folgenden
gezeigten Experiment konnen daher wie erwahnt einige der Banden deutlich verstarkt
werden. Da dieser Effekt nicht alle Banden betrifft, weichen die Intensitatsverhaltnisse in
Resonanz-Raman Spektren meist von denen in einfachen Raman Spektren ab.['”3 Die
spektrale Lage der Banden andert sich jedoch nicht, sodass diese Information aus den

hier berechneten Spektren genutzt werden kann.
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Abbildung 5.22: Links: Mit dem Programmpaket Gaussian091'™! iiber Dichtefunk-
tionaltheorie (B3LYP/TZVP) berechnete Raman Spektren von AMT im Grundzustand
(schwarz) und von AMT*~ (griin) in Wasser. Losungsmitteleffekte wurden iiber ein po-
larisierbares Kontinuum Modell'7® beriicksichtigt und die Frequenzachse mit dem Ska-
lierungsfaktor 0,965 korrigiert.['”"l Rechts: Kraftvektoren (griine Striche) der Schwin-
gungsmoden von AMT, die im FSRS Experiment sichtbar werden (s. unten).

Samtliche Banden im stationdaren FSRS Spektrum der Losung (Abbildung 5.23 rechts,
oberes Fenster) kdnnen auf Resonanzen des Losungsmittels (Phosphatpuffer in D,O) und
der DNA zuriickgefiihrt werden. Bei der Konzentration von nur 1,5 mM sind keine FSRS
Banden von AMT erkennbar, insbesondere da fiir den Grundzustand des Molekiils keine
Resonanziiberhhung zu erwarten ist. Entsprechend werden im zeitaufgeldsten FSRS Ex-
periment (Abbildung 5.23 links & unteres Fenster rechts) auch keine deutlichen negativen

Signale durch Grundzustandsausbleichen beobachtet. Jedoch werden im zuganglichen
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Spektralbereich von etwa 400 cm~! bis 3800 cm~! drei intensive transiente FSRS Signa-
le bei 1370 cm™!, 1455 cm™! und 1580 cm™! sichtbar. Alle drei Frequenzen stimmen
gut mit Resonanzen im berechneten Spektrum von AMT*~ iiberein und kdnnen daher
vermutlich dieser Spezies zugeordnet werden.!® Der Charakter der jeweiligen Schwin-
gungsmoden ist durch die Kraftvektoren in Abbildung 5.22 angedeutet. Die Moden bei
1370 cm~! und 1455 cm~! sind im Wesentlichen durch CH-Biegeschwingungen an den
Methylsubstituenten in 4- und 5'-Position bzw. in 4- und 8-Position bestimmt, wahrend
die Mode bei 1580 cm~! den Charakter einer Valenzschwingung der 4'-5'-Doppelbindung
besitzt. Jedoch ist auch nicht véllig auszuschlieBen, dass das Signal bei 1580 cm~! dem
simultan entstehenden Radikalkation von Guanin zuzuschreiben ist. In einer sehr aktu-
ellen Arbeit zu einem PET von DNA zu einem anderen Chromophor wurde ein FSRS
Signal bei 1565 cm~! dieser Spezies zugeordnet.!*”8l Auch in diesem Fall kann die Ent-
stehung des Signals als Indikator fiir das Ablaufen des PET von Guanin zu AMT gesehen
werden.

Im zeitaufgelosten FSRS Experiment ist die Entstehung der Bande bei 1580 cm™!
nach 1 ps deutlich zu erkennen. Die Entstehung der beiden anderen Banden wird jedoch
teilweise durch ein intensives koharentes Artefakt, das erst bei etwa 1 ps abklingt iiber-
deckt. Ahnliche Artefakte sind im friihen Zeitbereich um 900 cm~! und 2150 cm™ zu
erkennen. Solche Artefakte treten hiufig in zeitaufgelosten FSRS Messungen auf. [125:138]
Sie sind besonders dann zu erwarten, wenn alle drei Impulse zeitgleich auf die Probe
treffen. Bei den hier gewahlten Einstellungen des Raman-pump Impulses besitzt dieser
eine Dauer von etwas mehr als 1 ps (FWHM, Schlitzeinstellung 400 pm, s. Kapitel 3.3.2
& 4.2), was das Auslaufen der Artefakte bis fast zu 1 ps erklart. Die drei transienten
FSRS Banden zerfallen etwa zeitgleich unterhalb von 100 ps wieder.!?

18Unter den angegebenen Bedingungen sollten mehr als 90 % des AMT interkaliert sein (Kp = 1,8 -
10~* M). Langlebige Signalbeitrige von nicht-interkaliertem AMT mussten in diesem Fall nicht
subtrahiert werden, da sie offenbar unter dem Rauschniveau liegen.

19Ein analoges Experiment wurde auch in nicht-deuterierter Lésung durchgefiihrt. Die beobachteten
Signaturen und Zeitkonstanten (ca. 3 ps und 30 ps) sind dabei vergleichbar. Jedoch ist das Signal-
zu-Rauschen Verhiltnis deutlich niedriger, da die breite Raman Resonanz von Wasser um 1600 cm~!
die Signale iiberlagert.

92



5 Photochemie und -physik von DNA-interkalierten Psoralenen

X
ARaman Gain / %o € 06 &
1.0 05 0.0 05 10 & steady-state
S e - 0O AN
NNAN .
T T T T T A4 “f T L T T T v & -
[2]
Q S
- B
S =
E £
[ ©
- O
5 5
& £
©
o
<
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 800 1200 1600 2000 ' 3000 3400
Raman Shift / cm™! Raman Shift / cm-1

Abbildung 5.23: Links: Konturdarstellung der FSRS Daten zu 1,5 mM AMT mit GC-
DNA (cpna,bp = 3,2 mM) in Phosphatpuffer auf D,O-Basis (s. Kapitel 3.1) mit Anregung
bei 350 nm. Raman Banden bei 1370 cm™1, 1455 cm~! und 1580 cm~! werden sicht-
bar und zerfallen in weniger als 100 ps wieder. Der friihe Zeitbereich, in dem koharente
Artefakte die Messung storen, ist grau gekennzeichnet. Rechts: Transiente FSRS Spek-
tren zu ausgewahlten Zeitpunkten (unteres Fenster) und stationares FSRS Spektrum der
Losung.

Zur genaueren Analyse der beobachteten Kinetik wurde zunachst eine biexponentiel-
le Anpassung an das Zeitverhalten der Bande um 1580 cm™! durchgefiihrt (Abbildung
5.24 rechts). Dazu wurde in einem ersten Schritt das Integral der Bande berechnet, um
das Signal-zu-Rauschen Verhiltnis der Daten zu verbessern. Die Anpassung an dieses
Integral liefert Zeitkonstanten von 3,5 ps und 53 ps, die aufgrund des immer noch hohen
Rauschens mit verhaltnismaBig groBen Standardfehlern von 1,78 ps und 18,7 ps belegt
sind. Die Anpassung an die anderen beiden Banden wurde nach Berechnung der Summe
ihrer Integrale durchgefiihrt, da sich beide Banden zeitlich gleich verhalten (Abbildung
5.24 links). Bei der Anpassung an diese Daten ist durch das Abklingen des koharenten
Artefakts ein weiterer Exponentialterm erforderlich. Abgesehen von diesem Term, der
eine Zeitkonstante von 0,4 ps besitzt, lassen sich die Daten bei Verwendung der Zeit-
konstanten fiir die 1580 cm~! Bande gut reproduzieren. Eine globale multiexponentielle
Anpassung an alle drei Banden ergibt sehr dhnliche Zeitkonstanten von 0,3 ps, 4,7 ps
und 54 ps. In allen Fallen wurde die Endamplitude der Anpassungsfunktionen variabel

gelassen.
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Abbildung 5.24: Links: Zeitverhalten des Integrals der beiden Banden um 1370 cm™!
und 1455 cm~! (schwarz) mit triexponentieller Anpassung (rot). Der erste Exponenti-
alterm wird durch das Abklingen eines koharenten Artefakts notwendig. Rechts: Zeit-
verhalten des Integrals der Bande um 1580 cm™* (schwarz) mit biexponentieller Anpas-
sung (rot). Zusatzlich sind in beiden Diagrammen Anpassungsfunktionen gezeigt, bei
denen die Zeitkonstanten aus den UV/Vis Experimenten (4 ps & 30 ps, Abbildung 5.19)
festgelegt wurden (blau). Die Daten lassen sich auch mit diesen Zeitkonstanten gut
beschreiben.

Beriicksichtigt man die Fehlergrenzen sowohl der FSRS als auch der fs-UV/Vis Da-
ten von AMT in GC-DNA, so sind die beobachteten Zeitkonstanten beider Experimente
in guter Ubereinstimmung (vgl. Kapitel 5.3.1). Da die Lage der in den FSRS Daten
beobachteten Banden gut mit fiir AMT®~ berechneten Resonanzfrequenzen — bezie-
hungsweise mit einer in der Literaturl'”® G** zugeordneten Bande — iibereinstimmt,
unterstiitzen die Resultate des zeitaufgelosten FSRS Experiments die Zuordnung der

fs-UV/Vis Signaturen zu Bildung und Zerfall eines Radikalionenpaars in der DNA.
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5.4 Einfluss der Psoralensubstitution auf den

Elektrontransfer

Das Psoralenderivat AMT stellt beziiglich seiner Wasserloslichkeit und hohen Interka-
lationsaffinitat einen Sonderfall unter den Psoralenen dar (vgl. Kapitel 1 & 5.1.1). Im
Rahmen der PUVA-Therapie wird es nicht eingesetzt. Im Gegensatz zu den meisten
Psoralenen tragt es in wassriger Losung unter physiologischen Bedingungen eine positive
Ladung in Form einer Ammoniumgruppe, die die Triebkraft fiir einen PET prinzipiell
beeinflussen konnte. An dieser Stelle ware also prinzipiell denkbar, dass ein PET mit
Derivaten, die fiir die PUVA-Therapie eingesetzt werden, nicht stattfindet. Es mussten
daher Experimente mit weiteren Psoralenderivaten durchgefiihrt werden, um Aussagen
iber die photochemischen Prozesse in Anwendungen wie der PUVA-Therapie treffen
zu konnen. Als reprasentative Verbindungen wurden die Stammverbindung PSO, sowie
das haufig in der PUVA-Therapie eingesetzte Derivat 8MOP ausgewahlt. Die geringe-
re Wasserloslichkeit und Interkalationsaffinitat dieser Derivate fiihrt generell zu hoheren
Anteilen an nicht-interkalierten Molekiilen (oft im Bereich > 50 %), was die Experimen-
te im Vergleich zu denen an AMT erschwert. Zur Bestimmung der Kinetik moglicher
PET Prozesse wurden fs-UV /Vis Experimente fiir diese Psoralene nur in Kombination
mit GC-DNA durchgefiihrt.

5.4.1 Die Stammverbindung: Psoralen

Fiir die Stammverbindung PSO in Kombination mit GC-DNA wurde eine Dissoziations-
konstante von Kp = 3,4-1073 M bestimmt (siehe Abbildung A.4 im Anhang). Dies fiihrt
im fs-UV/Vis Experiment zu einem Anteil von nur 49 % interkalierten Molekiilen (Ab-
bildung 5.25, A). Entsprechend sinkt durch das Subtraktionsverfahren (Kapitel 3.3.1.1)
das Signal-zu-Rauschen Verhiltnis. Dennoch ist klar sichtbar, dass das photophysikali-
sche Verhalten dem von AMT in GC-DNA (vgl. Abbildung 5.18) stark &hnelt.

Die Signatur des S;-Zustands von PSO in DNA mit Maxima um 385 nm und 700 nm
gleicht der von AMT stark. Wieder ist die 700 nm Bande deutlich breiter und es sind
keine negativen Beitrdge von stimulierter Emission vorhanden. Die Signatur bleibt fiir
etwa 1 ps bestehen, bis ein verdndertes Spektrum mit einer intensiven Bande um ca.

375 nm und einer schwacheren, breiten Bande die in diesem Fall um 630 nm liegt,
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sichtbar wird. Die Daten sind durch das schlechtere Signal-zu-Rauschen Verhaltnis nicht
so eindeutig wie im Fall von AMT. Die starke Reduktion der S;-Lebensdauer im Ver-
gleich zu Wasser (ca. 830 ps) und die groBe Ahnlichkeit zu den Daten von AMT erlaubt
jedoch die Zuordnung des zweiten Spektrums zu einem Radikalpaar, das durch einen
PET gebildet wird. Dieses zerfdllt im Zeitbereich von etwa 10 ps. Die Entstehung und
der Zerfall des Radikalpaars lasst sich erneut gut im Wellenlangenbereich um 500 nm
(Zeitverlauf B in Abbildung 5.25, A) beobachten. Durch die geringe Signalstarke von
PSO wird in der Konturdarstellung eine schwache positive Differenzabsorption im Be-
reich um 700 nm sichtbar, die langer bestehen bleibt als die Signatur des Radikalpaars.
Sie kann der Anwesenheit von geringen Konzentrationen von solvatisierten Elektronen
zugeschrieben werden, die in fs-Experimenten an wassrigen Pufferlosungen haufig beob-
achtet werden (vgl. Kapitel 5.2).[1551%] Diese Beitrige zum Signal sind jedoch duBerst
gering, was in den transienten Spektren und Zeitverldufen deutlich wird (vgl. Zeitverlauf
C und Spektrum um 2,5 ns in Abbildung 5.25, A). Auch in diesem Datensatz sind keine

Anzeichen fiir die Besetzung eines Triplettzustandes zu erkennen.

96



5 Photochemie und -physik von DNA-interkalierten Psoralenen

A 0 5 10

Absorbance Change AA / mOD

Delay Time / ps
=
Absorbance Change AA

o}

1 " 1 " " " 1 1

5 0 400 500 600 700 400 500 600 700
AA / mOD Wavelength / nm Wavelength / nm

8 . = v

—1ps —

[a) —— 10 ps S'] 1 ps
o offset
E 4} . ot °—
3 i G PSO
2 \
£o T AN 10 ps
< \/ N—
z

-4 . . . , SO

400 500 600 700

Wavelength / nm

Abbildung 5.25: A: fs-UV/Vis Daten der in GC-DNA interkalierten PSO-Molekiile in
wassrigem Phosphatpuffer mit Anregung bei 340 nm. Die Daten wurden nach skalier-
ter Subtraktion der Signale des freien PSO-Anteils (fiir Skalierungsverfahren s. Kapitel
3.3.1.1) erhalten. Die Gesamtkonzentrationen in der Lésung betrugen cpya pp = 3,4 mM
und Cpso — 0,3 mM.[121]

B: Amplitudenspektren zu den fs-UV/Vis Daten von PSO in GC-DNA.[*2 Zur Veran-
schaulichung ist auf der rechten Seite ein vereinfachtes Schema zu den beobachteten
Prozessen gezeigt.

Eine globale multiexponentielle Anpassung an die Daten ergibt Zeitkonstanten von
1 ps und 10 ps fiir die Bildung und den Zerfall des Radikalpaars. Die Form der Amplitu-
denspektren gleicht der von AMT in GTAC- und GC-DNA, sodass sie analog interpretiert
werden konnen. Die Ladungstrennung und -rekombination laufen im Fall von PSO je-
doch etwas schneller ab als bei AMT. Eine Begriindung dafiir wird ein Vergleich der
Triebkrafte fiir den PET in Kapitel 5.4.3 liefern.
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5.4.2 Ein haufig appliziertes Derivat: 8-Methoxypsoralen

Als Beispiel fiir ein Psoralen, das haufig im Rahmen der PUVA-Therapie zur Behandlung
von Hautkrankheiten eingesetzt wird, wurde 8MOP ausgewahlt. Untersuchungen an die-
sem Derivat sind zusatzlich dadurch interessant, dass sich in Bezug auf die Zustande,
die an der Photoadditionsreaktion dieses Derivats mit DNA beteiligt sein sollen, wider-
spriichliche Aussagen in der Literatur finden (vgl. Kapitel 1). Bezogen auf die GC-DNA
betragt Kp fiir SMOP 2,6 - 10~3 M (siehe Abbildung A.4 im Anhang). Der Anteil der
interkalierten Molekiile im fs-UV /Vis Experiment (Abbildung 5.26) betragt damit 46 %.

Wie im fs-UV/Vis Experiment an 8MOP in wassriger Losung (Abbildung 5.11, A),
ist die Differenzabsorptionsbande des S;-Zustands um 385 nm in DNA deutlich breiter
als die der anderen Derivate.?° Ansonsten gleicht die S;-Signatur, die unmittelbar nach
der Anregung sichtbar ist, der von AMT und PSO (vgl. Abbildung 5.18 & 5.25). Im
Unterschied zu den Messungen an den beiden anderen Derivaten ist die Bildung eines
Radikalpaars hier nicht auf Anhieb zu erkennen. Auch im Bereich um 500 nm wird durch
die Verbreiterung der Banden kein deutlicher Anstieg sichtbar. In der Konturdarstellung
ist um 10 ps jedoch die charakteristische Verschiebung des Absorptionsmaximums von
385 nm zu ca. 375 nm zu beobachten. Zudem ist auch hier die S;-Lebensdauer im
Vergleich zum Experiment in Wasser (ca. 900 ps) um ein vielfaches reduziert. Nach etwa
50 ps bleibt nahezu keine Differenzabsorption bestehen.

Die globale multiexponentielle Anpassung an die Daten zeigt schlieBlich, dass auch
in diesem Fall ein effizienter PET stattfindet. Werden analog zur Auswertung der ande-
ren Derivate zwei kinetische Komponenten und ein offset fiir die Anpassung verwendet,
so finden sich die charakteristischen Signaturen eines PET in den Amplitudenspektren
wieder (Abbildung 5.26, B). Die erste Komponente besitzt eine Zeitkonstante zwischen
7 ps und 10 ps. Ihr numerischer Wert hangt von den Startbedingungen der Anpassung
ab und kann daher nicht genauer eingegrenzt werden. Die Form des zugehorigen Am-
plitudenspektrums (Abbildung 5.26, B, schwarze Linie) ist bis auf kleine Abweichungen
unabhingig von den Startbedingungen. Ahnlich wie bei den anderen Derivaten enthilt
dieses Spektrum positive Beitrage im Bereich um 430 nm und 700 nm, die den Zerfall

der S;-Signatur anzeigen, und negative um 370 nm und 520 nm, die die Entstehung des

20Das fs-UV/Vis Experiment an 8MOP in GC-DNA wurde mit einer Anregungswellenlinge von 325 nm
durchgefiihrt, da die Absorption von 8MOP im UV-A Bereich schwacher ausgepragt ist als die der
anderen Derivate (vgl. Abbildung 5.1).
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Radikalpaarspektrums andeuten (vgl. Abbildung 5.19 & 5.25, B). In diesem Fall sind die
Amplituden durch die kleineren Unterschiede zwischen beiden Spektren jedoch geringer.
Fiir den Zerfall des Radikalpaars ergibt sich eine Zeitkonstante von 30 ps. Abgesehen
von der Verbreiterung der kurzwelligen Bande gleicht das zugehorige Amplitudenspek-
trum (Abbildung 5.26, B, rote Linie) denen von AMT und PSO. Im offset-Spektrum sind
erneut nur geringe Amplituden durch Imperfektionen bei der Subtraktion der Daten des
freien Anteils 8MOP und niedrige Mengen solvatisierter Elektronen zu erkennen. Auch

hier gibt es keine Anzeichen fiir die Besetzung von Triplettzusténden.
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Abbildung 5.26: A: fs-UV/Vis Daten der in GC-DNA interkalierten 8MOP-Molekiile in
wassrigem Phosphatpuffer mit Anregung bei 325 nm. Die Daten wurden nach skalier-
ter Subtraktion der Signale des freien 8MOP-Anteils (fiir Skalierungsverfahren s. Kapitel
3.3.1.1) erhalten. Die Gesamtkonzentrationen in der Lésung betrugen cpya pp = 3,2 mM
und cgmop = 0,2 mM. [121]

B: Amplitudenspektren zu den fs-UV/Vis Daten von 8MOP in GC-DNA.[?1 Zyr Ver-
anschaulichung ist auf der rechten Seite ein vereinfachtes Schema zu den beobachteten
Prozessen gezeigt.
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5.4.3 Vergleich der Transfer-Kinetiken mit

Elektrontransfertheorie

Die fs-UV/Vis Experimente in den vorangegangenen Kapiteln haben gezeigt, dass be-
nachbarte Guanine die angeregten Singulettzustande aller DNA-interkalierten Psoralene
durch einen PET im Pikosekundenbereich l6schen. Die Kinetik der PETs unterscheidet
sich jedoch fiir die verschiedenen Derivate leicht. So lduft beispielsweise die Ladungs-
trennung bei PSO (1 ps) in etwa zehnmal schneller ab als bei 8MOP (7-10 ps). Diese
Unterschiede kénnen durch unterschiedlich groBe freie Reaktionsenthalpien AGg¢ (bzw.
Triebkrafte —AGgQs) fiir die Elektrontransferprozesse erklart werden (vgl. Kapitel 2.2).
Um diese freien Reaktionsenthalpien zu quantifizieren und damit die beobachteten kine-
tischen Unterschiede erklaren zu kénnen, muss zunachst geklart werden, ob es sich bei
den gebildeten Radikalionenpaaren um solvensseparierte oder Kontaktionenpaare handelt
(s. Kapitel 2.2).

Als Elektrondonor fungiert bei Verwendung der GC-DNA in jedem Fall eine Guanin-
base in der DNA, die durch kein weiteres Basenpaar vom interkalierten Psoralenderivat
getrennt ist. Es stellt sich jedoch die Frage, ob der Abstand zwischen Elektrondonor und
-akzeptor in der DNA fiir die Einlagerung von Solvensmolekiilen ausreicht. Ist dies nicht
der Fall, bildet sich ein Kontaktionenpaar aus und die Gleichungen 2.7 und 2.8 kdnnen
zur Bestimmung der Triebkrafte fiir die Elektrontransfers verwendet werden. Fiir DNA-
interkalierte Psoralene sind keine genauen Strukturen verdffentlicht, die eine Abschatzung
des Abstands erlauben. Jedoch sind iber NMR-Spektroskopie bestimmte Strukturen der
Mono- und Diaddukte des Psoralenderivats 4'-Hydroxymethyl-4,5",8-trimethylpsoralen
in einem DNA-Molekiil mit der Sequenz der GTAC-DNA (s. Kapitel 5.1.2) bekannt. 17
Anhand dieser Strukturen wird ersichtlich, dass die Elektrondonoren und -akzeptoren
innerhalb der DNA aufgrund des sterischen Anspruchs der Psoralene nicht durch Sol-
vensmolekiile separiert sein konnen (Abbildung 5.27). In einer Darstellung, in der die
Van-der-Waals Radien der Atome in der DNA verwendet werden, deutet sich dies bereits
an (Abbildung 5.27, B). Zuséatzlich lasst sich im verwendeten Darstellungsprogramm
Jmol 18 eine Abschitzung der fiir Solvensmolekiile unzuginglichen Bereiche anzeigen
(Abbildung 5.27, C). Diese unterstiitzt die Vermutung, dass bei den PET Prozessen in
der DNA CIP ausgebildet werden miissen.
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Abbildung 5.27: Uber NMR-Spektroskopie bestimmte Strukturen des Furanmonoad-
dukts von 4'-Hydroxymethyl-4,5' 8-trimethylpsoralen (HMT) an GTAC-DNAL™! (PDB
Eintrag 203D[*81). A: DNA in Cartoon-Darstellung, HMT als Kugel-Stab-Modell, B:
DNA Atome mit der GroBe ihrer Van-der-Waals-Radien, HMT als Kugel-Stab-Modell,
C: Zusatzlich zu der Darstellung aus B ist in orange eine Abschatzung der fiir Solvens-
molekiile unzuganglichen Bereiche angezeigt.

Fiir die Berechnung der Triebkrafte konnen also die Gleichungen 2.7 und 2.8 verwendet
werden. In diesem Fall werden neben den zuvor angegebenen 0,0-Ubergangsenergien Egg
der Psoralene (s. Tabelle 5.1) explizit die Standardelektrodenpotenziale der Elektrondo-
noren und -akzeptoren in Acetonitril bendtigt (s. Kapitel 2.2). Fiir isolierte DNA-Basen
in Acetonitrilldsung wurden diese Potenziale bereits publiziert. Sie betragen 1,47 V ge-
gen die Normalwasserstoffelektrode (NHE) fiir die Oxidation von Guanin und 1,94 V fiir
die Oxidation von Adenin. [l Natiirlich kénnen die Potenziale innerhalb der DNA durch
Protonierungsgleichgewichte oder Wechselwirkungen zwischen den Basen leicht beein-
flusst werden.!1%7:182] |m Rahmen der hier verwendeten Gleichungen[®® sollen die fiir die
isolierten Nukleobasen publizierten Werte jedoch fiir eine Abschatzung der Triebkrafte
ausreichen.

Fiir die Reduktion der hier verwendeten Psoralenderivate sind in der Literatur bislang
keine Angaben zu den Standardelektrodenpotenzialen zu finden. Sie wurden daher in
Kooperation mit dem Institut fiir Organische und Makromolekulare Chemie iiber cy-
clovoltammetrische (CV) Messungen bestimmt (Abbildung 5.28). Der Potenzialbereich

reichte dabei von —1 V (vs. NHE) bis —2 V. Bei allen Psoralenen zeigt sich ein Maximum
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im Stromfluss im Bereich zwischen —1,6 V und —1,8 V. Bei Umkehr der Scanrichtung
sind keine Banden zu beobachten. Damit zeigen alle drei Cyclovoltammogramme irrever-
sible Reduktionen der Psoralene an.['®3l Die direkte Bestimmung der Standardelektro-
denpotenziale fiir ihre Reduktion Ep -y(A/A®") ist so zunichst nicht méglich. In einem
ersten Schritt wurden daher die kathodischen Peakpotenziale E ., abgelesen (s. Tabelle
5.2). Das gemessene Peakpotenzial von 8MOP von —1,60 V deckt sich recht gut mit
einem Literaturwert von —1,55 V (vs. NHE).[%! Fiir die anderen Psoralene sind keine

Vergleichswerte vorhanden.
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Abbildung 5.28: Cyclovoltammogramme zur Reduktion von 2 mM Ldsungen der Pso-
ralene in Acetonitril (Leitsalz: 100 mM Tetrabutylammoniumhexafluorophosphat, Scan-
geschwindigkeit: 100 mV/s).?! Die Pfeile zeigen den Startpunkt und die Richtung der
Scans an. Adaptiert aus S. Frobel et al.[121]

Auch bei hoheren Scangeschwindigkeiten (nicht gezeigt) zeigen die Psoralene irrever-
sibles Verhalten. Dies deutet auf schnelle Folgereaktionen der gebildeten Radikalanionen
hin. Solche Reaktionen werden sehr wahrscheinlich mit Kinetiken (pseudo)-erster Ord-
nung oder zweiter Ordnung ablaufen. In beiden Fillen kann EJ.-y(A/A®") aus den
E., errechnet werden, wenn die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Folgereaktionen ab-
geschatzt werden kdnnen. Folgende Ausdriicke ergeben sich fiir Reaktionen (pseudo)-
erster186] (Gleichung 5.1) und zweiter*¥”] Ordnung (Gleichung 5.2):

21Die Cyclovoltammogramme wurden im Rahmen einer Kooperation mit dem Institut fiir Organische
und Makromolekulare Chemie von Dr. Lucilla Levi aufgenommen (Arbeitselektrode: glasiges Carbon,
Gegenelektrode: Platindraht, Referenzelektrode: Ag/AgCl, 3,5 M KCl). Die gemessenen Potenziale

wurden in zusdtzlichen Messungen mit Ferrocenzugabe (Ef//;rl = 440 mVI57184) 3is internem

Standard kalibriert und durch Addition von 205 mV 8% auf Werte gegen NHE umgerechnet (s. S.
Frobel et al.[121]),

102



5 Photochemie und -physik von DNA-interkalierten Psoralenen

o RT keRT
Evecn(A/A*) = Eqp — LHF In ( e 1,56)] (5.1)
. RT KpCoes RT
Eheen(A/A) = £y~ | oo (292 312 52)

Hierbei ist R die allgemeine Gaskonstante, T die Temperatur, F die Faraday-Konstante,
n die Zahl der iibertragenen Elektronen, c,es die Gesamtkonzentration der Psoralene, k¢
und k, die Geschwindigkeitskonstanten erster und zweiter Ordnung und v die Scange-
schwindigkeit.

In der Literatur wurden Reaktionen der Radikalanionen mit Wasser aus dem Rest-
wassergehalt in Acetonitril (= 0,02 Vol.-%, entspricht ca. 11 mM) als Zerfallsweg fiir
8MOP*~ in CV Experimenten vorgeschlagen.[*%] Solche Reaktionen wiirden genshert
mit einer Kinetik pseudo-erster Ordnung verlaufen. Nimmt man an, dass die Folgereak-
tionen tatsachlich nach erster Ordnung verlaufen und dass sich alle Psoralene dhnlich
verhalten, so kann die Lebensdauer der Radikalanionen im Blitzlichtphotolyseexperiment,
in dem das Spektrum von AMT*~ in Acetonitril bestimmt wurde (s. Kapitel 5.3), fiir die
Abschatzung von ks verwendet werden. In diesem Experiment betrug die Lebensdauer
von AMT*~ ca. 10 ps. Damit lage kr im Bereich von 10°% s~1. Unter diesen Annahmen
betragt die Differenz Epy -y(A/A®") — E., bei der Scangeschwindigkeit von 100 mV/s
ca. —0,1V.

Folgereaktionen zweiter Ordnung kdnnen jedoch nicht véllig ausgeschlossen werden.
Dadurch ergibt sich eine gewisse Unsicherheit bei der Bestimmung der Ef.y(A/A*T)
Werte. Fiir k, &~ 10° — 10° M~*s7! I3gen die Differenzen E.v(A/A*7) — Eop im
Bereich von —0,03 V bis —0,1 V. Fiir die weiteren Berechnungen wurde der Wert von
Edecn(AJA*T) — E; = —0,1 V verwendet, den man fiir Reaktionen erster Ordnung und
schnelle Reaktionen zweiter Ordnung erwartet (s. Tabelle 5.2).

Zur Berechnung der Triebkrafte fiir die photoinduzierte Ladungstrennung —AG¢gg und
die anschlieBende Rekombination —A G2 (Gleichungen 2.7 & 2.8) miissen schlieBlich
noch die Parameter des Arbeitsterms festgelegt werden. Der Abstand zwischen interka-
liertem Psoralen und dem benachbarten Guanin in der GC-DNA entspricht in etwa dem
Abstand zweier Basenpaare (vgl. Abbildung 5.27), der 3,4 AP betragt. Da bei den PET
Prozessen eine Elementarladung e iiber etwa diese Strecke iibertragen wird, kann das

Dipolmoment ;. des CIP als e-3,4 A genshert werden. 2221 Der Kugelradius a des CIP
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Tabelle 5.2: Uber Cyclovoltammetrie bestimmte Parameter der Psoralene (vs.
NHE).!!2l Die kathodischen Peakpotenziale E., wurden aus den Daten in Abbil-
dung 5.28 bestimmt. Mithilfe dieser Werte wurden die Standardelektrodenpotenziale
Ecn(A/A®T) wie im Text beschrieben abgeschitzt. Die experimentellen bzw. rechne-
rischen Unsicherheiten sind in Klammern angegeben.

E, /| V Etrecn(A/A*”
AMT —1,80 (£0,02) —1,90 (0,07
PSO —1,62 (£0,02) —1,72 (40,07
8MOP —1,60 (0,02) —1,70 (0,07

/V

— N N |~

wird auf 4 A geschitzt.[109121] Der effektive Wert fiir die relative Dielektrizititskonstante
¢, der DNA ist nicht exakt bekannt und wurde bereits in Kapitel 5.3 diskutiert. Der Ein-
fluss von €, auf den Betrag des Arbeitsterms ist jedoch ohnehin eher gering. Variiert man
¢, im Bereich zwischen 15 und 80, variiert der Wert des Arbeitsterms lediglich zwischen
—0,3 eV und —0,4 eV. Basierend auf der Diskussion in Kapitel 5.3 wird hier ein Wert
von ¢, = 20 gewahlt. Damit ergibt sich fiir den Arbeitsterm ein Betrag von 0,34 eV, um
den AGgg abgesenkt und AGgr angehoben wird. Die freien Reaktionsenthalpien fiir al-
le relevanten Ladungstrennungs- und -rekombinationsprozesse der drei Psoralenderivate

sind in Tabelle 5.3 zusammengefasst.

Tabelle 5.3: Freie Reaktionsenthalpien fiir die photoinduzierte Ladungstrennung AGgs
und die Rekombination AGgr der DNA-interkalierten Psoralene nach Gleichung 2.7 &
2.8. Fiir die Berechnung dieser Werte wurden die Standardelektrodenpotenziale aus Ta-
belle 5.2 verwendet. Ihre Genauigkeit wird zu circa 0,07 eV abgeschatzt. [121]

AGYs | eV AGgs [ eV AGer | eV

Adenin Guanin Guanin
AMT 0,29 —0,18 —3,03
PSO 0,07 —0,40 —2,85
8MOP 0,37 —0,10 —2.83

Das experimentelle Ergebnis, dass Adenin nicht als Elektrondonor fiir den S;-Zustand
von AMT fungieren kann (s. Kapitel 5.3.1), wird durch den deutlich positiven Wert fiir
die freie Reaktionsenthalpie bestatigt. Fiir die Kombination 8MOP und Adenin liegt der

Wert sogar noch hoher, sodass auch in diesem Fall ein PET ausgeschlossen werden kann.
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Lediglich im Fall von PSO konnte die Triebkraft fiir einen PET von Adenin innerhalb der
Singulettlebensdauer von 830 ps (Abbildung 5.12) ausreichen. Bei AGZ¢ = 0,07 eV wird
ein PET mit einer Geschwindigkeitskonstante von ca. 7 - 10° s7! erwartet (vgl. Abbil-
dung 5.29, links), was zu einer Zeitkonstante im Bereich von 150 ps fiihren wiirde.?? Fiir
Guanin dagegen werden in Ubereinstimmung mit den fs-UV/Vis Experimenten mit GC-
DNA durchweg negative Werte fiir AGgs erhalten. Der Trend in diesen Werten (héchste
Triebkraft fiir PSO, niedrigste fiir B8MOP) passt zur Reihenfolge der experimentell beob-
achteten Zeitkonstanten fiir die Ladungstrennung. Die Triebkrafte fiir die Ladungsrekom-
bination sind so hoch, dass man sich im Marcus invertierten Bereich befindet. Dadurch
kann die Rekombination wie beobachtet langsamer sein als die Ladungstrennung, obwohl
die Triebkraft fiir diesen Prozess deutlich hoher ist (vgl. Kapitel 2.2).

Wie in Kapitel 2.2 beschrieben, lassen sich die Geschwindigkeitskonstanten fiir Elek-
trontransferprozesse als Funktion von AGSS/CR tiber die Marcus-Levich-Jortner Theorie
(Gleichung 2.3) vorhersagen. Einige Parameter fiir diese Vorhersage wie das elektroni-
sche Kopplungsmatrixelement Hps oder der Huang-Rhys Faktor sind jedoch nicht ohne
weiteres fiir das System Psoralene in DNA zu bestimmen. In der Literatur finden sich
jedoch einige Studien zu dhnlichen Systemen.[97:172.188.189] |y einer umfangreichen Arbeit
zur Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten von PET Prozessen von AGES/CR,
wurden Chromophore aus fiinf verschiedenen Substanzklassen als Endgruppen an DNA-
Haarnadelstrukturen angebunden.[9”] Die Geschwindigkeitskonstanten der Elektrontrans-
fers in diesen Systemen wurden mithilfe von fs-UV /Vis und fs-Fluoreszenzspektroskopie
bestimmt. Eine Anpassung von Gleichung 2.3 an ihre Datenpunkte erlaubte die Bestim-
mung eines Parametersatzes, der das Verhalten aller Chromophore die direkt an eine als
Elektrondonor wirkende DNA-Base gebunden waren, gut beschreibt. Eine analoge An-
passung von Gleichung 2.3 an die hier gewonnenen Daten ist nicht sinnvoll, da die Wer-
tepaare der Psoralene angesichts der vielen freien Parameter bei einer solchen Anpassung
zu nahe beeinander liegen. Vergleicht man die in der Literatur erhaltene Funktion mit den
hier fiir interkalierte Psoralene bestimmten Datenpunkten, so ergibt sich eine exzellente
Ubereinstimmung (Abbildung 5.29). Das Verhiltnis der in den fs-UV/Vis Experimenten
bestimmten Geschwindigkeitskonstanten zu den davon unabhangig bestimmten Werten
fiir AGgg,cg deckt sich also nahezu ideal mit dem iiber Marcus-Levich-Jortner Theorie

vorhergesagten Verhalten. Die Geschwindigkeitskonstante fiir einen PET von Adenin zu

22Das entsprechende Experiment wurde in dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt.
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AMT lige nach dieser Vorhersage bei ca. 3,4 - 10° s~!. Damit lige die Zeitkonstante
fir den PET Prozess bei etwa 300 ns. Die Interpretation, dass die Reduktion der S;-
Lebensdauer von AMT in AT-DNA (1 ns) verglichen mit Wasser (1,4 ns) nicht durch
einen langsamen PET sondern durch , Losungsmitteleffekte” zustande kommt, wird da-
mit bestarkt (vgl. Kapitel 5.3.1).
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Abbildung 5.29: Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten kcs/cr fiir die Elek-
trontransferprozesse der drei Psoralene in GC-DNA von der freien Reaktionsenthalpie
AGSS/CR (links, bunte Symbole). Die schwarze Linie im linken Diagramm entspricht
dem erwarteten Verhalten nach Gleichung 2.3. Die Parameter fiir diese Funktion sind
As = 0,23 eV, \; = 0,99 eV, Hps = 347 cm™! und h{w) = 1500 cm~*. Sie wurden aus
den Angaben zu "Fit II"von Lewis et al.l%l entnommen. Rechts ist ein zusammenfas-
sendes Schema mit den Zeitkonstanten der Elektrontransferprozesse nach Anregung der
Psoralene in GC-DNA gezeigt. Adaptiert aus S. Frobel et al.[11]

5.5 Untersuchungen zum Mechanismus der
[24-2]-Cycloaddition von AMT an Thyminbasen
in der DNA

Wie bereits in der Einleitung erwdhnt, ist der photochemische Reaktionsmechanismus
der [2+2]-Cycloaddition von Psoralenen an die DNA trotz groBer Bemiihungen iiber
mehrere Jahrzehnte ungeklart (Kapitel 1). In der Literatur finden sich je nach Derivat
widerspriichliche Aussagen dariiber, ob angeregte Singulettzustdnde, Triplettzustidnde

oder moglicherweise beide zur Bildung der Addukte fiihren. Hinzu kommt, dass inner-
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halb der DNA drei verschiedene [2+2]-Cycloaddukte gebildet werden, deren kinetische
Vorlaufer sich unterscheiden konnen. Im Rahmen dieser Arbeit liegt der Fokus auf der
Bildung der Furan- und Pyronmonoaddukte. Die Folgereaktion des Furanmonoaddukts
zum quervernetzenden Diaddukt wurde bislang nicht untersucht. Aufgrund seiner ho-
hen Interkalationsaffinitdt und Loslichkeit (vgl. Kapitel 5.1.1) wurde auch fiir diese Un-
tersuchungen das Derivat AMT ausgewahlt. Fiir die mechanistischen Untersuchungen
wurden zunachst die Produktsignaturen und Reaktionsquantenausbeuten in Abhangig-
keit der DNA-Sequenz mithilfe von Belichtungsexperimenten bestimmt. Im Anschluss
wurden die charakteristischen Produktsignaturen dann mit Blitzlichtphotolysedaten ver-
glichen. Der spektrale Bereich der fs-Experimente reicht nicht aus, um die im UV-Bereich

absorbierenden Produkte eindeutig beobachten zu konnen (vgl. Kapitel 5.3 & 5.4).

Belichtungsexperimente

In einer Belichtungsstudie mit anschlieBender Analyse der Photoprodukte mittels HPLC
wurden die relativen Anteile der verschiedenen Cycloaddukte fiir AMT in Kalbsthymus-
und poly(AT)-DNA bestimmt.[5”) In beiden Fillen zeigte sich bei niedrigen Umsitzen eine
groBe Praferenz fiir die Bildung von Furanmonoaddukten (ca. 90 % aller Photoaddukte),
mit einer leichten Abhangigkeit der Produktverteilung von der AMT Konzentration. In
den hier gezeigten Belichtungsexperimenten wird demzufolge ebenfalls ein Gemisch der
beiden Monoaddukte mit hohem Anteil an Furanmonoaddukt gebildet, das nicht weiter
aufgetrennt wird. Es ist bekannt, dass die Bildung des Furanadduktes zum Anstieg einer
Absorptionsbande um 330 nm mit einer charakteristischen Schulter bei 350 nm fiihrt. [67]
Pyronaddukte, die sich bei der Belichtung bilden, zeigen erst unterhalb von ca. 300 nm
signifikante Absorption, die hier von der hohen DNA-Absorption iiberdeckt wird. 3% Uber
etwa 370 nm absorbieren beide Addukte im Gegensatz zu interkaliertem AMT nur sehr
schwach. Um Folgereaktionen der Monoaddukte zu vermeiden, wurde diese Wellenlange
fiir die Belichtungsexperimente ausgewahlt.

Die Belichtung von AMT in Anwesenheit von AT-DNA zeigt das erwartete Verhalten
(Abbildung 5.30, links). Von allen Spektren wurde der Beitrag der DNA-Absorption unter
der Annahme, dass dieser sich bei Belichtung nicht andert, subtrahiert. Diese Annahme
wird damit begriindet, dass in diesem Experiment selbst bei vollstaindigem Umsatz von
AMT nur maximal 0,5 % der DNA-Basen an einer Reaktion beteiligt sind. Mit steigender

Belichtungsdauer steigt die Absorption im Bereich um 330 nm an und die charakteristi-
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sche Schulter des Furanmonoaddukts bei 350 nm wird sichtbar. Unterhalb von 318 nm
und oberhalb von 355 nm nimmt die Absorption dagegen ab. Bei diesen Wellenlangen
sind auch bei langeren Belichtungszeiten isosbestische Punkte zu erkennen, die darauf
hindeuten, dass keine Folgereaktionen der Monoaddukte stattfinden. In diesem Experi-
ment wurde eine erschépfende Belichtung durchgefiihrt, was daran zu erkennen ist, dass
die Absorption des interkalierten AMT im Bereich liber 370 nm auf null sinkt. Dadurch
ist die Bestimmung der Absorptionskoeffizienten des Monoadduktgemischs relativ zu de-
nen des Interkalats moglich. Ein Spektrum der Differenzabsorptionskoeffizienten Ae zeigt
die relativen Absorptionsanderungen bei Belichtung (Abbildung 5.30, rechts). Uber die
Abnahme der Absorption bei 370 nm wurde unter Beriicksichtigung der DNA-Absorption
und eines Anteils von 10 % nicht-interkalierten Molekiilen eine Reaktionsquantenausbeu-
te von ca. 0,15 fiir die Monoaddition von interkaliertem AMT an AT-DNA bestimmt.?3
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Abbildung 5.30: Absorptionsspektren einer Losung von 35 pM AMT mit AT-DNA
(conappy = 4 mM) in wiéssriger Pufferlésung nach verschiedenen Belichtungszeiten
(Aexe =370 nm, P =14 mW, V =2 ml, d =1 cm). Die DNA-Absorption (grau gestri-
chelt) wurde von samtlichen Spektren subtrahiert. Es sind zwei isosbestische Punkte zu
erkennen (schwarz eingekreist). Graue Pfeile zeigen die Zu- und Abnahme der Absorp-
tion mit steigender Belichtungsdauer an. Exemplarisch sind einzelne Belichtungszeiten
angezeigt. Die Gesamtbelichtungsdauer betrigt 65 min.2*

Ein Belichtungsexperiment an AMT mit GTAC-DNA (Abbildung 5.31) zeigt nach

23Die Reaktionsquantenausbeuten fiir die Zersetzung des geringen Anteils nicht-interkalierter Molekiile
sind konzentrationsabhingig und liegen in etwa bei 5-7 %.[3 Die dadurch verursachte Signalab-
nahme wurde in den Berechnungen von ® vernachldssigt, sodass die erhaltenen Werte mit einer
leichten Unsicherheit behaftet sind.

24Dje Daten in dieser Abbildung wurden im Rahmen einer Bachelorarbeit unter meiner Anleitung von
Sabine M. Ulamec aufgenommen.
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Subtraktion der DNA-Absorption ein sehr dhnliches Verhalten wie im Fall von AT-DNA.
Wieder steigt die Absorption um 330 nm unter Ausbildung der charakteristischen Schul-
ter bei 350 nm an und fallt in den lbrigen Bereichen ab. Isosbestische Punkte sind in
diesem Fall bei 320 nm und 352 nm zu erkennen. Das Differenzspektrum (Abbildung
5.31, rechts) bei Belichtung ist anndhernd identisch mit dem in AT-DNA, sodass von
einer dhnlichen Produktverteilung ausgegangen werden kann. Hier wurde unter Beriick-
sichtigung der DNA-Absorption und eines Anteils von 6 % nicht-interkalierten Molekiilen

eine Reaktionsquantenausbeute zwischen 0,01 und 0,02 bestimmt.
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Abbildung 5.31: Absorptionsspektren einer Losung von 110 pM AMT mit GTAC-DNA
(conabp = 5,3 mM) in wassriger Pufferldsung nach verschiedenen Belichtungszeiten
(Aexe =370 nm, P =125 mW, V =2 ml, d =1 cm). Die DNA-Absorption (grau ge-
strichelt) wurde von samtlichen Spektren subtrahiert. Es sind zwei isosbestische Punkte
zu erkennen (schwarz eingekreist). Graue Pfeile zeigen die Zu- und Abnahme der Absorp-
tion mit steigender Belichtungsdauer an. Exemplarisch sind einzelne Belichtungszeiten
angezeigt. Die Gesamtbelichtungsdauer betragt 200 min.

Es ist bekannt, dass die [2+2]-Cycloaddition von Psoralenen an Pyrimidinbasen in der
DNA bevorzugt an Thyminen stattfindet.['*67] Eine Quantifizierung dieser Priferenz ist
fir AMT in der Literatur jedoch nicht zu finden. Das Belichtungsexperiment an AMT in
GC-DNA erlaubt nun einen Vergleich der Reaktionsquantenausbeute mit ®z in AT-DNA.
Es zeigt, dass in GC-DNA nahezu keine Photoreaktionen stattfinden (Abbildung 5.32).
Auch nach hohen Belichtungszeiten sind keine systematischen Veranderungen in den
Absorptionsspektren zu erkennen. Nach 200 min Belichtungszeit unter den in Abbildung
5.32 angegebenen Bedingungen kann daher nur eine obere Grenze fiir die Quantenaus-

beute der Photoreaktionen von interkaliertem AMT abgeschatzt werden. Die geringe
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Absorptionsabnahme um 370 nm fiihrt zu einem Wert von ®5 < 107%. AMT scheint
also annahernd nicht mit Cytosin in GC-Basenpaaren zu reagieren. Im Gegenteil fiihrt
die Interkalation von AMT in GC-DNA zu einer bemerkenswerten photochemischen Sta-
bilitdt. In wassriger Losung flihren zahlreiche Photoreaktionen wie Dimerisierungen und
Ringdffnungsreaktionen®®l zu Reaktionsquantenausbeuten im Bereich einiger Prozent (s.
Kapitel 1). Innerhalb der GC-DNA werden offenbar alle reaktiven Kanile unterdriickt. Die
ultraschnelle Loschung des angeregten Singulettzustands von AMT in GC-DNA durch

den PET erklart vermutlich dieses Verhalten (s. Diskussion in Kapitel 6).
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Abbildung 5.32: Absorptionsspektren einer Losung von ca. 15 yM AMT mit GC-DNA
(conabp = 2 mM) in wéssriger Pufferlésung nach verschiedenen Belichtungszeiten ohne
Subtraktion der DNA-Absorption (Aexe = 370 nm, P = 14 mW, V =3 ml, d =
1 cm). In diesem Fall sind auch nach sehr hohen Belichtungszeiten keine systematischen
spektralen Anderungen zu erkennen. Die Gesamtbelichtungsdauer betrigt 200 min.?

Blitzlichtphotolyse an AMT mit AT-DNA

Die charakteristische Form der Differenzspektren aus den Abbildungen 5.30 & 5.31 soll-
te sich in zeitaufgelosten Experimenten beobachten lassen. Der spektrale Bereich der
fs-UV/Vis Experimente reicht jedoch wie erwdhnt nicht aus, um diese Signatur ein-

deutig beobachten zu konnen. Die Blitzlichtphotolysedaten kénnen dagegen bis in den

2Die Daten in dieser Abbildung wurden im Rahmen einer Bachelorarbeit unter meiner Anleitung von
Sabine M. Ulamec aufgenommen.
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UV-Bereich aufgenommen werden. Die Frage, ob die Monoadditionen iiber Singulett-
und/oder Triplettzustinde ablaufen, lieBe sich beantworten, wenn die Adduktsignaturen
zu bestimmten Zeiten nach der Anregung eindeutig sichtbar waren. Um moglichst deut-
liche Signaldnderungen zu erhalten, wurde fiir diese Experimente die Kombination aus
AMT und AT-DNA, mit & = 0,15, ausgewahlt (Abbildung 5.33). Liefe die Addition
allein liber den angeregten Singulettzustand ab, so sollte das Differenzspektrum der Ad-
dukte bereits zu Beginn des Messzeitfensters vorhanden sein. Bei einer Reaktion {iber
den Triplettzustand wiirde es sich erst mit dessen Zerfall ausbilden. Bereits an dieser
Stelle sei jedoch gesagt, dass die Blitzlichtphotolysedaten keine eindeutige Aussage zu
den reaktiven Zustanden der Psoralene zulassen. Wie im Folgenden dargelegt, verhindern
iberlagerte Signalbeitrage mehrerer Spezies im relevanten Spektralbereich und ein im
Vergleich zu den fs-Daten hohes Rauschniveau die eindeutige Zuordnung der reaktiven

Zustande.
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Abbildung 5.33: A: Konturdarstellungen der Blitzlichtphotolysedaten zu 0,15 mM AMT
in Wasser (links) und 0,11 mM AMT mit AT-DNA (cppa pp = 0,4 mM, rechts) in wassri-
gem Puffer ohne Sauerstoffbefreiung und mit Anregung bei 355 nm.2% B: DAS aus einer
globalen multiexponentiellen Anpassung an die Daten in A. Ohne DNA Zugabe (links)
konnen die Daten mit einer kinetischen Komponente und offset beschrieben werden, mit
DNA Zugabe (rechts) ist eine zusatzliche Komponente notwendig.

Fiir die Reproduzierbarkeit der Blitzlichtphotolysedaten erwies es sich aus bislang un-
geklarten Griinden als hilfreich, vergleichsweise niedrige DNA-Konzentrationen zu ver-
wenden. Dadurch liegt auch in diesen Experimenten ein signifikanter Anteil von nicht-
interkalierten Molekiilen vor. Um dessen Signale von denen des interkalierten AMTs

unterscheiden zu kénnen, wurden zwei analoge Experimente mit und ohne DNA-Zugabe
durchgefiihrt (Abbildung 5.33).

26Die Blitzlichtphotolysedaten wurden von Christian Torres Ziegenbein aufgenommen.
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In der Konturdarstellung zeigt die Messung ohne DNA (Abbildung 5.33 A, links) die
Triplettsignatur von AMT mit Banden um 360 nm und 500 nm, die bereits im offset-
Spektrum der fs-UV /Vis Daten sichtbar war (vgl. Abbildung 5.9 & 5.12). Im UV-Bereich
ist um 300 nm ein negativer Beitrag durch das Ausbleichen des Grundzustands sichtbar.
Negative Beitrage am Zeitnullpunkt im Bereich von 370 nm bis 520 nm stammen von
Fluoreszenzemission (vgl. Abbildung 5.1), die innerhalb der Zeitauflosung zerfallt. Eine
globale multiexponentielle Anpassung (Kapitel 3.3.4) zeigt, dass die Triplettsignatur mit
einer Zeitkonstante von 1 ps zerf3llt?” (Abbildung 5.33 B, links). Im offset-DAS ist nach
diesem Zerfall nahezu keine verbleibende Differenzabsorption zu beobachten.

Die Zugabe von AT-DNA fiihrt zu einer Veranderung des spektral-zeitlichen Verhal-
tens (Abbildung 5.33 A, rechts). Das Triplettspektrum von freiem AMT dominiert unter
diesen Bedingungen (55 % nicht-interkaliertes AMT) immer noch die Differenzspek-
tren. Im Vergleich zur Messung der reinen AMT Losung sind die Signalamplituden um
360 nm und 500 nm aber nun von Beginn an niedriger. Zusatzlich sind langlebigere
Komponenten vorhanden, die in der Konturdarstellung besonders im Bereich um 500 nm
sichtbar sind. Die globale Anpassung an die Daten (Abbildung 5.33 B, rechts) erfor-
dert nun eine weitere kinetische Komponente mit einer Zeitkonstante von 6 ps. Da das
DAS der Komponente mit 1 ps dem des Zerfalls des freien AMT entspricht, wird diese
langere Komponente dem Triplettzerfall von AMT in AT-DNA zugeordnet (vgl. auch
Abbildung 5.35). Ein Grund fiir die hohere Lebensdauer des AMT Triplettzustands in
DNA ist vermutlich die Abschirmung gegeniiber Sauerstoff, [1%] der den Triplettzustand
des nicht-interkalierten AMT I6scht. In Experimenten unter Sauerstoffausschluss wird
auch fiir nicht-interkaliertes AMT in Wasser eine Zeitkonstante im Bereich von ca. 6 ps
beobachtet (vgl. Kapitel 5.3). Im offset-Spektrum sind nun Signalbeitrdge zu erkennen,
die bis iiber das Ende des Messzeitfensters von 20 ps hinaus bestehen bleiben. Im Be-
reich zwischen 300 nm und 380 nm sind positive und negative Beitrage sichtbar, die dem
des Differenzspektrums aus den Belichtungsexperimenten dhneln. Ein Vergleich beider
Spektren (Abbildung 5.34) bestétigt die gute Ubereinstimmung der beiden Spektren in
diesem Bereich. Oberhalb von 380 nm weist das offset-Spektrum zusatzliche positive

Amplituden auf, die der Entstehung solvatisierter Elektronen zugeordnet werden. >4

2"Fiir die Anpassung an die Blitzlichtphotolysedaten wird der friihe Zeitbereich bis nach dem Zerfall
der Fluoreszenz ausgelassen.
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Abbildung 5.34: Vergleich des offset-DAS (schwarz) aus der Messung an AMT mit
AT-DNA (vgl. Abbildung 5.33, rechts) mit dem Differenzspektrum aus dem Belich-
tungsexperiment (rot, vgl. Abbildung 5.30, rechts).

Grundsatzlich ist die Bildung der Monoaddukte nach dem Abklingen aller transienter
Spezies also mit Blitzlichtphotolyse zu beobachten. Sollte diese Bildung zumindest zum
Teil tiber den Triplettzustand ablaufen, so sollte das DAS des Triplettzerfalls die Signatur
der Monoaddukte enthalten. Daher wurde eine genauere Analyse dieses DAS vorgenom-
men (Abbildung 5.35). Im Spektralbereich iiber 350 nm deckt sich das Spektrum ideal
mit dem offset-DAS der fs-UV/Vis Daten zu AMT in AT-DNA, was die Zuordnung des
Prozesses mit einer Zeitkonstante von 6 ps zum Triplettzerfall von AMT in AT-DNA
bekraftigt.

Fiir die Untersuchung des Additionsmechanismus ist der Bereich unterhalb von 380 nm
relevant. In diesem Bereich sollte im Idealfall entweder nur die Erholung des Grundzu-
stands oder zusatzlich die Entstehung der Monoaddukte zu beobachten sein. Die Ab-
sorptionsbanden beider Spezies wiirden in diesem DAS als negative Beitrage auftreten.
Jedoch ist zusatzlich die Signatur des Triplettzustands in diesem Bereich unbekannt.
Befinden sich Absorptionsbanden dieses Zustands in diesem Spektralbereich, so tragen
sie in Form von positiven Amplituden zum DAS bei. Eine Aussage zur Triplettreakti-
vitat ist daher nicht moglich. Die Uberlagerung von drei Signaturen, die Ahnlichkeit der
Grundzustands- und Monoadduktspektren und das niedrige Signal-zu-Rauschen Verhalt-
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nis des Spektrums verhindern eine verladssliche Auswertung.
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Abbildung 5.35: Vergleich des DAS der kinetischen Komponente mit 7 = 6 ps
(schwarz) aus der Messung an AMT mit AT-DNA (Abbildung 5.33, rechts) mit dem
offset-DAS der entsprechenden fs-UV /Vis Daten (blau, vgl. Abbildung 5.21), der ausge-
blichenen Grundzustandsabsorption von interkaliertem AMT (rot), sowie einer Kombi-
nation aus Grundzustandsabsorption und Monoadduktspektrum (orange, vgl. Abbildung
5.30).

Ein weiterer Ansatz zur Bestimmung der reaktiven Zustande ist der Vergleich der
Differenzabsorptionsdaten mit dem Differenzspektrum aus den Belichtungsexperimenten
(Abbildung 5.36). Sollte allein der angeregte Singulettzustand zur Adduktbildung fiihren,
so wiirde die Signatur der Monoaddukte bereits nach 1 ns (vgl. Abbildung 5.21) und
damit weit unterhalb der Zeitaufldsung der Blitzlichtphotolyse (hier ca. 40 ns) ausgebil-
det sein. In diesem Fall wiirde sie bei der Anpassung an die Daten nur im offset-DAS
auftauchen. Zu den Differenzabsorptionsspektren wiirde sie jedoch von Beginn an in
Form des stationaren Differenzspektrums beitragen. Die Differenzabsorptionsspektren

zwischen null und ca. 2 ps bestehen aus bis zu sechs Beitragen:

1. Absorption des Triplettzustands von nicht-interkaliertem AMT
2. Absorption des Triplettzustands von interkaliertem AMT

3. Ausbleichen der Grundzustandsabsorption von nicht-interkaliertem AMT
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4. Ausbleichen der Grundzustandsabsorption von interkaliertem AMT

5. Eventuell Absorption von Monoaddukten, die aus dem angeregten Singulettzustand

gebildet wurden

6. Absorption durch solvatisierte Elektronen

Eine Subtraktion der Signale des nicht-interkalierten Anteils von AMT analog zum
Vorgehen in den fs-UV/Vis Messungen kommt wegen des niedrigen Signal-zu-Rauschen
Verhiltnisses fiir diese Daten nicht in Frage. Die dominierenden Signale des nicht-
interkalierten AMT machen die Spektren in diesem friihen Zeitbereich fiir eine eingehende
Analyse unbrauchbar. Stattdessen wird fiir den Vergleich der Differenzabsorptionsdaten
mit dem Differenzspektrum aus den Belichtungsexperimenten der Zeitbereich um 3 ps
(Abbildung 5.36) gewahlt, bei dem die Signale des nicht-interkalierten AMT bereits
abgeklungen sind. Zur Reduzierung des Rauschniveaus sind die Spektren iiber einen
Zeitbereich von 1 ps gemittelt und anschlieBend spektral iiber sechs Punkte geglattet
(gleitender Durchschnitt). Im Spektralbereich iiber etwa 370 nm zeigt das Blitzlichtpho-
tolysespektrum wie erwartet die Signatur des Triplettzustands von AMT in DNA mit
einem zusatzlichen Beitrag der Absorption von solvatisierten Elektronen im Bereich um
500 nm. Unterhalb von 370 nm zeigt sich ein weiteres Absorptionsmaximum um 335 nm,
das vermutlich auf die Absorption der Monoaddukte zuriickzufiihren ist. Jedoch sind bei
einer Zeitkonstante von 6 ps fiir den Zerfall der Triplettzustande von AMT in DNA zu
diesem Zeitpunkt auch bereits etwa 40 % der Triplettanregungen zerfallen, sodass ohne-
hin ein gewisser Anteil an Monoaddukten, auch bei einem reinen Triplettreaktionspfad,
erwartet wird. Die Uberlagerung von immer noch drei Signalbeitrigen (Beitrige 2., 4. &
5.) im UV-Bereich fiihrt dazu, dass iiber die Blitzlichtphotolysedaten keine klare Aussage

iiber die reaktiven Zustande bei der Photoaddition gemacht werden kann.
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Abbildung 5.36: Vergleich der Blitzlichtphotolysespektren bei 3 ps (schwarz, gemittelt
von 2,5-3,5 ps & mit gleitendem Durchschnitt (6 Punkte) geglattet) aus der Messung
an AMT mit AT-DNA (Abbildung 5.33, rechts) mit dem offset-DAS der entsprechen-
den fs-UV/Vis Daten (blau, vgl. Abbildung 5.21) und dem Differenzspektrum aus dem
Belichtungsexperiment (rot, vgl. Abbildung 5.30, rechts).

Zusammenfassend konnte in den Blitzlichtphotolyseexperimenten die Signatur der Mo-
noaddukte nach dem Zerfall aller angeregten Zustinde beobachtet werden. Ob diese
Signatur bereits nach dem Zerfall des angeregten Singulettzustands in den Daten ent-
halten ist, lasst sich jedoch nicht beantworten. Wie im nachsten Kapitel dargelegt, sind
zur Beantwortung dieser Frage Methoden wie zeitaufgeloste Infrarotspektroskopie not-
wendig, bei denen die Signale der einzelnen Spezies schmaler und damit spektral weniger
tiberlagert sein sollten.
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6 Diskussion - Implikationen der
vorgestellten Resultate fiir

Psoralenanwendungen

Im Rahmen dieser Arbeit ist es erstmals gelungen, mithilfe von Femtosekundenexperi-
menten einen direkten Einblick in die ultraschnellen photoinduzierten Prozesse von DNA-
interkalierten Psoralenen zu erhalten. Um die Signale der im Gleichgewicht interkalierten
Molekiile von denen der nicht-interkalierten zu trennen, wurde eine Subtraktionsprozedur
unter Beriicksichtigung der Zahl der absorbierten Photonen beider Spezies im Proben-
gemisch entwickelt. Daflir war die genaue Bestimmung des Anteils an interkalierten
Molekiilen in einer gegebenen Probenldsung notwendig. Hierzu wurden von den zeitauf-
gelosten Messungen unabhangige Titrationsprotokolle mit UV /Vis Detektion entwickelt,
mit denen die Dissoziationskonstante Kp fiir jede Kombination von Psoralenderivat und
DNA-Sequenz bestimmt werden konnte.

Das bedeutendste Resultat dieser Arbeit ist die Beobachtung eines effizienten PET
von der DNA zu interkalierten Psoralenen. Obwohl in einigen vorangegangenen Studien
eine deutliche Reduzierung der Singulettlebensdauern einiger Psoralene in Anwesenheit
von DNA beobachtet wurde, #8565 wurde ein solcher Prozess nie als mégliche Ursa-
che fiir diese Reduzierung diskutiert. Durch Einsatz verschiedener Psoralenderivate mit
den gangigsten Substitutionsmustern (Methoxy- und Methylsubstitutionen) wurde ge-
zeigt, dass die PET Prozesse bei allen gebrauchlichen Psoralenderivaten stattfinden. Das
schlieBt auch Derivate wie 8MOP ein, die als Wirkstoffe im Rahmen der PUVA-Therapie
eingesetzt werden. Nach einem Umbau der Apparatur fiir FSRS Messungen im Rahmen
dieser Arbeit konnte der PET Prozess zusatzlich zu den fs-UV/Vis Experimenten auch
in zeitaufgelosten Raman Messungen beobachtet werden.

Uber eine Variation der DNA-Sequenzen wurde Guanin als einzige Elektronen donie-
rende Nukleobase identifiziert. Diese Erkenntnis hat direkte Relevanz fiir das mecha-

nistische Verstandnis der eigentlich im Rahmen der Psoralenanwendungen erwiinschten

119



6 Diskussion - Implikationen der vorgestellten Resultate fiir Psoralenanwendungen

[2+2]-Cycloadditionen mit Thyminbasen in der DNA. Befindet sich innerhalb der DNA
eine Guaninbase in direktem Kontakt zur Interkalationsstelle des Psoralens, so findet
innerhalb weniger Pikosekunden ein PET statt, der den angeregten Singulettzustand
des Psoralens 16scht und die Besetzung von Triplettzustanden unmaoglich macht. Sollten
aus einer solchen Position heraus Photoadditionen stattfinden, so miissten diese iiber
angeregte Singulettzustande ablaufen. Interkaliert ein Psoralen hingegen in eine langere
Sequenz von AT-Basen, so reicht die Triebkraft fiir einen PET nicht fiir eine effizien-
te Loschung der Singulettzustande aus und Triplettzustande werden weiterhin besetzt.
In diesem Fall konnten entweder nur Singulett- oder Triplettzustinde oder auch beide
Arten von Zustanden zur Bildung der Addukte beitragen. Die Ermittlung der reakti-
ven Zustinde von AMT in AT-DNA mithilfe von Blitzlichtphotolyseexperimenten war
durch eine Vielzahl iiberlappender Signalbeitrdge im Bereich der Adduktabsorption nicht
moglich. Hilfreich waren hier zeitaufgeloste Infrarotmessungen, bei denen die Signale
deutlich schmaler sind und daher deutlich weniger stark iiberlappen. Fiir solche Mes-
sungen fehlt in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Gilch die technische Ausstattung. Im
Anschluss an diese Arbeit ist daher eine Kooperation mit dem Institut fiir BioMolekulare
Optik an der LMU Miinchen geplant, in der die reaktiven Zustande innerhalb reiner AT-
DNA — anhand der Zeitkonstanten fiir die Entstehung der Adduktsignatur — identifiziert
werden sollen.

Fiir das kinetische Verhalten von angeregten Psoralenen in natiirlicher DNA oder
DNA mit gemischter Basenzusammensetzung sind zwei Szenarien denkbar (Abbildung
6.1). Interkaliert ein Psoralen zwischen zwei AT-Basenpaare, die von GC-Basenpaaren
umgeben sind, so waren die entstehenden Radikalionen durch eine Nukleobase separiert.
Es wiirde somit formal kein CIP, sondern ein SSIP gebildet. Damit kann sich die Trieb-
kraft fiir einen PET trotz der geringen Abstandsanderung zum nachsten Guanin deutlich
andern. In diesem Fall sind die Gleichungen 2.4 und 2.6 fiir die Berechnung der PET
Triebkraft relevant. Ob die freie Reaktionsenthalpie AG2¢ in diesem Fall fiir einen PET
ausreicht, hangt stark davon ab, welcher Wert fiir die relative Dielektrizitatskonstante
€, des Losungmittels gewahlt wird. Wie in Kapitel 5.3 bereits diskutiert wurde, unter-
scheidet sich der effektive Wert fiir ¢, fiir interkalierte Psoralene von dem fiir reine DNA
bestimmten Wert von ¢, = 8,181 da das umgebende Wasser ebenfalls einen stabilisieren-
den Einfluss haben kann. Eine solche Heterogenitat kann in den einfachen dielektrischen

Modellen, auf denen die angegebenen Gleichungen basieren, nicht beriicksichtigt wer-
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den. Verwendet man einen lonenabstand von 6 A, was einem realistischen Wert fiir eine
separierende Nukleobase nahe kommen sollte, und ¢, = 8 fiir eine Abschatzung von
AGYs so erhilt man AG2; = —0,14 eV. Auch bei einem durch den gréBeren Donor-
Akzeptor Abstand im Vergleich zum CIP geringeren Kopplungsmatrixelement Hpa wiirde
dieser Wert fiir einen PET innerhalb der Singulettlebensdauer vermutlich ausreichen. 7]
Geht man jedoch von einem effektiven €, im Bereich von 20 oder héher aus, so erreicht
A G positive Werte und ein effizienter PET innerhalb der Singulettlebensdauer wird
unmoglich. Im ersten Szenario findet also ein PET auch iiber separierende Basen hin-
weg statt, dessen Geschwindigkeitskonstante dann stufenweise mit steigender Zahl von
separierenden Basen abfallt. Fiir dieses Szenario sprechen Daten zu 8MOP in Verbin-
dung mit verschiedenen definierten DNA-Sequenzen, nach denen die Photoadditionen
effizienter ablaufen, je linger die AT-Basenabfolge innerhalb der DNA-Molekiile ist. ]
Bei — im Durchschnitt — wachsendem Abstand zur nachsten Guaninbase konnte in die-
sem Fall die Geschwindigkeitskonstante fiir den PET abfallen und somit mehr Zeit fiir
Photoreaktionen bleiben.

GC-DNA AT-DNA Increasing distance to G
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Abbildung 6.1: Einfluss der DNA-Sequenz auf die Photochemie interkalierter Psoralene
(Ps). Befinden sich Guanine in direkter Nachbarschaft zur Interkalationsstelle, findet in-
nerhalb weniger Pikosekunden ein PET statt (GC-DNA). Bei groBem Abstand zum néchs-
ten Guanin findet kein PET statt und die Cycloadditionen an die DNA werden effizienter
(AT-DNA). Exemplarisch sind Zeitkonstanten (7ap7) und Reaktionsquantenausbeuten
(®gamT) fiir AMT angegeben. Ist das ndchste Guanin durch wenige AT-Basenpaare von
der Interkalationsstelle separiert, sind zwei Szenarien denkbar (s. Text).
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Daten aus dieser Arbeit zu AMT in GTAC-DNA lassen keine klaren Riickschliisse zu.
Wahrend die Signale des Anteils der AMT-Molekiile, die in der GTAC-DNA zwischen
die AT-Basenpaare interkalieren, moglicherweise unterhalb der Detektionsgrenze der fs-
UV/Vis Experimente lagen (Kapitel 5.3), zeigten die Belichtungsexperimente eindeutig
die Bildung von Monoaddukten mit einer Reaktionsquantenausbeute ®g im Bereich von
0,01-0,02 an (s. Abbildung 5.31). Eine analoge Messung in reiner AT-DNA ergab einen
Wert von &z = 0,15. Unter der Annahme, dass alle Interkalationsstellen in etwa mit glei-
cher Wahrscheinlichkeit besetzt werden (s. Kapitel 5.3.1), sollte sich in der GTAC-DNA
ca. ein Siebtel der Psoralene zwischen den zentralen AT-Basenpaaren befinden. Da das
Verhaltnis der Werte fiir & fiir die GTAC-DNA und die AT-DNA ebenfalls ungefdhr im
Bereich eines Siebtels liegt, liegt die Vermutung nahe, dass sich die dort zwischen den
AT-Basenpaaren interkalierten Molekiile genau wie in AT-DNA verhalten. Eine separie-
rende Nukleobase konnte also ausreichen, um den Elektrontransfer zu verhindern, was
das zweite mogliche Szenario fiir die Kinetik in gemischter DNA darstellt. Aufschluss
dariiber, welches der beiden Szenarien zutrifft, konnten weitere zeitaufgeloste Expe-
rimente mit unterschiedlich langen AT-Basenabfolgen und unterschiedlich hohen AT-
zu GC-Basenpaarverhiltnissen geben. Existiert eine stufenweise Abhangigkeit der PET
Geschwindigkeitskonstanten, so sollten besipielsweise in DNA-Molekiilen der Sequenz
5'-GCATATATGC-3" mehrere unterschiedliche Zeitkonstanten fiir den PET beobachtet
werden.

Generell liefern die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse einen Ansatz, iiber den
Psoralenderivate fiir die DNA-Anbindung optimiert werden kénnen. Die Beobachtung des
PET zeigt erstmals, dass elektrochemische Eigenschaften wie die Standardreduktions-
potenziale der Psoralene einen entscheidenden Einfluss auf die Quantenausbeuten ihrer
[24-2]-Cycloadditionen an die DNA haben. Verschiebt man diese Potenziale und/oder
ihre 0,0-Ubergangsenergien durch geeignete Substitution um nur etwa 0,3-0,4 eV, so
sollte dies die PET Prozesse von Guaninbasen energetisch verhindern und somit die
Reaktionsquantenausbeuten erhohen. Ein entsprechendes Projekt, das auf den Erkennt-
nissen dieser Arbeit aufbaut, hat in Kooperation mit dem Institut fiir Organische Chemie

und Makromolekulare Chemie bereits begonnen.
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Anhang

Anhang

Mathcad Routine zur Kp-Wert Bestimmung aus Titrationsdaten

Kd-Bestimmung uber Gleichungssystem fir je eine
‘Wellenlange A oder einen gemittelten Wellenlangenbereich

Fur jedes Experiment missen folgende Werte geéndert werden (grin):

- Absomtionskoeff. £1 des freien Psoralens for die entsprechende A

- Gesamtkonzentration des Psoralens unter "Vorgaben™

- Die Vektoren Abs und DNA (DMA-komigierte Absorption und DMNA
Konzentraticn, kdnnen aus Origin kopiert werden)

- falls nicht genau 20 Messpunkte veriegen, missen Vorgaben
zugeflgtigeldscht werden

£2 entspricht dem Abs. koeff. des interkalierten Peoralens

Konstanten:
Formeln:
‘&[cﬁﬁ,:gu,EZ} = £l-efre1 + £2-(cges — cffer)
. (cges — cfier)-(cfrer + Ed)
cDMA(cfrei, A =
( cges, Kd) pren
Schitzwerte: 5
€2 = 4200 Kd:= 410
ela=100°  elb=107° cle=107° eld=10" cle=10"  elf =10
— 5 -5 . — 5 . — 3 —5 — 35
elg=10 clh:= 10 eli=10 eli:==10 clk:= 10 cell =10
clm = 10_5 clon:= 10" 3 clo = 10_5 clp= 1_5 clg:= ID_S elri= 10_5
els= 1077 elt= 100
Vorgabe

Alcla,eges,22) = Abs,  Afclg,eges,£2) = Abs, Alelm,eges.c) = Abs;,  Alcls,eges,cl) = Abs o
Alelb, cges,22) = Absl Afelh, eges c2) = A]:s,ir Aleln,eges,£2) = Ahsn Afelt cges,22) = Ahslp
Alele,cges,£2) = Abs,  Afeli,cges,c2) = Absy Alelo,eges,c1) = Abs,
Aleld,cges,c2) =Abs,  Afelj,cges,£2) = Absy Alelp,eges,c1) = Abs, .
Alcle cges,£2) = Abs,  Afclk czes.€2) =Abs, Alclg,cges,€2) = Abs
Afclf,cges,e2) =Abs.  Alcll cges,£2) = Abs,) Afelr,cges,£2) = Abs

<DNA(cla,czes Kd) =DNA | cDNA(clg,cges Ed) =DNA_ cDNA(clm,czes Kd) =DNA | cDNA(els czes, Kd) =DNA
<DMA(elb, eges Kd) =DMA,  ¢DNA(clh,cges Kd) =DNA_ cDNA(eln,eges Kd) =DNA . cDNA(elt,eges Kd) = DNA
<DMA(ele,czes Kd) =DNA, ¢DNA(cliczes Kd) =DNA_  cDNA(elo, ezes Kd) =DNA
<DNA(cld,cges, Kd) =DNA, cDNA(clj.czes, Kd) =DNA, cDNA(clp,czes Kd) = DNA, .
<DNA(cle,cges Kd) =DNA, cDNA(elk cges,Kd) =DNA | <DNA(clg, cges, Kd) =DNA,

DNA(clf,cges, Kd) =DNA,  cDNA(cll,czes,Kd) =DNA, | cDNA(clr,czes, Kd) = DNA,

140



Anhang

Mathcad Routine zur Kp-Wert Bestimmung aus Titrationsdaten
(Fortsetzung)

Lésungen:
( Kdis ™)
epsl
CE
a
. 0
i 0| 1784104
o 1| 452410
“ 2| zo24105
B 3| 4623106
£ 4| 6356106
& 5 8.07-106
A, 6| 1037105
1 |:= Suchen(Ed, 2, cges cla,clb,cle.cld.cle.clf clg, elh eli.clj clk. cll clm, cln, clo. elp.clq. elr.els,elt) = 7 1.206-10-5
i 8| 1433105
k 9| 1e62610°
& 10| 1.704-105
. 11| 1.801-105
n 12| 1874105
o 13| 1899105
- 14| 194105
a 15
r
A
\ )‘5‘ ),

‘ergleich zwischen Daten und Fitresultaten:
{Die Werte fir Kd, cges und £2 werden automatisch aus der Losung des Fits
genommen und mit den experimentellen Daten Gberagert dangestellt)

{ (= 3 3
LD Edis ez oD+ 2DEds-2Deg+ Edis™ + 2Ediseg+ eg”
Ab(D}::eps_-.?- 5 +T—\ 3 |._.
S e = = = v .
i — Bl ER
1 = /D" + 2 DEdis - 2D fis~ 4 2 Kdiscz+ oz
o Cg_‘_D_KdL.+§_\D 2 D-Edis - 2D-cg + Kiis™ + 2 Kdiscg + og H
W2 2 2 2 J
013 T T T T

el 1«10 =10 " 110 1x10~ 001
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Titrationsexperimente zur Bestimmung von Dissoziationskonstanten

T T T T T T T T T
0.12 Kp=1.8x10*M J
8 8
= < 0M |
(0] (0]
Q o
c c
[0} ©
£ 2
o o
[%2] (72}
2 2 010}
1 1 1 1 1 009 1 1 1 1
320 340 360 380 400 10 10 10 107
Wavelength / nm Base Pair Concentration / M

Abbildung A.2: Links. Absorptionsspektren der Titration von AMT mit GC-DNA in
Phosphatpuffer (d = 1 cm). Die AMT-Konzentration betrug konstant 20 pM, wihrend
die DNA-Konzentration von hoch (griin) zu niedrig (rot) variiert wurde. Der Beitrag der
DNA zur Absorption wurde unter Beachtung der jeweiligen DNA-Konzentration sub-
trahiert. Rechts: AMT-Absorption um 338 nm in Abhangigkeit der DNA-Konzentration
(schwarze Punkte) mit der Anpassungsfunktion zur Bestimmung von Kp aus der Math-
cad Routine (rot). Entnommen aus S. Frobel et al. (12!

T T T T T T T T T T
0.40 | .
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Abbildung A.3: Links: Absorptionsspektren der Titration von AMT mit AT-DNA in
Phosphatpuffer (d = 1 cm). Die AMT-Konzentration betrug konstant 62 pM, wahrend
die DNA-Konzentration von hoch (griin) zu niedrig (rot) variiert wurde. Der Beitrag der
DNA zur Absorption wurde unter Beachtung der jeweiligen DNA-Konzentration sub-
trahiert. Rechts: AMT-Absorption um 335 nm in Abhangigkeit der DNA-Konzentration
(schwarze Punkte) mit der Anpassungsfunktion zur Bestimmung von Kp aus der Math-
cad Routine (rot). Entnommen aus S. Frobel et al. 121
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Abbildung A.4: Links: Absorptionsspektren der Titration von PSO mit GC-DNA in
Phosphatpuffer (d = 1 cm). Die PSO-Konzentration betrug konstant 35 pM, wéhrend die
DNA-Konzentration von hoch (griin) zu niedrig (rot) variiert wurde. Der Beitrag der DNA
zur Absorption wurde unter Beachtung der jeweiligen DNA-Konzentration subtrahiert.
Rechts: PSO-Absorption um 330 nm in Abhangigkeit der DNA-Konzentration (schwarze
Punkte) mit der Anpassungsfunktion zur Bestimmung von Kp aus der Mathcad Routine
(rot). Entnommen aus S. Frébel et al. (121
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Abbildung A.5: Links: Absorptionsspektren der Titration von 8MOP mit GC-DNA in
Phosphatpuffer (d = 1 cm). Die 8MOP-Konzentration betrug konstant 48 pM, wihrend
die DNA-Konzentration von hoch (griin) zu niedrig (rot) variiert wurde. Der Beitrag der
DNA zur Absorption wurde unter Beachtung der jeweiligen DNA-Konzentration subtra-
hiert. Rechts: 8MOP-Absorption um 310 nm in Abhangigkeit der DNA-Konzentration
(schwarze Punkte) mit der Anpassungsfunktion zur Bestimmung von Kp aus der Math-
cad Routine (rot). Entnommen aus S. Frébel et al. (121
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