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1 Ubersicht

1.1 Teilprojektleiterinnen und Teilprojektleiter

Allgemeiner Teil

Name, Vorname, akad. m/w | Geb. Institut TP | Beginn u.

Titel Jahr Ende
Fleig, Timo, Prof. Dr. m | 1967 | Theoretische Chemie und C3 | Juli 2005
Computerchemie Juni 2009
Gartner, Wolfgang, Prof. Dr. | m | 1951 | MPI fur Bioanorganische B3 Juli 2005
Chemie Dez. 2009
Gerhards, Markus, Prof. Dr. m | 1963 |Physikalische Chemie | A3 Juli 2005
Juni 2008
Heberle, Joachim, Prof. Dr. m | 1960 |Biologische Struktur B3 Juli 2005
forschung, IBI-2, FZ Jllich / Juni 2009

Universitat Bielefeld, PCIII

Holzwarth, Alfred, Prof. Dr. m | 1949 | MPI fur Bioanorganische B2 Juli 2005
Chemie Juni 2010
Jahns, Peter, Prof. Dr. m | 1960 |Biochemie der Pflanzen B2 Juli 2005
Juni 2010
Kleinermanns, Karl, Prof. Dr. | m | 1950 |Physikalische Chemie | A4 Juli 2005
Juni 2010
Kuhnemuth, Ralf, Dr. m | 1963 |Physikalische Chemie Il B4 Juli 2005
Juni 2009
Lubitz, Wolfgang, Prof. Dr. m | 1949 | MPI fir Bioanorganische A7 Juli 2005
Chemie Juni 2010
Marian, Christel, Prof. Dr. w | 1954 | Theoretische Chemie und C1, | Juli2005
Computerchemie Z1 Juni 2010
Martin, Hans-Dieter, Prof. m | 1939 |Organische Chemie und B1 Juli 2005
Dr. Makromolekulare Chemie | 1 8.3.2009
Neese, Frank, Prof. Dr. m | 1967 | MPI fir Bioanorganische Cc2 Juli 2005
Chemie Marz 2007
Ritter, Helmut, Prof. Dr. m | 1948 | Organische Chemie und B4 Juli 2005
Makromolekulare Chemie Il Juni 2009
Schaper, Klaus, Priv.-Doz. m | 1965 |Organische Chemie und A8, | Juli 2005
Dr. Makromolekulare Chemie | B6 | Juni 2010
Schmitt, Michael, Priv.-Doz. m | 1964 |Physikalische Chemie | A2 Juli 2005
Dr. Juni 2010
Seidel, Claus, Prof. Dr. m | 1961 |Physikalische Chemie Il A8, | Juli 2005
B4 | Juni 2010
Stahl, Wilhelm, Prof. Dr. m | 1955 |Biochemie und B1 Juli 2005
Molekularbiologie | Juni 2010
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Staudt, Claudia, Prof. Dr. w | 1964 |Organische und B5 Juli 2005
Makromolekulare Chemie I Dez. 2009
Thiel, Walter, Prof. Dr. m | 1949 | MPI fur Kohlenforschung C4 Juli 2005
Juni 2010
Weinkauf, Rainer, Prof. Dr. m | 1954 |Physikalische Chemie | A1 Juli 2005
Juni 2010
1.2  Teilprojekte
TP Titel Fachgebiet und Leiter/in, Beginn
Arbeitsrichtung Institut, Ort u. Ende
Direkte Spektroskopie von Juli
Triplett-, Ladungstransfer- Physikalische : 2005
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A1l . - : Physikalische Chemie .
Singulett-Zustanden in Laser- | HHU. Diisseldorf Juni
Molekulen und Massenspektroskopie | ’ 2010
StoBkomplexen
Bestimmung von Strukturen 0o , Juli
und Lebensdauern Phy3|l§allsche an.—Doz. Dr. M. 2005

A2 | photoprotektiver Addukte in Chemie/ SC“”.“”!. .
elektronisch angeregten Hochauflésende _ PhyS|kaI|§_che Chemie Juni
Zustanden Laserspektroskopie | I, HHU Disseldorf 5010
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Physikalische Prof. Dr. K.
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zustande von Carotinoiden Spektroskopie Bioanorganische Juni
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Prof. Dr. C. Seidel, Juli
Physikalische Chemie |2005
Steigerung der Signalstarke | Physikalische I, .HHU Dasseldort / .
g ) Priv.-Doz. Dr. K. Juni
und Photostabilitat von Chemie/

A8 . . . Schaper, 2010
Fluorophoren bei der Organische Chemie . .
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TP Titel Fachgebiet und Leiter/in, Beginn
Arbeitsrichtung Institut, Ort u. Ende
Prof. Dr. H.-D. Martin,
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B4 |Primarprozesse Ch)émie / Prof. Dr. C. Seidel /
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Chromophore Physikalische Chemie Il, 2009
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TP Titel Fachgebiet und Leiter/in, Beginn u.
Arbeitsrichtung Institut, Ort Ende
Quantenchemische
Bestimmung von
spinmagnetischen ,
Wechselwirkungen und Theoretische ?Lgbrziis%hgﬂbw:r?\?;, Juli 2005
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lungen mit Multireferenz- | Quantenchemie HHU DDsZeIdorf * 1Juni 2010
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Methoden
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Hartree-Fock basierte Theoretische Iliﬂrsr.fi?rr. F. Neese, Juli 2005
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C3 | Ladungsibertragungs- Chemie, und Computerchemie
zustanden Quantenchemie HHU Dﬂgseldorf * 1 Juni 2009
Elektronisch angeregte Theoretische fﬂrglf'ﬁ?r“ W. Thiel, Juli 2005
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Institut fir Juli 2005
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1.3  Beteiligte Fachbereiche, Institute und Einrichtungen der Hochschule und
auBeruniversitaren Institute

Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

Mathematisch-Naturwissenschaftliche Fakultat

Wissenschaftliche Einrichtung Chemie
Institut fir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie

Institut flir Physikalische Chemie und Elektrochemie

Institut fir Theoretische Chemie und Computerchemie
Wissenschaftliche Einrichtung Biologie

Institut fUr Biochemie der Pflanzen

Medizinische Fakultat

Institut fir Biochemie und Molekularbiologie |
Forschungszentrum Jilich GmbH

Institut fir Biologische Informationsverarbeitung

IBI-2: Biologische Strukturforschung
Max-Planck-Gesellschaft

Max-Planck-Institut fir Bioanorganische Chemie, Milheim a. d. Ruhr
Abteilung Biophysikalische Chemie

Abteilung Bioanorganische Chemie
Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung, Miilheim a. d. Ruhr

Abteilung Theorie
Universitat Bielefeld

Fakultat fir Chemie

Physikalische Chemie Il

1.4  Finanzielle Ausstattung

Haushalts- | Personalmittel Sachmittel Investitionsmittel Summe
jahr

2005/2 470,1 172,1 249,9 892,1
2006 1.063,2 287,1 55,0 1.405,3
2007 974,4 357,1 1.331,5
2008 945,0 361,2 1.306,2
2009/1 457,8 154,1 611,9
Zwischensumme erste Forderperiode 5.547
2009/2 369,6 70,5 440,1
2010/1 325,5 79,5 405,0
Zwischensumme zweite Férderperiode 845,1
Gesamtsumme: 6.392,1

(Alle Angaben in Tausend Euro)
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2 Zentrale Ergebnisse des Sonderforschungsbereichs

2.1 Wissenschaftliche Entwicklung

Im Zentrum der Forschungsaktivititen des Mitte 2005 gegriindeten SFB 663 ,Molekulare
Antwort nach elektronischer Anregung® standen molekulare Prozesse auf elekironisch
angeregten Potentialflachen komplexer chemischer, biomimetischer und biologischer Systeme.
Vorrangiges Ziel war es dabei, die durch Einwirkung von Photonen auftretenden intra- und
intermolekularen Wechselwirkungen im Detail zu verstehen, die elektronischen Zwischen-
zustdnde und Reaktionswege der beteiligten Moleklle zu identifizieren und aufbauend auf
diesen Erkenntnissen, gezielt verbesserte oder gar neuartige photoaktive Systeme zu
konzipieren.

Zentrale Fragestellungen des SFB 663 rankten sich um die Themen Photostabilitat, Photo-
protektion und Photoreaktivitat. Zur Untersuchung dieser Fragestellungen wurde die Strategie
verfolgt, die molekulare Antwort eines elektronisch angeregten Chromophors in komplexer
Umgebung zunachst auf vereinfachte Modellsysteme zuriickzufihren und interdisziplinar zu
bearbeiten. Schritt fir Schritt sollte die Komplexitat erhéht werden, um sich damit den natirlich
vorkommenden oder artifiziellen Systemen von komplexer Struktur anzunahern. Neben
konkreten Anwendungen stand die Entwicklung neuer experimenteller und theoretischer
Methoden im Vordergrund.

Um eine synergetische Verstarkung zu erreichen, wurde besonderer Wert gelegt auf eine enge
Verzahnung von Experiment und Theorie, die Blindelung der Expertisen aus Chemie, Biologie
und Medizin, die Entwicklung und Optimierung von Methoden zur Charakterisierung
elektronisch angeregter Zustande, die Anwendung komplementarer Methoden auf Facher
Ubergreifende Fragestellungen, die Etablierung einfacher molekularer Modelle und die
Ubertragung der an diesen Modellen gewonnenen Erkenntnisse auf komplexe Systeme. Das
langfristige Ziel, namlich die iterative Optimierung gewtinschter Eigenschaften von Chromophor-
systemen konnte trotz der reduzierten Forderzeit in Teilbereichen umgesetzt werden. In
zahlreichen Fallen ist es gelungen, den Bogen von der theoretischen Chemie Uber die
Spektroskopie und Synthese hin bis zur Biologie/Medizin zu spannen. Dariiber hinaus
entwickelten sich zahlreiche bilaterale Kooperationen. Im Folgenden werden beispielhaft einige
wesentliche, im SFB 663 errungene Erkenntnisse und Fortschritte présentiert.

Carotinoide und andere Polyene spielen im SFB eine zentrale Rolle, da ihre ungewdéhnliche
Elektronenstruktur sie zu vielféltigen Photoprotektionsreaktionen beféhigt. Die Weiterentwick-
lungen am Puls-ENDOR-Aufbau (Q-Band) ermdglichten die Aufnahme von ENDOR-Spektren
von Kkurzlebigen Triplettzustdnden mit bisher nicht erreichtem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis.
Dadurch gelang es erstmals, die Triplett-Spindichte-Verteilung im Carotinoid einer Antenne zu
bestimmen, was einen Durchbruch in der Triplett-Spektroskopie darstellt.[1*] Bisher waren alle
Versuche an den sehr kleinen Signalen und den schnellen Zerfallszeiten (auch bei sehr tiefen
Temperaturen) gescheitert. Die sehr ungewodhnliche Relaxationsdynamik (elektronische
Koharenz) der angeregten Zustéande von langerkettigen Carotinoiden, die flir das Verstandnis
der Funktion von Carotinoiden bei Energie- und Elektronentransfer-Reaktionen eine zentrale
Rolle spielt, konnte durch das Zusammenwirken Femtosekunden aufgeléster Spektroskopie
und quantenchemischen Untersuchungen auf eine konische Durchschneidung der 'B,* und 'B,”
zurtckgefuhrt werden.[2*] Im Gegensatz dazu ist die stark von der Umgebung abhangige
Relaxationsdynamik carbonylhaltiger Carotinoide noch weitgehend unverstanden. In einer
fachertbergreifenden Kooperation wurden im SFB phenolische und quinoide Carotinoide
untersucht. Von diesen zeigte 3,3-Dihydroxyisorenieratin  (DHIR) herausragende
photoprotektive und antioxidative Wirkung.[3*,4*] Die einzigartige elektronische Struktur dieses
Molekuls, das natirlich in Belagen von Rotschimmelkdsen vorkommt, ist fir diese besonderen
Eigenschaften maBgeblich verantwortlich.[5*] Diese Substanz kénnte als Lichtschutzmittel und
Antioxidanz eingesetzt werden und als Komponente in funktionellen Nahrungsmitteln oder
Supplementen zur Pravention altersabhangiger Erkrankungen dienen. Ein Patent wurde von der
HHU Diisseldorf zusammen mit der BASF angemeldet.[40*] Ein Durchbruch auf dem Weg zum
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Verstandnis der photoprotektiven Energiedissipationsprozesse (=NPQ-Mechanismus) in
Pflanzen ergab sich durch die Etablierung einer neuartigen Messmethode, welche die
Anwendung ultraschneller Fluoreszenz-Spektroskopie auf intakte Blatter und somit die
Untersuchung des NPQ-Mechanismus unter in vivo Bedingungen erlaubt. [6*] Anhand
vergleichender Messungen an verschiedenen Mutanten konnte ein neues Modell fur die
Lokalisation des NPQ entwickelt werden, in dem erstmals zwei parallel arbeitende,
unabhéngige NPQ-Zentren mit zwei unterschiedlichen NPQ-Mechanismen vorgeschlagen
werden. Damit ist es nun mdglich, die bisher in der Literatur vorgeschlagenen, kontréaren
Modelle zur Lokalisation des NPQ-Schutzmechanismus in einem gemeinsamen Modell zu
vereinigen.[7*] Die Dynamik der cis/trans-lsomerisierung im S; Zustand wurde am Beispiel von
Retinal-Modellen mit ,surface hopping® Simulationen untersucht.[8*] Kurzkettige und cyclische
Polyene koénnen als Triplettléscher fur Fluoreszenzfarbstoffe fungieren. Fir die Léschung der
bei der intensiven Anregung von Rhodamin-Farbstoffen in der Einzelmolekul-Fluoreszenz-
spektroskopie entstehenden langlebigen, nicht fluoreszierenden Farbstoffspezies (T4, R™", R™)
wurde ein neues Reaktionsmodell entwickelt.[9*] Wichtige Aspekte waren dabei die Vorhersage
der Fluoreszenzintensitdt in Abhangigkeit von der Konzentration des Ld&schers und vom
Léschmechanismus. Einige Triplettldscher zeigten zusatzlich eine antioxidative Wirkung, so
dass die Zahlrate auf das Achtfache gesteigert werden konnte. Erste Konjugate zwischen
Farbstoffen und Triplettldschern wurden hergestellt, der Optimierungsprozess ist aber noch
nicht abgeschlossen. Fir die Optimierung der Eigenschaften wichtig ist die Kenntnis der
energetischen Lage der Triplettzustande. Mit Hilfe des in der ersten Férderperiode neu konzi-
pierten und in der zweiten Forderperiode zur Anwendungsreife entwickelten Anionenphoto-
elektronenspektrometers gelang an isolierten Polyenen und ihren Komplexen mit molekularem
Sauerstoff der direkte Nachweis optisch dunkler Zustande. Komplementar wurde mit transienter
Triplettabsorptionsspektroskopie das Verhalten der intermediaren Zustidnde in einer
Lésungsmittelumgebung untersucht. Carotinoide und ihre kurzkettigen Verwandten werden
auch weiterhin ein Gegenstand intensiver Forschung sein, zumal diese Molekile hohe
Anforderungen nicht nur an die spektroskopischen sondern auch an die theoretischen
Methoden stellen, wie im SFB durchgeflihrte Benchmarkrechnungen belegen. [10*,11%,12%]

Im SFB 663 wurden grundlegende Erkenntnisse Uber allgemeine Strukturmerkmale fir die
Existenz schneller Relaxationswege in photostabilen Substanzen gewonnen. Durch die
Erforschung der spektralen Eigenschaften von isolierten Molekllen sowie ihrer Komplexe mit
Wasser hat der SFB wichtige Beitrdge zum Verstandnis der Struktur-Stabilitats-Beziehung von
Nucleobasen und anderen heterozyklischen Systemen geleistet. Von besonderem Vorteil war
dabei, dass die spektroskopischen Untersuchungen durch gezielte Synthesen von Derivaten
unterstitzt und ihre Interpretation durch quantenchemische Rechnungen begleitet wurden. So
waren z.B. im Falle der DNA-Base Guanin durch resonante Zweiphotonenionisation vier
Tautomere nachgewiesen worden, die Zuordnung der Spektren zu den Tautomeren war jedoch
lange Zeit umstritten. Der SFB konnte zur Auflésung dieser Streitfrage entscheidende Beitrage
leisten. Theoretische Untersuchungen zeigten, dass die biologisch relevante Form spekiral
nicht erfasst wird, sondern durch eine konische Durchschneidung in den elektronischen
Grundzustand relaxiert und daher besonders photostabil ist.[13*] Simulationen der schnellen
Relaxationsdynamik durch ,surface hopping“ Rechnungen ergaben, dass in der Regel mehrere
konkurrierende Relaxationspfade existieren.[14*] Experimentell konnte gezeigt werden, dass
nach Laserdesorption von Guanin Iminotautomere im Molekularstrahl vorhanden sind, die fir
die spektrale Signatur verantwortlich sind.[15*] Unter dem Einfluss von L&sungsmittel und
Temperatur ergeben sich spektrale Verschiebungen, die durch QM/MM-Methoden gut
reproduziert werden und belegen, dass dies ein gangbarer Weg zur Behandlung von
Umgebungseinflissen auf elektronisch angeregte Zustédnde ist.[16*] Surface-Hopping-
Rechnungen auf OM2/MRCI-Niveau wurden auch an den Pyrimidin-Nucleobasen Uracil,
Thymin und Cytosin, um die nichtadiabatische Dynamik und die Relaxationsmechanismen
dieser Molekile in der Gasphase zu verstehen, wobei die berechneten Lebensdauern generell
gut mit den publizierten experimentellen Daten Ubereinstimmten.[17*] Bei Uracil und Thymin
dominiert dabei ein schrittweiser Relaxationsmechanismus, wahrend in Cytosin der direkte
S;—S, Ubergang am wichtigsten ist. Die Natur der experimentell beobachteten langlebigen
Dunkelzustande in Pyrimidin-Nucleobasen und die Beteiligung von transienten Triplettzustéan-
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den am Relaxationsprozess konnte noch nicht abschlieBend geklart werden. Wé&hrend die
Interpretation von Molekularstrahlexperimenten den S;-Zustand als Ursprung des mehrere
Hundert Nanosekunden langlebigen Dunkelzustands favorisiert,[18*] postulieren quanten-
chemische Untersuchungen, dass der eventuell populierte intermediare S;-Zustand in isolierten
Uracilderivaten durch Interkombination ultraschnell in den darunter liegenden T;-Zustand
relaxiert.[19*] Die Auflésung dieses Widerspruchs erfordert weitere Untersuchungen.

Von der Kooperation zwischen experimentellen und theoretisch arbeitenden Gruppen haben in
der Regel beide Partner profitiert. So konnten durch hochgenaue Messungen an Indolderivaten
in der Gasphase Daten erhoben werden, die als Prifstein fir die Qualitat der theoretischen
Naherungsverfahren in den Projekten dienen. Dabei konnten nicht nur die stationdren Punkte
auf den angeregten Potentialflachen abgetastet werden, sondern es wurde auch die konische
Durchschneidung zwischen den L,- und L,-Zustdénden charakterisiert.[20*,21*] Umgekehrt
lieferten quantenchemische Rechnungen entsprechende Interpretationshilfen bei der
Zuordnung der Spektren.

Dem Ziel, die mechanistischen Hintergriinde komplexer photophysikalischer, photochemischer
und photobiologischer Prozesse auf molekularer Ebene zu verstehen, ist der SFB 663 wéhrend
seiner Forderzeit ein gutes Stiick naher gekommen. Die Bedeutung der Umgebung fir den
Ablauf der photoinduzierten Prozesse wurde von uns an vielen Beispielen gezeigt. Durch das
Zusammenwirken von Theorie und Experiment sind zum Beispiel die ersten Schritte
verstanden, die der primaren Photoanregung des Flavinmononukleotids in der LOV1-Doméane
von Blaulicht-sensitiven Photorezeptoren folgen. Wie bereits zu Beginn des Férderzeitraums
bekannt war, erfolgt zundchst ein Ubergang von der Potentialflache des elektronisch
angeregten Singulett-Zustands in einen Triplett-Zustand. Entgegen friiherer Annahmen zeigen
unsere Simulationen jedoch, dass die Interkombination in der Proteinumgebung und in
wassrigen Lésungen nicht Uber einen Zwischenzustand vom n—1*-Typ verlduft, sondern Gber
vibronische Spin-Bahn-Kopplung zweier m—1*-Zustédnde.[22*,23"*] Diese nach den El Sayed-
Regeln verbotene Art der Interkombination wurde bisher wenig beachtet, scheint nach unseren
Erkenntnissen aber ein weit verbreiteter Mechanismus in polar protischen Umgebungen zu
sein.[24*] Zur weiter gehenden Aufklarung der Photochemie von Blaulichtrezeptoren wurden
chemisch modifizierte Flavine synthetisiert [25*] und mit einem eigens entwickelten Protokoll in
eine Proteinmatrix unter Austausch des nativen Chromophors eingebunden. Ein bedeutender
Aspekt der Photochemie des 5-Deaza-Riboflavins, das nach photochemischer Anregung mit
einem Cystein-Rest der LOV-Doméne des Proteins YtvA aus Bacillus subtilis reagiert, ist die
Photoadressierbarkeit. Hierbei wurde ein in beiden Richtungen photo-schaltbares System
identifiziert, das eine breite Palette an potentiellen biologischen und biotechnologischen
Anwendungen aufweist. Durch transiente Triplett-Triplett-Absorptionsspekiroskopie konnte fur
5-Deaza-Riboflavin die Bildung eines intermediaren Tripletts gezeigt werden.[26*] Der rasche
Zerfall der starken Fluoreszenz von 1-Deaza-Riboflavin im ps-Zeitbereich und die starke
Lésungsmittelabhéangigkeit des Prozesses sind noch unverstanden.[27*] Auch an
donorsubstituierten caged compounds vom o-Nitrobenzyltyp konnten grundlegend neue
mechanistische Erkenntnisse gewonnen werden, die durch begleitende theoretische Arbeiten
erhartet wurden.[28"] Ebenso wie in der Flavinphotochemie besteht hier die Herausforderung
darin, Chromophore zu finden, die I&angerwellig absorbieren aber dennoch photoaktivierbar sind.
Bereits in der ersten Férderperiode konnten im SFB 663 wichtige Forschungsergebnisse mit
Anwendungsorientierung erzielt werden. Neben den bereits erwdhnten photoprotektiven
phenolischen Carotinoiden [3*,4*] sind dies Hochleistungspolymere [29*]mit photovernetzbaren
Seitengruppen, die in fester Phase ohne Zugabe von Photoinitiatoren vernetzt wurden. Die
resultierenden Polymere zeigen hervorragende Filmbildungseigenschaften und sind selbst
gegen aggressive organische Losemitteln resistent, so dass ein hohes Anwendungspotential im
Bereich der membranunterstitzten Auftrennung von Stoffgemischen erwartet wird.

Auch auf Seiten der Methodenentwicklung konnten beachtliche Erfolge verzeichnet werden. Die
Etablierung der Anionenphotodetachmentspektrometrie erwies sich als unerwartet schwierig.
Der Aufbau der Apparatur, die es erlaubt, nicht nur T;-Zustédnde, sondern auch héhere Triplett-
und Singulettzustdnde spektroskopisch zu charakterisieren, konnte erst in der zweiten
Forderperiode abgeschlossen werden.[30*] Weltweit ist es jetzt damit erstmals mdglich, mit
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dieser Technik optisch dunkle angeregte Neutralzustdnde von gréBeren m-Systemen und ihren
Clustern in der Gasphase zu untersuchen. Bisher wurden mit der neu konzipierten Apparatur
Ladungstibertragungskomplexe von Indol-Sauerstoff sowie Singulett- und Triplett-Zustande von
Diphenylpolyenen, Oligothiophenen, Benzochinon, Xanthon sowie weiteren heterozyklischen
Systeme spekiroskopiert und charakterisiert. Wegen der verzdgerten Fertigstellung des
apparativen Aufbaus stehen Publikationen noch weitgehend aus. Deshalb sei an dieser Stelle
auf den ausfuhrlichen Bericht im TP A1 verwiesen. Die Anpassung molekularer Parameter an
experimentelle, spektral hoch aufgeléste Spekiren wird mit zunehmender Komplexitat der
Molekule deutlich komplizierter und in manchen Féllen mit klassischen Zuordnungsmethoden
sogar unmdglich. Aus diesem Grund wurden in den letzten Jahren erfolgreich automatisierte
Zuordnungsverfahren entwickelt, die auf der Anwendung genetischer Algorithmen beruhen.[38%]
Im Bereich der optischen Spektroskopie gelang es, mehrere methodische Weiterentwicklungen
zu etablieren: So konnten u.a. erstmals an isolierten Molekilen kombinierte UV/IR/UV-
Techniken zur Analyse von reaktiven elekironisch angeregten Zustidnden bzw.
Triplettzustanden eingesetzt werden.[31*] Auch die bisher einzigartige Messung der
Spindichteverteilung eines sehr kurzlebigen Carotinoid-Tripletts beruhte wesentlich auf
apparativen Weiterentwicklungen der ENDOR-Spektroskopie (EPR-detektierte NMR) bezlglich
Zeitauflésung und Empfindlichkeit.[1*,32*,33*] Im Rahmen des SFB wurde weiterhin eine véllig
neue Apparatur konstruiert, in der mittels einer externen Zugkraft die Fluoreszenzeigenschaften
eines Farbstoffs gezielt und eindeutig manipuliert werden kdnnen. Auch wenn die erzielten
Effekte sehr klein waren, konnte mit unserer Studie die Machbarkeit optischer Kraftsensoren
demonstriert werden.[34*] In Vorarbeiten fur die zweite FOrderperiode, zu deren Finanzierung
der SFB 663 wesentlich Uber Pauschale Mittel beigetragen hat, gelang der AG Mdaller durch
Domino- und Multikomponenten-Synthese von Heterocyclen neben pH-sensitiven Fluorophoren
und ungewdhnlichen fluoreszierenden Spirocyclen auch der schnelle Aufbau von
kryofluoreszenten Verbindungen, bei denen in Lbésung bei tiefen Temperaturen
Konformationsanderungen eingefroren werden und sich durch Fluoreszenz bemerkbar machen.
Damit besteht nun die Mdoglichkeit, diversitatsorientierte Synthese zur Adressierung
photochemischer und photophysikalischer Fragestellungen als neue experimentell-praparative
Methode bereitzustellen und neue Konzepte zu erproben und zu entwickeln.

Auch innerhalb der Theorieprojekte nahm die Methodenentwicklung einen breiten Raum ein.
Sie konzentrierte sich auf folgende Schwerpunkte: Entwicklung von Verfahren zur Berechnung
von Raten fir Singulett-Triplett-Interkombinationen; Entwicklung von Methoden zur Charakteri-
sierung spinmagnetischer Eigenschaften von Triplettzustdnden; Entwicklung von kombinierten
QM/MM Verfahren zur Untersuchung von elektronischen Spektren und photochemischen
Reaktionen in groBen Biomolekilen unter Einbeziehung der Umgebung; Entwicklung eines
semiempirischen QM Verfahrens zur Behandlung von elektronisch angeregten Zustanden in
groBen Biomolekilen. Zur Berechnung von Interkombinationsraten wurden wahrend der Lauf-
zeit des SFB 663 verschiedene Verfahren entwickelt. Neben dem mittlerweile wohl erprobten,
aber haufig sehr Ressourcen intensiven zeitunabhangigen Formalismus fur direkte und
vibronische Spin-Bahn-Kopplung [24*] wurden in der zweiten Férderperiode neue Methoden zur
Berechnung von Raten in Condon-N&herung im zeitabhangigen Formalismus etabliert. Eine
Publikation hierzu ist in Vorbereitung. Schon sehr frih wurde ein effizientes und allgemein
anwendbares Programm zur Berechnung der Elektron-Elektron Spin-Spin-Kopplung auf der
Basis von Kohn-Sham Wellenfunktionen entwickelt und erfolgreich in das ORCA Programm-
paket integriert.[35*] Die Schnittstelle zwischen dem in der AG Neese (ehemaliges TP C2)
entwickelten Programm zur Berechnung von Rl-gen&herten dipolaren Elektron-Elektron Spin-
Spin-Wechselwirkungsintegralen und dem ebenfalls im SFB entwickelten DFT/MRCI-basierten
SPOCK.SISTR-Programm konnte fertig gestellt werden, so dass technisch jetzt auch grdBere
organische Molekule mit rdumlich nicht entarteten angeregten Triplettzustdnden einer
Berechnung von Nullfeldaufspaltungen zugéanglich sind.[36*] Benchmarkrechnungen zeigen,
dass die Fehler, die man bei der RI-Naherung mit Standard-Hilfsbasen macht, verschwindend
gering sind. Vergleiche mit experimentell bekannten Daten zeigen jedoch auch, dass zur
Berechnung der Nullfeldaufspaltung durch elektronische Spin-Spin-Wechselwirkung groBe und
flexible Valenzorbitalbasen, mdglichst von Quadrupel-Zeta-Qualitat, bendtigt werden. Die
Entwicklung von kombinierten QM/MM Verfahren zur Untersuchung von elektronischen
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Spektren und photochemischen Reaktionen in groBen Biomolekulen unter Einbeziehung der
Umgebung umfassten Arbeiten zur Lokalisierung von konischen Durchschneidungen [37*] und
zur Surface-Hopping-Dynamik [39*] sowie die Anpassung von QM/MM Techniken zur
Geometrieoptimierung und zur Berechnung freier Energien. Die Entwicklung eines
semiempirischen QM Verfahrens zur Behandlung von elektronisch angeregten Zustanden in
groBen Biomolekllen erfordert die Auswahl geeigneter Referenzdaten fir die ndétigen
semiempirischen Parametrisierungen. Hierzu wurden eine Reihe von Benchmark-Rechnungen
von vertikalen Anregungsenergien und Oszillatorenstarken durchgefihrt (s. z. B. [10%,117]).
Dartber hinaus wurden die wichtigsten, derzeit verfigbaren semiempirischen Methoden
bezlglich der jetzt neu erstellten ab initio Referenzdaten fir elektronisch angeregte Zustande
systematisch evaluiert, dabei erwiesen sich die OMx-Methoden bereits in ihrer Grundzustands-
Parametrisierung als deutlich Uberlegen gegenitber den etablierten Standardmethoden wie
MNDO, AM1, PM3 oder INDO/S. Es ist zu erwarten, dass die Genauigkeit und Zuverlassigkeit
der OMx-Methoden fiir elektronisch angeregte Zustande weiter gesteigert werden kann, wenn
entsprechende Referenzdaten in die Parametrisierung einbezogen werden. Derartige
Parametrisierungen sind derzeit im Gange. Durch die Eingliederung der DFT/MRCI-, SPOCK-
und ORCA-Programme in die ChemShell wurde das Arsenal der verfligbaren QM/MM
Methoden fir elektronisch angeregte Zustande erheblich erweitert und auf die Behandlung
spinabhangiger Eigenschaften ausgedehnt. Dennoch besteht bei den Verfahren zur
theoretischen Beschreibung der Struktur und Dynamik elektronisch angeregter Zustande in
komplexen molekularen Systemen weiterhin erheblicher Entwicklungsbedarf.

2.2 Interne Kooperation und Organisation

Der SFB hat von der engen Kooperation zwischen praparativen, spektroskopischen und
theoretischen Projekten auBerordentlich profitiert. So konnten z. B. chemische Substanzen fir
bestimmte Zwecke MaB geschneidert bzw. biologische Komplexe durch gezielte Mutagenese
verandert und ihre spektroskopische Signatur mit Theorieunterstiitzung interpretiert werden, um
Einblicke in Reaktions- und Relaxationsmechanismen zu erhalten und so die Eigenschaften
gezielt zu optimieren. Die Facher Ubergreifende Bearbeitung der wissenschaftlichen Frage-
stellungen des SFB durch Arbeitsgruppen aus der physikalischen und theoretischen Chemie,
der organischen und makromolekularen Chemie, der Biochemie, der Biophysik und der
Molekularbiologie war zu Beginn mit den Ublichen Anlaufschwierigkeiten behaftet, da zunachst
eine gemeinsame Sprache gefunden werden musste. Um die Fahigkeit zu interdisziplinarer
Forschung zu verbessern, wurde von den Teilprojektleitern des SFB 663 eine zweisemestrige,
englischsprachige Ringvorlesung angeboten. In der Folge hat sich die interdisziplinare
Zusammenarbeit als sehr fruchtbar erwiesen, was sich unter Anderem in einer Vielzahl Projekt
Ubergreifender Publikationen niedergeschlagen hat.

Urspringlich waren am SFB neben der Sprecherhochschule, der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf (HHUD), drei externe Institutionen beteiligt: das Forschungszentrum (FZ) Jdlich und
die Max-Planck-Institute (MPI) fir Bioanorganische Chemie und fir Kohlenforschung in
Mulheim. Auf Grund der Wegberufung von Joachim Heberle an die Universitéat Bielefeld entfiel
der Standort am FZ Julich. Zwischen dem FZ Julich und der HHUD bestehen jedoch weiterhin
enge Kontakte, die von beiden Seiten auf allen Ebenen organisatorisch geférdert werden. Nach
dem Umzug der Arbeitsgruppe Heberle nach Bielefeld gestaltete sich die Zusammenarbeit trotz
guter Vorsatze schwierig. Die Kooperation zwischen den Arbeitsgruppen des SFB 663 an der
HHUD und den MPIs in Mulheim verlief hingegen sehr intensiv. Zusatzlich zu den durch das
SFB-Blro zentral organisierten Veranstaltungen kam es auf der Ebene der
Teilprojektleiter(innen) und Mitarbeiter(innen) immer wieder zu Arbeitstreffen im kleinen Kreis.
Als besonders nutzbringend hat sich dabei die Komplementaritdt der Expertisen und
Apparaturen an beiden Standorten erwiesen. Beflligelt wurden die Kontakte auch sicherlich
durch die Tatsache, dass die Mulheimer Teilprojektleiter der HHUD als Honorarprofessoren
oder auBerplanméaBige Professoren verbunden sind und ihre Doktorand(inn)en an der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der HHUD promoviert werden.

Der SFB 663 hatte folgende Organisationsstruktur gewahlt:
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A Photoinduzierte Prozesse in Modellsystemen

B Photoinduzierte Prozesse in komplexen Systemen
C Theoretische Modellierung

Z Allgemeine Aufgaben

Diese Gliederung hat sich bewahrt, allerdings waren die Abgrenzungen zwischen den
Teilbereichen A, B und C nicht scharf. Vielmehr hat die zunehmende Vernetzung in der ersten
Foérderperiode ein enges Zusammenwachsen des SFB 663 bewirkt. Obwohl die Zusammen-
arbeit zwischen Experiment (in A und B) und der Theorie (in C) im SFB 663 hervorragend
funktioniert hat, ware der Versuch interessant, Experimente und applikative Aspekte der
theoretischen Modellierung in systemisch definierten Bereichen zusammen zu fassen, um die
Synergie noch zu steigern. Wahrend im Bereich Z in der ersten Forderperiode nur das zentrale
Verwaltungsprojekt beheimatet war, hatten wir flr die zweite Foérderperiode als weiteres Z-
Projekt ein integriertes Graduiertenkolleg vorgesehen, das die strukturierte Doktorandenaus-
bildung beférdern sollte, ein Konzept, das die Gutachter allerdings leider nicht Uberzeugt hat.
Nach den Erfahrungen der letzten Jahre wirde ich die Personalstruktur im zentralen
Verwaltungsprojekt andern wollen. Die Aufgaben des SFB-Sekretariats, das neben der
zentralen Mittelverwaltung, der Erhebung von statistischen Daten und der Erstellung von
Berichten und Antragen auch noch an der Offentlichkeitsarbeit und bei der Organisation von
Workshops, Tagungen, Kolloquien und Kursen fir Doktorandinnen und Doktoranden mitwirken
soll, waren zu komplex flr eine Sekretariatsangestellte oder einen Sekretariatsangestellten, so
dass groBe Teile dieser Organisationstatigkeiten auf den Schultern der Sprecherin und ihres
Stellvertreters lagen. Zur Entlastung der Sprecherin oder des Sprechers eines Sonder-
forschungsbereichs von diesen organisatorischen Aufgaben ware es winschenswert, ihr/ihm
eine wissenschaftliche Koordinatorin oder einen wissenschaftlichen Koordinator mit einer
Beschaftigungszeit von wenigstens 50% der regularen Arbeitszeit zur Seite zu stellen und die
Aufgaben der/des dann ebenfalls in Teilzeit beschaftigten Sekretariatsangestellten auf die
Mittelverwaltung, die Erhebung von statistischen Daten und die Mitwirkung bei der Erstellung
von Berichten und Antragen zu beschranken.

In der Ordnung des SFB 663 waren folgende Organe vorgesehen:
1. Sprecher(in) und Stellvertreter(in), jeweils gewahlt fir eine Férderperiode
2. Kommission, ebenfalls gewahlt fir eine Férderperiode und bestehend aus
Sprecher(in) und Stellvertreter(in), je zwei Vertretern der Teilbereiche A und B sowie
einem Vertreter des Teilbereichs C
3. Mitgliederversammlung, bestehend aus
allen Teilprojektleiter(inne)n als stimmberechtigten Mitgliedern sowie auf Antrag
weiteren, nicht stimmberechtigten Mitgliedern, die in der Regel promovierte
Wissenschaftler(innen) sind
Die Kommission bereitete die Entscheidungen der Mitgliederversammlung vor, insbesondere in
Fragen der Programmplanung und Mittelverteilung und unterstiitzte die Sprecherin und ihren
Stellvertreter bei der Erstellung des Gesamtberichts und eventueller Fortsetzungsantrage.
Diese Organisationsstruktur hat sich im GroBen und Ganzen bewahrt, allerdings halte ich es
nach den Erfahrungen der letzten Jahre fir winschenswert, die Doktorandinnen und
Doktoranden eines SFB starker in die Beratungs- und Entscheidungsprozesse einzubeziehen,
z. B. durch gewéhlte Gremienvertreter.

Bei der internen Vergabe von zentral bewilligten Mittel haben wir uns um hohe Transparenz
bem(ht, ohne dabei jedoch einen burokratischen Wasserkopf zu generieren. Reisemittel
wurden entsprechend eines Schllissels aufgeteilt, der sich an der Anzahl der Mitarbeiter(innen)
im Teilprojekt orientierte, wobei Teilprojektleiter(innen) mitgezahlt wurden. Es wurde den
Teilprojekten gestattet, Verbrauchsmittel, Mittel fir Kleingerdate und Reisemittel frei zu
konvertieren. Die Verteilung der Mittel fur Zuschisse zu Reise- und Aufenthaltskosten von
externen Géasten wurden wie folgt gehandhabt: Mittel fir Kolloquiumsgéaste mit kurzzeitigem
Aufenthalt wurden unabhéngig vom Standort und ohne Quotierung nach Teilprojekten auf
mindliche Anfrage oder Anfrage per E-Mail an die Sprecherin gewahrt. Uber Géastemittel fur
langerfristige Aufenthalte externer Kooperationspartner entschied die Mitgliederversammlung,
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bei Dringlichkeit in Ausnahmefallen auch die Kommission. Zuschisse zu Druckkosten von
Veroéffentlichungen des SFB z. B. flr essentielle Farbabbildungen wurden nach Anmeldung des
Bedarfs jahrlich nach dem Windhundverfahren (first come — first served) verteilt. Pauschale
Mittel standen dem SFB ab Mitte 2006 bis Mitte 2009 zur Verfligung. Sie wurden zur Anschub-
finanzierung von Vorhaben neu berufener Kollegen und zur Beschaffung neuartiger Gerate auf
schriftlichen, ausfihrlich begriindeten Antrag an die Sprecherin gewahrt. Uber die Prioritat der
Antrage und die Hbéhe der Zuweisung entschied die Mitgliederversammlung, bei groBen
Betrdgen ggf. gestitzt auf ein externes schriftliches Gutachten. Als glnstig hat es sich
erwiesen, die wichtigsten Richtlinien der DFG zur Vergabe von pauschalen Mitteln in die
Ordnung aufzunehmen, um jeglicher Diskussion Uber die Vergaberichtlinien vorzubeugen. Die
dem SFB bereitgestellten Mittel fir Forschungssemester wurden eingesetzt, um im
Sommersemester 2006 eine Vertretung fir die Durchfiihrung von Lehrveranstaltungen in der
Theoretischen Chemie zu gewahrleisten, da dieses Fach nur durch eine Professur an der
HHUD vertreten war.

Die Verteilung der dezentralen Mittel wurde auf Beschluss der Mitgliederversammlung fir die an
der HHU angesiedelten Teilprojekte und die externen Teilprojekte unterschiedlich vorgenom-
men. Externe Teilprojekte erhielten ihre Personal, Sach- und Investitionsmittel wie bewilligt,
vermehrt um ihren Anteil an den Reisekosten. (In einem Fall wurde von diesem Prinzip
abgewichen: Eine promovierte Mitarbeiterin war in einem MPI-Projekt auf einer halben EG 13
Stelle zunachst Uber einen Stipendienvertrag finanziert worden. Nachdem diese Praxis 2008
von der DFG flr unzulassig erklart worden war, hat der SFB aus Restmitteln fir ein halbes Jahr
die Aufstockung der Stelle auf 100% EG 13 bis zum Ende der ersten Férderperiode finanziert.)
Die HHU-Projekte erhielten Personalmittel in Einheiten von Personenmonaten statt eines festen
Geldbetrags in Héhe des von der DFG bewilligten Durchschnittsgehalts. Diese MaBnahme
sollte vor allem dazu dienen, soziale Diskriminierung zu verhindern, die entstehen kénnte, wenn
ein Teilprojekt eventuelle Mehrkosten durch Eingruppierung einer erfahrenen Mitarbeiterin oder
eines erfahrenen Mitarbeiters in eine h6here Entgeltstufe oder durch Familienzuschlage ber
seine Verbrauchsmittel kompensieren muss. In Ubergangsphasen wurden einzelnen Projekten
auf Antrag zusétzlich eine halbe Personalstelle fir eine Dauer von bis zu zwei Monaten
gewahrt. Nicht verbrauchte, umwidmungsfahige Mittel wurden jahrlich nach einem transparen-
ten internen Vergabeverfahren auf schriftichen Antrag mit Begriindung der Bedeutung der
MaBnahme flr die Forschung des SFB an die teilnehmenden HHU-Teilprojekte zum Kauf von
Kleingeraten oder teuren Chemikalien ausgeschittet. Auch hier entschied die Mitglieder-
versammlung Uber die Prioritat der Antrage und die H6he der Zuweisungen.

2.3 AuBenwirkung

In der Zeit vom 16.-18. April 2007 wurde vom SFB 663 das internationale Symposium
~Molecular Response to Electronic Excitation” in Bad Munstereifel durchgefuhrt. Ziel des
Symposiums war es, einen Uberblick Uber den aktuellen Stand der Forschung SFB-relevanter
Themen zu vermitteln und somit auch wissenschaftliche MaBstébe fir die Arbeit des SFB zu
setzen. Themenschwerpunkte des Symposiums waren Struktur und Dynamik von elektronisch
angeregten Zustanden, Spektroskopie von Singulett- und Triplettzustdnden, Mechanismen
photochemischer Reaktionen, Photostabilitdt von Biomolekilen sowie Photoschaden und
Photoprotektion. Zu den einzelnen Themenschwerpunkten gab es Beitrdge international
renommierter Experten aus dem In- und Ausland. Darliber hinaus wurde das Symposium von
zahlreichen Mitgliedern des SFB genutzt, um bis dahin erreichte Ergebnisse in Vortrdgen und
Posterbeitrdgen einer breiten wissenschaftlichen Offentlichkeit zu préasentieren und die
gewonnenen Erkenntnisse mit den externen Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftlern
kritisch zu diskutieren.

Vom 6.-10. Marz 2009 fand der internationale Workshop zum Thema ,,Photoprotection and Non-
Photochemical Quenching“ in Parsberg statt, der vom SFB 663 in Zusammenarbeit mit dem
Cluster of Excellence der Universitat Frankfurt (CEF) ausgerichtet wurde. Das Thema stellt
einen Schwerpunkt der Forschung des SFB dar. Die eingeladenen Redner(innen) kamen aus
allen weltweit auf diesem Gebiet relevanten Arbeitsgruppen. Der gut besuchte Workshop bot
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einer signifikanten Anzahl von Nachwuchswissenschaftler(inne)n des SFB die Mdglichkeit, Gber
Ergebnisse der eigenen Arbeiten intensiv mit den eingeladenen Sprecher(inne)n zu diskutieren.

Im September 2009 fand das 45. Symposium fiir Theoretische Chemie in Neuss bei Disseldorf
statt. Es wurde vom Lehrstuhl fir Theoretische Chemie und Computerchemie der HHU
Dusseldorf ausgerichtet und stand unter dem Motto ,Excited States: From Photophysics to
Photobiology”. Obwohl organisatorisch nicht direkt mit dem SFB 663 verknipft, bot das
internationale Symposium insbesondere den Theoriegruppen des SFB, aber auch den Experi-
mentatoren die Gelegenheit, sich Uber den aktuellen Stand der Forschung an vorderster Front
zu informieren und im Gegenzug den insgesamt 256 Teilnehmer(inne)n aus 18 Nationen ihre
eigenen Uberaus beachtlichen Ergebnisse zu Fragestellungen des SFB zu prasentieren.

Zusatzlich haben Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler des SFB 663 ihre Forschung auf
vielen nationalen und internationalen Tagungen, Workshops und Kolloquiumsveranstaltungen in
Form von Vortragen und Postern préasentiert.

Neben regelméaBig stattfindenden o6ffentlichen SFB-Kolloquien an den Standorten des SFB
wurden vier interne Workshops durchgefihrt, die der Information und dem Austausch von
Erfahrungen sowie der Fortschrittskontrolle dienten. Die ebenfalls 6ffentlich zuganglichen SFB-
Nachmittage, die typischerweise englischsprachigen Kurzvortrdgen von Nachwuchswissen-
schaftler(inne)n aus den Teilprojekten vorbehalten waren, wurden reihum von allen beteiligten
Instituten organisiert.

Zur AuBendarstellung seiner Forschungsaktivititen nahm der SFB 663 regelmaBig am Tag der
Forschung der HHU Disseldorf teil. Die an den beiden Max-Planck-Instituten in Milheim
angesiedelten Projekte haben sich am ,Tag der offenen Tur, der nur alle fiinf Jahre stattfindet,
im Jahr 2008 einer breiten Offentlichkeit prasentiert. Im Jahrbuch der HHU Dusseldorf
2005/2006 wurde eine zusammenfassende Darstellung der Forschungsziele des SFB 663
veroffentlicht.

Ausgewabhlte aus der Arbeit des Sonderforschungsbereichs entstandene Publikationen

a) Arbeiten, die in Publikationsorganen mit einer wissenschaftlichen Qualitatssicherung zum
Berichtszeitpunkt erschienen oder endgultig angenommen sind

[1*] Niklas, J., Schulte, T. , Prakash, S. , van Gastel, M. , Hofmann, E. & Lubitz, W. Spin-
density distribution of the carotenoid triplet state in the peridinin-chlorophyll-protein
antenna. A Q-band pulse electron-nuclear double resonance and density functional theory
study. J. Am. Chem. Soc. 129, 15442 (2007)

[2*] Ostroumov, E., Miller, M. G., Marian, C. M., Kleinschmidt, M., Holzwarth, A. R., Electronic
coherence provides a direct proof for excited state level crossing in carotenoids. Phys.
Rev. Lett. 103, 108302(2009).

[3*] Martin, H.-D., Kock, S., Scherrers, R., Lutter, K., Wagener, T., Hundsdorfer, C., Frixel, S.,
Schaper, K., Ernst, H., Schrader, W., Gérner, H., & Stahl, W. 3,3'-Dihydroxyisoreniera-
tene, a natural carotenoid with superior antioxidant and photoprotective properties.
Angew. Chem. Int. Ed. 48: 400 (2009)

[4*] Lutter, K., De Spirt, S., Kock, S., Kroncke, K.-D., Martin, H.-D., Wagener T. & Stahl, W.
3,3’ Dihydroxyisorenieratene prevents UV-induced formation of reactive oxygen species
and the release of protein-bound zinc ions in human skin fibroblasts. Mol. Nutr. Food Res.
54, 285 (2010)

[5*] Ostroumov, E. E., Miller, M. G., Hundsdoérfer, C., Stahl, W., Marian, C. M. & Holzwarth,

A. R., Excited state relaxation dynamics and electronic properties of a quinoid carotenoid.
Chem. Phys. 373, 137 (2010).

[6*] Miloslavina, Y., Szczepaniak, M., Muller, M.G., Sander, J., Nowaczyk, M., Régner, M. &
Holzwarth, A.R. Charge separation kinetics in intact photosystem Il core particles is trap-
limited. A picosecond fluorescence study. Biochemistry 45, 2436 (2006)

[7*] Nilkens, M., Kress, E., Lambrev, P. H., Miloslavina, Y., Miller, M., Holzwarth, A. R. &
Jahns, P. Identification of a slowly inducible zeaxanthin-dependent component of non-
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(8°]

(9]

[107]

[11°]

[127]
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[157]
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Pauschale Mittel hatten einen untergeordneten Anteil am Forschungserfolg des SFB 663, da sie
hauptsachlich zur Anschubfinanzierung neuer Projekte genutzt worden waren, die nicht mehr
realisiert werden konnten. Die beschafften Gerdte werden jedoch voll umfanglich einer
geplanten Nachfolgeinitiative zugute kommen.
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3 Strukturwirkung des Sonderforschungsbereichs am Standort

3.1 Personelle Auswirkungen

Berufungspolitik

Die personelle Ausstattung des SFB 663 wurde durch gezielte Berufungen im Fachbereich
Chemie verstarkt. Bei der Wiederbesetzung der Lehrstiihle fir Organische Chemie und
Biochemie der HHUD wurden Forschungsprofile gefordert, die sich methodisch und inhaltlich
gut in den SFB eingliedern lieBen. Die neu berufenen Kollegen Thomas J. J. Miiller (Lehrstuhl
fir Organische Chemie) und Lutz Schmitt (Lehrstuhl fir Biochemie) konnten zur Mitarbeit im
SFB 663 gewonnen werden, partiell unterstitzt durch eine Anschubfinanzierung ihrer Projekte
mit pauschale Mitteln des SFB. Dartber hinaus wurden drei neue Stellen fir den
wissenschaftlichen Nachwuchs geschaffen. Peter Gilch (LMU Minchen) nahm 2009 den Ruf
auf eine Heisenberg-Professur (W2) fiir Femtosekundenspektroskopie an der HHUD an. Er
verstarkt den bisher im SFB 663 nur durch die Arbeitsgruppe um Alfred Holzwarth am MPI fir
bioanorganische Chemie vertretenen Bereich der Ultrakurzzeitspekiroskopie. Die damit
verbundenen umfangreichen baulichen MaBnahmen zur Einrichtung geeigneter Labore sind
mittlerweile abgeschlossen. Die neu eingerichtete Juniorprofessur in Theoretischer Chemie
wurde 2009 mit Jérg Tatchen (Weizmann-Institut Rehovot, Israel) besetzt, der das an der
HHUD vertretene Methodenspektrum in Richtung auf Kerndynamik im angeregten Zustand
erweitert. Frank Neese wurde im Sommer 2008 fir die Dauer von 5 Jahren zum Max-Planck-
Fellow ernannt. Die mit dieser Ernennung verbundene, neu geschaffene Arbeitsgruppe am MPI
flr bioanorganische Chemie sollte den SFB im Bereich der theoretischen Spektroskopie weiter
verstarken. Wegen der abschlagigen Férderempfehlung des Fortsetzungsantrags durch die
DFG kamen alle diese Struktur bildenden MaBnahmen dem SFB 663 aber nicht mehr zugute.

Gleichstellung und Vereinbarkeit von Familie und Beruf

An der HHUD wurde von der Gleichstellungsbeauftragten das Selma-Meyer-Mentoring-
Programm initiilert, um den Erfahrungsschatz von Professorinnen und Expertinnen aus der
Wirtschaft, Industrie oder 6&ffentlichen Einrichtungen in Form einer Mentorinnen-Partnerschaft
fr den wissenschaftlichen Nachwuchs (Mentee) zu nutzen. Den Wissenschaftlerinnen der Max-
Planck-Institute steht mit dem "Minerva-FemmeNet" ein dhnliches Netzwerk zur Verfigung.

Das Gleichstellungsbiro der HHUD bietet darGber hinaus QualifizierungsmaBnahmen fir
Wissenschaftlerinnen an. Teilnehmerinnen erhalten Gber diese Kurse die Chance, von
professionellen Beraterinnen begleitet zu werden mit dem Ziel, Fihrungspositionen in der
Wissenschaft zu erlangen. Die Max-Planck-Institute in Mulheim bieten Schilerinnen an, an sehr
individuell betreuten, mehrwdchigen Praktika teilzunehmen. Zudem nehmen beide Institute seit
einigen Jahren am Girl's Day teil und bieten etwa 30 Schilerinnen die Mdglichkeit,
verschiedene Ausbildungsprofile in naturwissenschaftlichen und technischen Berufen kennen
zu lernen.

Auf dem Campus der HHUD werden bereits seit langerem vier Tagespflegeeinrichtungen
betrieben, die in stadtischer Tragerschaft und Tragerschaft des Studentenwerks Diisseldorf
sind. Im Friihjahr 2010 wurde ein neues Familienzentrum auf dem Campus mit drei gemischten
Altersgruppen von jeweils 20 Kindern eréffnet. Neben Betreuungsméglichkeiten fir Kinder von
Null bis drei Jahren gibt es in diesem Zentrum auch Angebote zur Sprachférderung, eine
Babysittingbdrse und eine Tagespflegevermittlung.

Férderung des wissenschaftlichen Nachwuchses

Im Hinblick auf die Férderung von Nachwuchswissenschaftlern war der SFB 663 hdochst
erfolgreich. Timo Fleig habilitierte sich 2006 an der HHUD fir das Fach Theoretische Chemie
und wechselte 2008 auf eine Professorenstelle an die Universitat Paul Sabatier in Toulouse,
Frankreich. Joachim Heberle, Nachwuchsgruppenleiter am Institut fir biologische
Strukturforschung am Forschungszentrum Jilich, nahm den Ruf auf einen Lehrstuhl fir
Biophysikalische Chemie der Universitat Bielefeld an. Frank Neese, Nachwuchsgruppenleiter
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am Max-Planck-Institut fir Bioanorganische Chemie in Milheim, folgte einem Ruf auf den
Lehrstuhl fir Theoretische Chemie der Rheinischen Friedrich Wilhelms-Universitdt Bonn.
Markus Gerhards, vormals Privatdozent an der HHU DuUsseldorf, wechselte an die Universitat
Kaiserslautern, wo er eine W2-Professur fir Physikalische Chemie innehat.

Habilitationen:

Mannlich: 1

Rufe auf Professuren:

Mannlich: 2 W3, 1 W2, 1 unbefristete Professur im Ausland
Anzahl der abgeschlossenen Promotionen im SFB 663:
Weiblich: 13

Mannlich: 19

Der Frauenanteil an der Gesamtzahl der Promovierenden im SFB 663 liegt mit ca. 40% deutlich
Uber dem Durchschnitt der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat, der derzeit in etwa
30 % betragt. In der Promotionsordnung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
wurde ein Fast-Track-Programm etabliert, das hervorragenden Bachelorabsolventen einen
direkten Einstieg in das Promotionsstudium ermdglicht. Im SFB 663 haben zwei Doktoranden
an diesem Programm erfolgreich teilgenommen.

Die Mathematisch-Naturwissenschaftliche Fakultat der HHU Dusseldorf hat die Bedeutung
einer strukturierten, transdisziplindren Graduiertenausbildung erkannt und im Jahre 2008 eine
Dachorganisation, die ,Interdisciplinary Graduate and Research Academy Dusseldorf” (iGRAD)
http://www.uni-duesseldorf.de/iGRAD/, gegrindet. Die Sprecherin des SFB 663, Frau Prof.
Marian, war zunachst stellvertretende Vorsitzende der iGRAD und hat Anfang 2010 den Vorsitz
dieser Organisation Ubernommen. Die IGRAD bietet transdisziplindre Querschnitts-
veranstaltungen an, die fir mehrere Kollegs von Interesse sind, und unterstitzt die Kollegs bei
der Organisation von Kursen zur Vermittlung von Schlisselqualifikationen und von Regeln guter
wissenschaftlicher Praxis. Um seinen Doktorandinnen und Doktoranden optimale berufs-
qualifizierende MaBnahmen zu erdffnen, hat sich der SFB 663 dieser Graduiertenakademie
angeschlossen. Fir das fachspezifische, wissenschaftliche Ausbildungsprogramm und far die
Einhaltung der Qualitatsstandards ist jedes Kolleg selbst verantwortlich. Um die Fahigkeit der
Doktorand(inn)en zu interdisziplinarer Forschung zu verbessern, wurde von den Teilprojekt-
leitern des SFB 663 eine zweisemestrige, englischsprachige Ringvorlesung angeboten.
Weiterhin fanden Blockkurse fiir die Doktorand(inn)en des SFB 663 zu speziellen Themen
wechselweise an den Max-Planck-Instituten in Milheim und an der HHU Dusseldorf statt. Um
eine zlgige Promotion zu gewahrleisten, haben die Doktoranden ihre Fortschritte regelmaBig
an so genannten SFB-Nachmittagen zur Diskussion gestellt.

Férderung der Eigensténdigkeit des wissenschaftlichen Nachwuchses

In der ersten Férderperiode wurde von zwei Doktorandinnen ein zweitégiger SFB-Workshop in
der Historisch-Okologischen Bildungsstatte Papenburg in Eigenregie organisiert und
durchgefihrt. Hierbei wurde spezieller Wert auf die Tatsache gelegt, dass sowohl die
Vortragenden als auch die Moderatoren des Workshops nur SFB-Doktoranden und -
Doktorandinnen waren und dass die Tagungssprache Englisch war. Der Uberwiegende Teil der
Teilprojektleiter(innen) nahmen als Gaste an der Veranstaltung teil. Darliber hinaus wurden
ebenfalls in Eigenregie zwei externe Sprecherinnen eingeladen. Die hierzu notwendigen
finanziellen Mittel wurden vom Zentralprojekt zur Verflgung gestellt. Das Konzept der
eigenverantwortlichen Organisation von Workshops hat sich als auBerordentlich erfolgreich und
motivierend erwiesen. Fur die zweite Foérderperiode waren vergleichbare Veranstaltungen
geplant, die aber wegen des Auslaufens der Férderung nicht mehr zustande kamen. Auf
ausdrlcklichen Wunsch der Doktorand(inn)en des SFB sollten in der zweiten Férderperiode
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zusatzlich interne SFB-Nachmittage in Eigenregie durchgefiihrt werden mit ausschlieBlicher
Beteiligung von Nachwuchswissenschaftler(inne)n.

3.2 Infrastruktur

Im Rahmen der Neubesetzung der Lehrstihle fir Organische Chemie (Thomas J. J. Miiller) und
Biochemie (Lutz Schmitt) wurden umfangreiche Geb&udesanierungsmaBnahmen durchgefihrt.
Auch mit der Einrichtung der Heisenberg-Professur flir Femtosekundenspekiroskopie an der
HHUD waren erhebliche Investitionen und umfangreiche bauliche MaBnahmen zur Einrichtung
geeigneter Labore verbunden, die mittlerweile abgeschlossen sind. Peter Gilch wird zum
Wintersemester 10/11 von Minchen nach Disseldorf umziehen. Der Inbetriebnahme seiner
Gerate steht baulich nichts mehr im Wege. Dartber hinaus wurden zwei Laborrdume im
Bereich der Physikalischen Chemie | (Karl Kleinermanns bzw. Michael Schmitt) fir die Zwecke
des SFB hergerichtet. Die Beschaffung eines neuen Compute-Clusters fir die Theoretische
Chemie (Christel Marian) im Rahmen des SFB machte ebenfalls bauliche MaBnahmen
notwendig, da die Kuhlkapazitat im Serverraum nicht ausreichte. Man entschied sich zunachst
fir eine kombinierte MaBnahme aus Zufuhr von Kaltluft und Absaugen der heiBen Abluft.
Letztendlich war dennoch ein Housing in den Rdumen des Rechenzentrums unvermeidbar, da
die Abluftgeblase des Chemie-Geb&dudes abends und am Wochenende auf halbe Kapazitat
herunterfahren. Der Zugang zum Serverraum des Rechenzentrums ist noch nicht optimal
geregelt und auBerhalb der Ublichen Dienstzeiten noch nicht méglich. Hieran wird derzeit aber
gearbeitet.

In den Jahren 2005 - 2009 wurde aus Grundausstattungsmitteln der HHUD und der MPG eine
Reihe von Investitionen getatigt, die die Forschungsféahigkeit der SFB-Projekte verbessert hat.
Eine Aufstellung der beschafften Gerate Uber 10.000 € findet sich im Berichtsband zur ersten
Forderperiode.

5 Hinweise an die Deutsche Forschungsgemeinschaft

6 Berichte tiber die einzelnen Teilprojekte der letzten Férderperiode
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6.1 Allgemeine Angaben zum Teilprojekt A1

6.1.1 Titel: Direkte Spektroskopie von Triplett-, Ladungstransfer- und Ubergangs-
verbotenen Singulett-Zustanden in Molekilen und StoBkomplexen

6.1.2 Projektleitung

Weinkauf, Rainer, Prof. Dr., *07.05.1954, deutsch
Institut fir Physikalische Chemie
Heinrich-Heine-Universitat

UniversitatsstraBe 1

40225 Dusseldorf

Telefon: 0211 81-11729

Telefax: 0211 81-11730

E-Mail: weinkauf@uni-duesseldorf.de

6.2 Entwicklung des Teilprojekts

6.2.1 Bericht

Ziel des Vorhabens war es dunkle angeregte Zustédnde in neutralen Chromophoren zu spektroskopieren
und dabei neben den Absolutenergien insbesondere die Reihenfolge der elektronischen Zustande und
damit ihre mdgliche Beteiligung an photophysikalischen und photochemischen Prozessen zu klaren. Un-
ter dunklen Zustéanden verstehen wir die Neutralzustande, die im neutralen Molekil vom S, aus nicht
oder nur mit sehr kleinen Ubergangsmomenten erreichbar sind. Solche sind: Triplett-Zustande T;- und To-
Zustande, nn*-Zusténde, symmetrieverbotene Singulett-Zustande und Ladungstransfer-Zusténde.

Erreicht werden soll dies mit Hilfe der Photodetachment-Photoelektronen-Spektroskopie (PD-PES) aus
den isolierten Radikal-Anionen der Chromophore oder aus Anionenkomplexen mit anderen Molekdilen.
Die PD-PES ist vor allem wegen der geringen Anionenzahlen schwierig und wird deshalb weltweit von
nur wenigen Forschergruppen betrieben. Davon beschaftigen sich zwei Gruppen ausschlieBlich mit
deprotonierten, geschlossenschaligen und meist mehrfach geladenen Molekllen (Manfred Kappes und
Lai-Sheng Wang). In den Arbeitsgruppen von Carl Lineberger, Kit Bowen, Dan Neumark, Ullrich Boesl
von Grafenstein und Ori Cheshnovsky werden bisher bevorzugt atomare Cluster, sowie kleine Moleklle
und Cluster aus diesen untersucht. Darliber hinaus wenden zwei weitere Gruppen die IR-Spektroskopie
auf Anionen-Cluster an (Markus Gerhards, Mark Johnson). Zwei weitere Gruppen arbeiten mit fs-Lasern
bevorzugt an negativen Metallclustern (Ludger Woste, Bernd von Issendorf). Es ist in diesen Gruppen
seit langem allgemein bekannt, dass Triplettzustdnde aus dem Radikalanion erreichbar sind.

Das Arbeitsgebiet ,dunkle angeregte Neutralzustédnde von gréBeren m-Systemen und ihren Clustern® wird
jedoch bisher nur von unserer Arbeitsgruppe bearbeitet.

Die PD-PES kann die Auswahlregeln der Spektroskopie, wie sie in neutralen Molekilen gelten, Gberwin-
den, indem zuné&chst durch Elektronenanlagerung Radikalanionen gebildet werden die dann mit Photo-
nen neutralisiert (Photodetachment) werden (siehe Abb. 1). Die offenschaligen Anionen besitzen ein zu-
satzliches Elektron im LUMO und damit einen Dublett Grundzustand (S=1/2). Durch Photoanregung mit
einer geeigneten Wellenlange kénnen nun verschiedene Elektronen aus den MOs entfernt werden. Dies
fohrt in gleichem MaBe zu neutralen Singulett- (S=0) wie auch zu Triplett-Zustéanden (S=1).

Eine genauere Analyse zeigt, dass das Photodetachment dariiber hinaus weitere Moglichkeiten eréffnet.
Wahrend die Anregungen von nz*-Zusténden in neutralen Molekullen im Allgemeinen sehr schwach ist,
wird beim Photodetachment des Anions beim Ubergang zum nn*-Zustand nur aus dem n-Orbital ionisiert.
Ahnlich ist es auch bei der Spektroskopie von intermolekularen Ladungstransferzustanden: Der Donor
wird in Gegenwart des anionischen Akzeptors ionisiert. Zudem gibt es beim Photodetachment wie bei der
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lonisation keine Symmetrieauswahlregeln, so dass auch ibergangsverbotene Singulettzustande aus dem
Anion angeregt werden kdénnen sollten.

Zusammenfassend kénnen mit der PD-PES neben dem Grundzustand nahezu alle unteren angeregten
elektronische Zustédnde oder in Clustern sogar ladungsgetrennte Zustande (siehe unten) angeregt wer-
den.

Bei fester Photonenenergie gibt die gemessene Elekironenenergie die Lage des Neutralzustandes wie-
der. Die Franck-Condon-Faktoren bestimmen die Breite der elektronischen Ubergange. Alle Neutralzu-
stédnde sind um die Elektronenaffinitdt zu héheren Energien verschoben. Die Neutralibergangsenergien
lassen sich als Differenzenergien zum S, errechnen. Dieses Konzept lebt von der Anwesenheit eines
zuséatzlichen Elektrons im LUMO und der Erreichbarkeit neutraler angeregter Zustande durch das Entfer-
nen anderer Elektronen.

Die héherenergetischen Zustédnde kénnen sich jedoch aus einer gemischten Elektronenkonfiguration
zusammensetzen. In der Abbildung ist dies oben rechts exemplarisch fir den T, dargestellt. Es gibt ver-
schiedene energiegleiche Konfigurationen, die vom Anion aus durch eine Einfachanregung (links) oder
durch eine Doppelanregung (rechts) erreichbar sind. Die PD-PES erlaubt nur ein-Photonen-ein-Elektron
Anregungen, so dass die Konfigurationsanteile neutraler Zustande bei welchen aus dem Anion ein Elekt-
ron entfernt und gleichzeitig ein Elektron angeregt werden misste unerreichbar sind. In den gemessenen
Spektren treten daher gemischte Zustande nur mit ihren Einfachanregungsanteilen in Erscheinung und
sind daher weniger intensiv.

Die Anregung von neutralen Zustanden, bei welchen sich zwei Elektronen im LUMO befinden, wie es
zum Beispiel im S;-Zustand des B-Carotins der Fall ist, ist folglich vermutlich ebenfalls nicht erreichbar.
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nischen Zustandsdiagramm gezeigt. \ TR 4 4 T TV

Rechts das MO-Schema mit der typi-
schen Elektronenkonfiguration des Ani-
ons. Wenn die Photonenenergie aus-
reicht, kénnen auch héher angeregte
elektronische Zustdnde der neutralen

S)
c
Q
C
©
g/
k3]
Molekiile spektroskopiert werden. Auf & T T
der rechten Seite sind die analogen @ 1 \\ // S, 2
Prozesse im MO- Schema abgebildet, < L%
so dass das Erreichen von Singulett- §
und Triplett-Zustdnden nachvollziehba- > S \
rer ist. Oben rechts ist die Elektronen- g 0 \C A 5 D
konfigurationsmischung héherer Zu- ¢ \ 3 -
. . e [0) 2 level
stdnde exemplarisch fir den T,-Zustand = neutral Y\ /1
dargestellt. Nur der Konfigurationsan- c 0——
teil, der vom Anion aus durch Entfernen 2
eines Elektrons erreichbar ist, wird E
sichtbar (linke Konfiguration). Konfigu- ®
rationen des neutralen Molekiils bei 3 EA
welchen vom Anion aus ein Elektron % «
entfernt und ein Elektron angeregt wer- = T N
den muss sind verboten. Fir weitere . T T
Erkldrungen siehe Text. anion LUMO
07 - A || | HOMO
B K Z
intramolecular coordinate L _

A) Aufbau und Beschreibung des
Anionen-Photoelektronenspektrometers
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Anionen-Photoelektronenspektrometer sind nicht kauflich zu erwerben. Sie sind komplexe Geréate, da die
Radikalanionen vor der PD-PES zuerst erzeugt, geklhlt und massenselektiert werden missen. Die Anio-
nendichten sind sehr gering, so dass meist auch das Signal-zu-Rauschverhaltnis klein ist und die Auf-
nahme der Spektren sehr schwierig ist und relativ lange dauert. Obgleich ich diese Art von Spektroskopie
in meiner Arbeitsgruppe bereits in Mlinchen betrieben habe, musste ich dieses Gerat (Massengrenze
damals ca. 300 Da) zuriicklassen und in der zuriickliegenden Forderperiode ein neues Gerat in Dissel-
dorf aufbauen. Das neue Gerat wurde dabei natiirlich speziell an die Anforderungen des SFB angepasst.

Trotz meiner Erfahrung (siehe Ref 1*-11*) dauerte dieser Aufbau wesentlich [anger als geplant. Dies lag

unter Anderem hauptséchlich daran, dass diverse Techniken zur effizienteren Darstellung der Radikal-

Anionen entwickelt und der nutzbare Massenbereich erweitert werden mussten. Folgende Komponenten

wurden verbessert:

- Die gepulste Hochtemperaturdlse, die fiir die Verdampfung von gréBeren, schwer flichtigen und
damit oft biologisch interessanteren Molekiilen wichtig ist. Sie arbeitet bei 8 Bar inzwischen und bis
Uber 300°C. Durch das Vermeiden von Metallteilen werden katalytische Effekte vermieden. In der
Praxis bedurfte das Ausweichen auf Keramik- und Polymermaterialien aber einen langwierigen Op-
timierungsprozess.

- Aufbau eines linearen Flugzeit-Massen-Spektrometers (TOF) mit Fokussierlinsen und schaltbarer
Umlenkeinheit (Bender) und lonendetektor.

- Der ,dynamische Flankenpulser” in der lonenquelle, der ein vollig neues Konzept bei der Anionen-
beschleunigung in der lonenquelle verwirklicht, mit dem Ziel, die in der lonenquelle értlich breit ver-
teilten lonen auf mdéglichst dhnliche Energien zu beschleunigen und dabei gleichzeitig auch eine
maoglichst schmale Zeitverteilung zu erreichen. Damit werden ideale Bedingungen fir das Photode-
tachment im Photoelektronen-Spektrometer und insbesondere fiir das Abbremsen der lonen dort
bereitgestellt.

- Die gepulste ,Bender-Einheit®, ein gepulster elektrostatischer Umlenkquadrupol, das im TOF zu-
satzlich als Massenfilter eingesetzt wird und die Funktion hat die lonen entweder auf den Massen-
detektor oder den Photodetachment-Ort abzubilden.

- Die lonen-Stopeinheit, die in Kombination mit dem dynamischen Flankenpulser effizient eine groBe
Anzahl von sehr langsamen Anionen am Photodetachment-Ort zu Verfligung stellen kann. Sie
wirkt insbesondere fir niederenergetische lonen zudem 6rtlich fokussierend.

- Der spiegelsymmetrische Aufbau der Anlage bezlglich des Benders, der es mit Hilfe der Bender-
einheit gestattet, die Anionen auf einem Detektor optimal zu blindeln, und anschlieBend das
ionenoptische Ergebnis exakt auf den Ort der Photoelektronenmessung zu Ubertragen. Dabei kann
die Flugzeit im Betrieb als Massenspektrometer direkt als Zeit fur den Photodetachment-Laser ver-
wendet werden.

- Die co-lineare Anordnung der magnetischen Flasche zur Anionengeschwindigkeit, die zusammen
mit der symmetrischen Konstruktion eine effiziente, zeitlich umsetzbare Justage des Experimentes
erlaubt und komplizierte Anforderungen an die Gestaltung des Magnetfeldes zur Abbildung der
Eektronen auf den Detektor stellte.

- Die Datenaufnahme, die bei der fiir Photoelektronen unlbliche Signalmenge ein vom Datenvolu-
men Uberschaubares und vor allem voran ein exaktes (At < 2 ns bei tgesamt = 10 ps) PE-Spektrum
aufzeichnen kann.

- Die Datenauswertung, die nach Eingabe der Gerateparamter die flachenerhaltende Umrechnung
der Elektronenflugzeit in Elektronenenergie ermdglicht.

Das neue Gerét ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt. Es besteht aus flinf Vakuumkammern, durch
die die lonen stoBfrei aus einem Druck von 10 mbar bis in den Druck 10°® mbar transportiert werden.

In Kammer | werden in einem gepulsten N,-Uberschallstrahl (Jet) die Probenmolekiile mit 8 bar co-
expandiert und mit einem gepulsten Elektronenstrahl (1,5 keV Energie) beschossen. Die aus einer Elekt-
ronenkanone stammenden Primarelektronen ionisieren das Tragergas und erzeugen langsame Sekun-
darelektronen, die sich an die Probenmolekiile anlagern. Die Energie der Elektronenaffinitat (0.5 -2 eV)
wird dabei in Schwingungsenergie umgewandelt, so dass die Anionen durch StéBe im Jet extrem gekihlt
werden missen. Aus diesem Grunde ist der Expansionsdruck hoch und der Kammerdruck bricht auf 107
mbar zusammen. )

Die Anionen driften mit der Neutralgeschwindigkeit des Uberschallstrahls durch einen Skimmer in Kam-
mer I, wo sie mit Hochspannungspulsen an den Blenden der lonenquelle aus dem Jet heraus beschleu-
nigt werden. Wegen der GréBe der lonenwolke und der normalerweise damit verbundenen Energieun-
schéarfe muss ein vollig neuer Hochspannungspulser mit zeitlich veranderlichen (dynamischen) Abzugs-
pulsen eingesetzt werden, so dass die lonen doch ahnliche Energie aufweisen und ein relativ effektives
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Abbremsen gewahrleistet ist (sieche B3)). Die lonen fliegen durch die Kammern Il und IV, werden durch
ihre Flugzeit nach ihrer Masse getrennt und in einem Umlenkquadrupol (Bender) selektiert.

Der Bender erlaubt je nach Betriebsart die Ablenkung auf den Massendetektor oder in die Kammer V zur
weiter fihrenden Spektroskopie. Die jeweiligen Arme sind gleich lang und spiegelsymmetrisch, so dass
mit dem Massendetektor die Zeit fir den Laserzugriff in der PES-Kammer ermittelt und der lonenstrahl
optimiert werden kénnen. Diverse Linsen, Ab- und Umlenkquadrupole dienen der Strahlfihrung und
missen ebenso wie viele gepulste Prozesse mit sehr hoher Genauigkeit gegeneinander justiert und stabil
gehalten werden. Eine spezielle lonenoptik vor dem Massendetektor und dem Ort des Photodetachments
ermdglichen ein Abbremsen der Anionen.

lonen
Einlass Detektor MS
|
5TF =
Kammer | Kammer Il Kammer IV
< i (il I|I=III|I [—l I=I . N 4 ‘ lonen I Detektor
ammer 1Y 8 o] 0] ] ] [g] ) M ! ! Reflektor Reflektron

" Bender

Stoppeinheit “-..... .
=L PES Laser
N
N
N
X
.
N
:
y || Kammer V
s
S
:

Detektor PES

Abb. 2: Schematischer Aufbau des Anionen-Photoelektronenspekirometers. Die Anionen werden in
Kammer | in einem Uberschallstrahl durch Elektronenanlagerung erzeugt, in Kammer Il beschleunigt, in
Kammer lll und 1V massenselektiert und fokussiert und in Kammer V photodetached. Die Elektronen
werden durch eine Flugzeitmessung in einer magnetischen Flasche nach ihrer Energie aufgeldst und
aufgezeichnet. Flir weitere Erkldrungen siehe Text.

Eine so genannte magnetische Flasche (sieche Abb. 2) erlaubt den Nachweis der Elektronen im Raum-
winkel 41 und reduziert so ganz erheblich die Messzeit. Die typische Energieauflésung des Flugzeit-PE-
Spektrometers betragt zurzeit je nach Elektronenenergie 30 — 70 meV. Sie wird
- durch die Zeit fir das Umdrehen der Elektronen, die mit einer Flugrichtung in Gegenrichtung
des Detektors starten, im inhomogenen Magnetfeld,
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- durch die Laserpulsdauer (7 ns) und
- durch die lonengeschwindigkeit, die sich auf die Elektronengeschwindigkeiten vektoriell ad-
diert, begrenzt.

Insgesamt wurde sehr aufwandige apparative Aufbauarbeit geleistet. Aus der im oberen Teil beschriebe-
nen Neuentwicklungen sind zahlreiche neue experimentelle Konzepte z. B. Variation des Magnetfeldes
durch Magnetluftspulen oder Ringmagnete am Photodetachmentort zur 2m-Detektion, post-source-
acceleration und lonenreflektor zur zeitlichen Fokussierung der lonen, Laserstrahloptimierung zur Minde-
rung des Photountergrundes und verschiedene neue Disen sowie Disenheizungen getestet worden.
Nicht jedes dieser Konzepte brachte die gewiinschten Fortschritte. Weiterhin kénnte die Anlage noch
bezliglich des Einlasssystems mit Mischdisen oder Laserdesorption, der Elektronenenergieauflésung
und des Signal-zu- Rausch-Verhaltnisses (Untergrund im UV durch lonisation und Photoelektronen aus
der Wand) verbessert werden.

B) Ergebnisse mit der Anionen-Photoelektronen-Spektroskopie (PD-PES)

Im Folgenden wird Uber die Ergebnisse berichtet:

1) Die Spektroskopie von T;- und T,-Zustdnden in den groBen und langen konjugierten Systemen der
Oligothiophene und der Biphenylpolyene in Abh&ngigkeit von der Kettenldnge. Hier handelt es sich um
die Triplett-Zustande vom Typ nr*.

2) Die Spektroskopie von Triplett-Zustdnden vom Typ nz* in den kleineren Chromophoren Benzochinon,
Xanthon und Azobenzol. Hier liegt der Schwerpunkt auf der Lage des T, und der Frage, ob nn*-Zustande
und symmetrieverbotene Zustdénde vom Anion aus erreichbar sind.

3) Die Spektroskopie von intermolekularen Ladungstransferzustanden an Bichromophoren Clustern und
O,-Chromohor-Komplexen.

Mit der PD-PES an gréBeren Chromophoren und Chromophorkomplexen betreten wir vélliges Neuland:
Weder die Elektronenaffinititen noch Daten zur Struktur der Anionen oder zu angeregten anionischen
Zusténden sind bekannt.

B 1 Die Spektroskopie von T;- und T,-Triplett-Zustanden vom Typ nx*

B 1.1 PD-PES an Stilben, 1,4-Diphenylbutadien und 1,6-Diphenylhexatrien

Im Folgenden werden Ergebnisse am synthetischen Mini-Carotin 1,6-Diphenylhexatrien (in der Arbeits-
gruppe Schaper synthetisiert), und an den kleineren Analoga Stilben und 1,4-Diphenylbutadien darge-
stellt.

Die Carotine besitzen in biologischen Systemen mehrere Funktionen. Eine davon ist die Léschung des
Singulett-Sauerstoffs ('0,) (Arbeitsgruppe Schaper). Es wird vermutet, dass dabei die T;-Zustande der
Carotine eine besondere Rolle spielen. Natirlich ist eine Léschung des 102 durch den T4-Zustand eines
Carotins nur dann mdglich, wenn der T, der tiefere Zustand ist oder beide Zustadnde zumindest vergleich-
bare Energien besitzen. Zum Test dieser These soll die Lage der T;-Zustande in Abhangigkeit von der
Kettenlange der Carotine bestimmt werden. Wir haben zu diesem Zwecke das synthetische Mini-Carotin5
1,6-Diphenylhexatrien (von der Arbeitsgruppe Schaper synthetisiert) und dessen kleinere Analoga 1,4-
Diphenylbutadien und Stilben untersucht. Fir die Zuordnung der jeweiligen S; Zustande wurden UV-VIS-
Spektren bei einer 10°-molaren Konzentration in THF aufgezeichnet und zusammen mit den Theoriewer-
ten zum Abgleich verwendet.

Far 1,6-Diphenylhexatrien, Stilben und 1,4-Diphenylbutadien liegen Daten zur Lage der Ti-Zustande in
Kristallen bei sehr tiefen Temperaturen vor [12-14] die eine Uberprifung unserer Methode erlauben. Es
war uns mdglich, mit Hilfe der Theorie (Kooperation mit Frau Marian (C1)) in unseren Spektren neben
den T;- auch To-Zusténde zu identifizieren, die im Allgemeinen eine wichtige Rolle beim ISC aus dem S;
spielen kdnnen. Werte zu T,-Zustanden fehlten fir diese Molekile bisher véllig. Eine Verdffentlichung
zum Vergleich der experimentellen mit den theoretischen Daten von Frau Marian ist in Arbeit. Die Rech-
nungen von Frau Marian sind B3LYP-Rechnungen mit der TZVPP-Basis flr das Anion und den neutralen
Grundzustand sowie DFT/MRCI-Rechnungen flr die vertikalen Absorptionsspekiren bei der Geometrie
des Anions. Dabei zeigt sich, dass die Geometrie des Anions ungeféhr zwischen der Geometrie des S,
und des S; liegt. Dies wird aus dem Vergleich der Elektronenkonfigurationen von Anionengrundzustand,
neutralem S;-, bzw. T;-Zustand und Sy-Zustand verstandlich: Wir gehen deshalb davon aus, dass wir in
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der Lage sind, aus dem Anstieg der Strukturen in unseren Spektren Werte zu erhalten, die dem jeweili-
gen adiabatischen Wert nahe sind. Die Intensitat der neutralen Zusténde in den A-PE-Spekiren sollte
dabei im Wesentlichen durch den Anteil der Einelektronenanregungen am Ubergang bestimmt werden,
der aus den Rechnungen ersichtlich ist.

Exemplarisch soll an dieser Stelle die Auswertung des PD-PES von Stilben erldutert und anschieBend
mit den beiden weiteren Messungen am 1,4-Diphenylbutadien und am 1,6-Diphenylhexatrien verglichen
werden.

Es ist wohlbekannt, dass Stilben bei Lichtanre-
gung zum Sy mit hoher Ausbeute in das Cis-
Isomer Ubergeht (siehe Projekt B7, Ritter).
Stilben konnte von uns bei 100 °C in 8 Bar N,
mit guten Ausbeuten in die Gasphase gebracht
und im Uberschallstrahl durch Elektronenanla- - -
gerung als Anion dargestellt werden. In Abbil-
dung 3 ist sowohl das PD-PES des Stilben-
Anions als auch das Absorptionsspekirum des
neutralen Molekiils im Ldsungsmittel gezeigt.
Das PE-Spektrum wurde mit der 5. Harmoni-
schen des Nd:YAG-Lasers (212,8 nm = 5,826
eV) aufgezeichnet. Das PE-Spektrum enthalt
neben dem Sy- und dem T-Zustand weitere
Strukturen, die dem T,- und einer Uberlage-
rung von den S;i-, So- und Sz-Zustdnden zuge-
ordnet werden koénnen. Die Lage des So-
Zustandes relativ zum Anion (als E = 0 ge-
setzt) gibt die Elektronenaffinitat (EA) des Mo-
leklls wieder, fir Stilben liegt sie bei 0,56 eV.

UV-VIS

Elecrton intensity [arb. Units]

Anion-PES

Abb.3: PES des Stilben-Anions (unten), aufge- .
nommen mit einer Photodetachment-Wellen-
ldnge von 212,8 nm. Im Vergleich dazu das
Absorptionsspektrum des neutralen Moleklils

(oben), jedoch zum direkten Vergleich ver- S

schoben um die EA von 0,56 eV). Das PE- i 0 i
Spektrum enthélt neben dem S,-Ubergang und —TT—

dem T,—Ubergang noch weitere Strukturen, die 0 1000 2000 3000 4000 5000

dem T,-Ubergang und einer Uberlagerung der
S;- und Ss;-Zustdnde zugeordnet werden (sie-
he auch Text).

Energy with respect to the anion [meV]

Der Ty-Zustand ist im Kristall bekannt und liegt bei 17 750 cm’” (2,19 eV) [12]. Unser Wert flr den Anstieg
(adiabatischer Wert) betragt in guter Ubereinstimmung dazu 2,06 eV. Der Vergleich mit der Theorie (Ma-
rian, vertikal 2,05 eV bezogen auf Sy an der Anionengeometrie; adiabatisch 2,01 eV) zeigt, dass die An-
regungsenergie in den Rechnungen leicht unterschatzt wird, das Spektrum aber zuverlassig zugeordnet
werden kann. Weiterhin kann den Rechnungen enthommen werden, dass die Potentialflache des T;-
Zustands im Hinblick auf eine Verdrillung um die zentrale Bindung sehr flach ist, wohingegen der elektro-
nische Grundzustand dabei erheblich destabilisiert wird. Wahrend T, und Sy zu Uber 90% Anregungen
aus dem HOMO entsprechen und somit aus dem Anion gut erreichbar sind, ist laut Theorie (C1) die An-
regung zum T, nur zu 62% eine Einelektronenanregung aus dem HOMO-3. Die Ubergangswahrschein-
lichkeit flir den T, aus dem Anion sollte deshalb etwa um einen Faktor von (0,62)2 = 0,38 schwécher sein
als der des T;-Zustandes. Dies und die Reihenfolge der Zustédnde in der theoretischen Rechnung legen
nahe, dass die schwache Schulter bei 4,1 eV im PD-PES (daraus 3,538 eV adiabatische Neutralenener-
gie) dem T,-Zustand zuzuordnen ist (theoretischer vertikaler Wert aus TP C1: 3,51 eV).

Die zu héheren Energien folgende Struktur korrespondiert mit dem Ubergang im L&sungsmittelspektrum
des neutralen Molekils und wird dem S; und den schwachen Zustanden S, (lbergangsverboten im neut-
ralen Molekdl) und S; (schwach im neutralen Molekil) zugeordnet. Da diese Zustande alle von Anion aus
erreichbar sein sollten und sich energetisch Uberlagern erwartet man einen sehr groBen Peak. Dies
stimmt mit der Beobachten der groBen Struktur am rechten Rand von Abb. 3 gut Uberein. Der Anstieg
des S; liegt somit bei einer Neutralenergie von 3,88 eV (UV-VIS-Spekirum, vertikal: 3,99 eV; theoreti-
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scher vertikaler Wert aus Projekt C1: 3,62 eV). Die Lagen der S; und Sz-Zustande kénnen auf Grund ihrer
Uberlagerung nicht angegeben werden. lhre Prasenz im Spektrum wirde aber mit der ungewdhnlichen
Gr6Be der Struktur am rechten Rand des PE-Spektrums qualitativ Gbereinstimmen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es uns méglich war, unsere Methode erfolgreich zu testen
und die Lage des T;-Zustandes in der Gasphase zu bestimmen. Darlber hinaus haben wir die Lage des
To-Zustandes unterhalb des S ermittelt, was die ungewdhnliche Erhéhung der ISC-Rate in Stilben-Xe-
Clustern erklart [15]. Im Folgenden sollen nun nur noch die Spektren von 1,4-Diphenylbutadien und von
1,6-Diphenylhexatrien mit den obigen Resultaten verglichen und deren Messwerte aufgefihrt werden.

Das 1,4-Diphenylbutadien und das 1,6-
Diphenylhexatrien konnten durch Heizen
bei 120 °C bzw. 140°C in die Gasphase
gebracht werden. Beide A-PE-Spektren
sind mit der 5. Harmonischen aufgenom-
men und in Abbildung 4 zusammen mit
dem Spektrum des Stilbens gezeigt. Die
S EA des 1,4-Diphenylbutadiens ist 0,79 eV
und die des 1,6-Diphenylhexatrien ist 1,06
eV. In der Abbildung sind alle EA abgezo-
gen worden, so dass die Zustdnde der
neutralen Molekile miteinander verglichen
werden kdnnen. Erwartungsgeman vergro-
Bern sich die EAs mit zunehmender GréBe
des m-Systems. Die Kihlung der Anionen
ist offensichtlich ausreichend, denn in den
Spektren wird nur ein geringer Anteil brei-
ter, rot-verschobener heiBer Banden ge-
funden. Im Vergleich der Spektren erkennt
man deutlich, dass mit steigender Ketten-
lange der T,-Zustand schneller energetisch
absinkt und sich beim 1,6-
Diphenylhexatrien viel deutlicher von den
héheren Singulett-Zustédnden absetzt. Uber
dem T, erkennt man wieder die Uberlager-
ten Ubergdnge zu den S;- und S.-
Zustanden, die ahnlich schnell wie der T4-
Zustand absinken. Die Zuordnungen wur-
den wieder durch den Vergleich mit den
UV-VIS-Absorptionsspektren und den theo-
retischen Rechnungen qualitativ bestatigt.

Electron intensity [arb. units]

T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000

Energy with respect to the neutral [meV]

Abb. 4: Vergleich der PE-Spektren von Stilben (oben), 1,4-Diphenylbutadien (mittig) und das 1,6-
Diphenylhexatrien (unten) die mit einer Photodetachment-Wellenldnge von 212,8 nm aufgenommen wur-
den. Die EA von 0,56 eV (Stilben), 0,79 eV (1,4-Diphenylbutadien) und 1,06 eV (1,6-Diphenylhexatrien)
sind bei den jeweiligen Spektren abgezogen, so dass die Zustdnde der neutralen Molekliile vergleichbar
sind. Die PE-Spektren enthalten neben dem S, und dem T; noch weitere Strukturen, die dem T, und
einer Uberlagerung der S;- Ss-Zustdnde zugeordnet werden (siehe auch Text).

Die Urspriinge der T;-Zustédnde im Kristall bei tiefen Temperaturen liegen bei 1,788 eV [12] fUr 1,4-
Diphenylbutadien und 1,499 eV monoclinic bzw. 1,526 eV orthorombisch fir 1,6-Diphenylhexatrien [14]
und stimmen Gberraschend gut mit unserem Gasphasenwert (1,77 €V und 1,44 eV) Uberein. Eine Uber-
sicht Uber die Messwerte unseres Experimentes, den Werten aus den jeweiligen Kristallen und der Theo-
rie aus dem Teilprojekt C1 gibt die folgende Tabelle wieder.
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Substanz\ineV | S, T4 exp. T4 exp. T4 theo. T, exp. T, theo. S, exp. | S;theo.
aus PES | Im Kristall | Marian (C1) | aus PES | Marian | aus PES | Marian

Stilben 0,56 2,06 2,19[12] 2,01 41 3,54 3,86

1,4-Diphenyl- 0,79 1,77 1,788 1,64 3,12 3,04 3,7 3,27

Butadien

1,6-Diphenyl- 1,06 1,44 1,499 [14] 2,77 3,49

Hexatrien

Die theoretischen Werte liegen generell etwas zu tief, obgleich sie mit einer hochwertigen Methode be-
rechnet wurden. Dies unterstreicht auch die Notwendigkeit fir unsere Experimente als Eichwerte flr die
Theorie.

B1.2 PD-PES am Oligothiophenen

Thiophene sind allgemein von applikativem Interessen. Sie werden heutzutage in organischen Transisto-
ren, organischen ,light emitting devices” (OLEDs) und in Solarzellen eingesetzt. Von allen technisch ver-
wendeten Oligothiophenen ist das Sexithiophen das am haufigsten genutzte. Um die Eigenschaften der
Thiophene im Detail zu verstehen, misste man deren elektronische Struktur kennen. Da es anderweitig
schwierig ist die Triplett-Zustadnde zu messen, bietet sich die PD-PES an um die Wissensliicke zu schie-
Ben. Es ware auBerdem interessant zu klaren, warum die Thiophene eine sehr hohe ISC-Rate haben. Es
ist nur bekannt, dass die ISC-Raten mit der steigender Kettenldnge vom Bithiophen bis zum Sexithiophen
abnehmen. Bisher sind an den Oligothiophenen diverse Messungen und Kalkulationen durchgefihrt wor-
den. Es sind Absorptionsspektren in Losungen, Matrizen, Kristallen und diinnen Filmen, Photolumines-
zensspektren, kalorimetrische Messungen, Phophoreszensspektren, ,Energy Loss Spektren® und Rech-
nungen mit CASSCF, CASPT2, DFT sowie CC2 in der Literatur beschrieben.

Wir haben zur Klarung der elektronischen Strukturen der Oligothiophene die Reihe vom Bithiophen bis
zum Sexithiophen mit verschiedenen Detachment-Wellenlangen aufgenommen, so dass wir nun die ers-
ten flinf Oligothiophene beschreiben und mit einander vergleichen kénnen. Eine Veréffentlichung zu den
Oligothiophenen ist kurz vor dem Einreichen.

Um eine mdglichst hochwertige Aufldsung der Spektren prasentieren zu kénnen, sind sie molekllweise
jeweils aus drei Teilspekiren zusammengesetzt. Die Einzelnen Spektren sind mit der fundamentalen Wel-
lenlange von 1064 nm, die der dritten Harmonischen von 355 nm und der vierten Harmonischen des Y-
AGs von 266 nm photodetached worden. Die einzelnen Signale wurden hierzu integriert, dann flachen
erhaltend aufskaliert und anschlieBend zusammengefiigt. Die Bruchstellen der Einzelspektren sind mit
einem Pfeil gekennzeichnet. Dieses Verfahren ermdglicht es die einzelnen Signale mit geringerer Elekt-
ronenuberschussenergie auszunehmen und dadurch eine bessere Auflésung zu erhalten.

a) Bithiophen:

Das Bithiophen hat nur eine sehr geringe EA von 0,049 eV und ist deshalb sehr schwierig als Anion dar-
zustellen. Im direkten Vergleich kann man deshalb erkennen, dass das Signal-zu-Rausch Verhéltnis
schlechter als bei den Gbrigen Thiophenen ist. Die Auflésung dieses Spektrum ist im Vergleich zu den
Anderen am besten, da das Bithiophen am kleinsten ist und die geringere Anzahl von niederfrequenten
Schwingungen hat. Man kann daher auf den Signalen der ersten beiden Zustande eine Schwingungs-
struktur erkennen. Die Schwingungen kénnen einer C=C-Steckschwingung zugeordnet werden. Der erste
Zustand nach dem Sy ist der T;. Er liegt bei 2,28 eV und stimmt Uberraschend gut mit dem Literaturwert
von 2,26 eV im Kristall [16] lberein. Das dritte Signal in dem Spektrum beginnt bei 3,83 eV und zeigt eine
zweite Stufe bei 4,33 eV. Diese Struktur beinhaltet den T,, den S; und vermutlich den T5; sowie den Ty,
die leider aufgrund ihrer hohen Zustandsdichte und des schlechten Signal-zu-Rausch Verhéltnis nicht
experimentell unterschieden werden kénnen. Die Theorie aus dem Teilprojekt C1 sagt fiir diesen Ener-
giebereich 4,01 eV flr den Sy, 3,75 eV fiir den T,, 4,09 eV und 4,19 eV flur den T, voraus. Die so nah
beieinander liegenden elektronischen Zustinde erklaren mdéglicherweise die ungewdhnlich hohe I1SC-
Rate des Bithiophens.

Abb. 5: In der Abbildung sind alle Spektren der Oligothiophenreihe gegeneinander ausgetragen. Bei allen
Substanzen ist ihre EA (0,05 eV (2T), 0,50 eV (3T), 0,84 eV (4T), 0,95 eV (5T) und 1,13 eV (6T)) abge-
zogen, so dass alle Spektren auf den Grundzustand normiert sind. Man kann direkt die elektronisch an-
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geregten Zustdnde miteinander vergleichen. Um die
Auflbsung zu verbessern sind die Spektren der Thi-
ophene jeweils mit 1064 nm, 355 nm und 266 nm auf-
genommen worden. Die Grenzen der Einzelspektren
sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

b) Terthiophen:
Das Terthiophen hat mit 0,50 eV schon eine wesentlich
héhere EA als das Bithiophen. Man kann den S, den
T4, den T, und den S; des Terthiophen getrennt erken-
LA

nen. Mit 1,94 eV liegt unser gemessener T{-Wert recht

nahe am Literaturwert von 1,88 eV aus der n- _J
Alkanmatrix [17] und etwas hbher als der theoretische :

adiabatische Wert von 1,74 eV. Unser S;-Wert betragt : ﬁ %
3,05 eV und stimmt sehr gut mit den Referenzen 3,04
eV im Ldésungsmittel [18], 3,085 eV in der n-
Dekanmatrix und 3,05 eV aus der Rechnung Uberein.
Das Signal bei 3,4 eV kann aufgrund seiner Struktur
nicht dem S, zugeschrieben werden und muss den T,
darstellen. Dieser Wert konnte bislang nicht gemessen
werden, da T4-T, Absorptionsmessungen nicht so tief b 3T
in den IR-Bereich vordringen konnten.

a) 2T

c) Tetrathiophen:

Beim Tetrathiophen wurde fir die vergleichende Spekt-
rendibersicht eine EA von 0,835 eV abgezogen. Der Sy-
T4 Ubergang stimmt mit seinen 1,72 eV gut mit dem
1,67 eV aus der Kristallmessung [16] Uberein. Die bei-
den weiteren Signale bei 2,6 eV und 3,06 eV sind ver-
glichen mit den theoretischen Werten von 2,25 eV und
2,62 eV wieder etwas héher aber eindeutig der T, und
der S;. Gestitzt wird diese Zuordnung durch die Inten-
sitatsverhéltnisse der beiden Zustande: Der T,-Zustand
l&sst nur zu 36% eine Einelektronen-Anregung aus
dem Anion zu.

c) 4T

Electron intensity [arb. units]

d) Quinquethiophene:

Das Spektrum des Quinquethiophene wurde um die EA
von 0,95 eV versetzt in das Gesamtspekirum eingear-
beitet. Man sieht den Sy, den T4, den T,, den S; und
am rechten Rand einen weiteren nicht zuzuordnenden
Zustand. Bei uns liegen der T4-, der To- und der S;-
Zustand bei 1,69 eV, 2,43 eV und 2,95 eV. Die Gro-
Benverhaltnisse der beiden oberen Zustdnde ist hier
noch besser auf 1:2 abzuschatzen und lasst sich wie-
der durch den gerineren ein-Elektronen-Ubergangs-
konfiguration-anteil erklaren.

e) Sexithiophen:

Das Sexithiophen hat eine EA von 1,13 eV. Die T;-, T»-
und S;-Werte ergeben sich aus unserer Messung mit
1,61 eV, 2,28eV und 2,78 eV. Der nachst-hdhere Zu-
stand am rechten Rand des Spektrums riickt mit zu-
nehmender Kettenldnge weiter ins Blickfeld, kann aber
immer noch nicht vollstandig dargestellt werden. Eine
Zuordnung ist daher schwierig. Die theoretischen Be-

d) 5T

e) 6T

rechnungen legen nahe, dass es sich um eine Super- | T T [ T ] T ]
postion der T3- und T,~Zustande handelt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die T,- Energy with respect to the neutral [eV]
Zustande und ihre Position im elektronischen Geflige

-27 -




A1
Weinkauf

der Oligothiophene bisher nicht bestimmt werden konnten. Unsere Messungen zeigen, dass der T, gene-
rell unterhalb der S;-Zusténde liegt. Dies kénnte eine Erklarung sein weshalb die ISC-Raten in den kur-
zen Oligothiophenen so grof3 sind.

B 2. Die Spektroskopie von nz*-Triplettzustanden

B 2.1 PD-PES am para-Benzochinon

1,4-Benzochinon ist ein geeignetes Testsystem um die PD-PES bezlglich der Anwendbarkeit auf nm*
Zusténde zu erproben. Es stellt ein relativ kleines aromatisches System mit Heteroatomen dar, hat ein
starkes quadrupol Moment und daraus resultierend niedrig liegende nt* Zustande. Eine nm* Anregung
héatte allgemein ein schwaches Ubergangsmoment weil es nur einen gerin-
gen Uberlapp der Orbitale gibt. Zusétzlich fallen diese Ubergénge bei der | ——————— =n* L+1
Spektroskopie am Neutralteilchen durch Paritats-, Symmetrie- bzw. Spin-
verbote besonders dlunkel aus. Da Fjie PD-PES a}lle diese Beschréﬂnkungen o ——— n*L
umgeht, erwarten wir auf Grund einer sehr geringen GeometrieAnderung
Franck-Condon Faktoren, die zu scharfen Spektren flihren missten. Ben-
zochinon ist in der Literatur ausgiebig beschrieben und es gibt [19] bereits
Elektron-Energie-Loss Spekiren, so dass unsere Ergebnisse gut verglichen

werden kénnen. Das Molekilorbitalschema auf der rechten Seite zeigt, wie Al n H
die n-Orbitale in der Elektronenstruktur eingebettet sind. Es gibt jedoch die M

Energetik und die Symmetrie der einzelnen Zustande nicht wahrheitsgetreu J n H-1
wieder, so dass man nicht die hohe Zustandsdichte oder die Symmetrie- | L———— ° 115
verbote der Ubergange ablesen kann. ﬂ TEO H-=3

Abb. 6: Das Molekdl Orbitalschema zeigt die Elektronenkonfiguration des Benzochinons. Die nicht bin-
denden Orbitale der Sauerstoffatome (n) liegen dicht bei den héchsten bindenden Orbitalen des -
Systems und kénnen ebenfalls durch Photodetachment depopuliert werden.

Das Anionen-PE  Spektrum ist mit einer
Detachmentwellenlénge von 212,8 nm
aufgenommen worden. Die gemessene
Elektronenaffinitat betragt 1,86 eV und stimmt mit
Vergleichswerten aus Miinchner Messungen relativ
gut Uberein. Man sieht im Spektrum einen steilen
Anstieg oberhalb von 2,3 eV (im Bezug auf den Sy)
und einen zweiten deutlichen Anstieg oberhalb von
2,5 eV. Die zweite Struktur ab 2,5 eV kann durch
W Vergleich mit der Literatur den S;- bzw. So-

Zustanden zugeordnet werden. Die vorderen Sig-
nale kénnen daher nur von den tiefer liegenden,
Symmetrie und Spin verbotenen n-mr*-Ubergange
des T4 und des T, sein. Leider ist zurzeit nicht még-
lich die T;-, To-, S4- und Sy-Zusténde explizit zu
trennen. Die gemessenen Strukturen sind jedoch
echt und vermutlich eine Uberlagerung dieser vier
Zustdnde. Es ware eine deutlich hdéhere
Elektronenenergieaufldsung nétig um die Zustande
zu trennen.

Electron intensity [arb. units]

Abb. 7: Das PD-PE Spektrum von Benzochinon
aufgenommen mit der 5. Harmonischen des
NdYAG-Lasers (212,8 nm). Die Elektronenaffinitat
betragt 1,86 eV. Ab 2,3 eV Uber dem Grundzustand
finden wir eine hohe Zustandsdichte, die den Tj-,
0 ) 1' ) é ' é ' "1 ' é T,-, Si- und S,-Zustadnden zugeordnet wird. Es ist

somit gezeigt, dass die PD-PES aus dem
Energy with respect to the anion [eV] Radikalanion = symmetrieverbotene und  nzu*-
Zustande erreichen kann.
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B 2.2 PD-PES am Xanthon

Xanthon ist wegen seiner Intersystem Crossing Rate von 10"%s™ und seiner Triplettenergie-
Donoreigenschaft von Interesse. Eine verzdgerte Fluoreszenz aus dem Sy, l&sst auf einen energetisch
nahe liegenden Triplett-Zustand schlieBen, der mit dem S; im thermischen Gleichgewicht steht. Der prin-
zipiell mégliche Ubergang vom Singulett in den Triplett und zurlick kann durch die EI Sayed Regeln er-
klart werden. Neben vielen Flissigphasemessungen sind auch einige Gasphasenwerte zum Xanthon
bekannt. Die Ubergangsenergien von T1>S, und S1>S, betragen 3,2 eV und 3,34 eV [20]. Der S;>S,
Ubergang liegt bei 3,8 eV [21]. Es ist bekannt, dass der energetisch T ein m-m*-Zustand und der T, ein
dunkler n-r*-Zustand ist.

Abb. 8: Das Anionen-PE Spektrum von
Xanthon ist mit der 5. Harmonischen des
NdYAG-Lasers (212,8 nm) aufgenommen
worden und zeigt eine Elektronenaffinitdt von
0,9 eV. Der Grundzustand zeigt eine lange
Schwingungsprogression, so dass eine starke
Geometriednderung zwischen dem Anion und
dem neutralen Molekiil angenommen werden
kann. Vom Grundzustand aus gesehen er-
scheint eine hohe Zustandsdichte ab 3 eV, die
den T;-, To-, S;- und Sp-Zustédnden zugeordnet
werden kann.

Die Messung des Xanthon wurde mit 212,7 nm
als Detachmentwellenlange (5. Harmonische
des Nd:YAG-Lasers) aufgezeichnet. Der Sp-
Zustand liegt in Relation zum Anion bei 0,9 eV
und stellt die Elektronenaffinitat dar. Der T,
(m/m*-Ubergang) liegt bei ca. 3 eV. Leider lie-
gen Sy, T, und S, zu dicht beieinander, so
dass sie bei unserer Auflésung nicht getrennt
werden kénnen.

Dies kann jedoch mittels zweier Argumente
erklart werden. Erstens ist die Zustandsdichte
sehr hoch, so dass die einzelnen Zustande
nah beieinander liegen und beispielsweise die
hohen ISC Raten bedingen und zweitens wird
vermutet, dass der Anionenzustand des

Elecrton intensity [arb. units]

Xanthons im Gegensatz zum planaren Neut- ' T ' 1 ' T J
ralzustand gewinkelt ist und durch diese Geo- 0 1 2 3 4 5
metriednderung eine lange Schwingungspro- : ]
gression - wie beim S, zu beobachten - ent- Energy with respect to the anion [eV]
steht.

Zur genauen Aufklarung des Spektrums stehen noch exakte und teure Rechnungen aus, so dass vermut-
lich in Kirze eine bessere Interpretation moglich sein wird. Unsere Messungen unterstitzen jedoch
schon die Annahmen einer hohen Zustandsdichte, die sich aus m-m*-Zustédnden und n-1r*-Zustanden
zusammensetzt.

PD-PES an weiteren molekularen Systemen

Es wurden A-PE-Spektren von 1-Hydroxy-Flavon, Azulen, Anthracen, Nitrobenzol und anderen Substan-
zen aufgezeichnet. Diese Messungen sind jedoch noch nicht abgeschlossen, insbesondere fehlt noch der
Vergleich zur Theorie.
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B3 Messungen zu ladungsgetrennten Neutralzustanden in Komplexen

Eine entscheidende Frage beim Ubergang vom isolierten Chromophor zum Cluster und dann zur kom-
plexen Umgebung ist, inwieweit die Eigenschaft des Chromophors durch die Umgebung veréndert wird.
Neben der Solvatation kdnnen auch bimolekulare Ladungstransferprozesse auftreten, die als Zwischen-
schritte ganz wesentlich zur Photophysik und Photochemie beitragen kdnnen. Wéhrend in vororientierten
Komplexen wie den Nucleinsdurebasenpaaren Ladungstransferzustdnde (CT-Zusténde) auch die Dyna-
mik der Singulettzustédnde beeinflussen kdnnen [22], spielen bei Diffusionsprozessen vor allem Triplett-
zustande eine wichtige Rolle als langlebige Energiespeicher.

Die PD-PES von Clustern bietet —\
die Méglichkeit im Uberschallstrahl H
verschiedene Moleklle zu co- H
expandieren und so beim Abkuh- t
len mit einander zu verheiraten. Es 1
kénnen StoBkomplexe erzeugt i
werden, die zum einen im L6- '\‘
sungsmittel wegen ihrer kurzen ©
Lebensdauer kaum  auffindbar X
waren und zum anderen im Neut- A
ralen wegen ihrer Geometrie na- N
hezu keine Transmissionswahr- b — T
scheinlichkeit in den CT- Zustand N———— R N
zeigen wurden. Den zweiten Punkt
unterstreicht die Abbildung 9, in
der man erkennen kann, dass vom
neutralen Grundzustand aus nur L
das auslaufende Potential des CT- jji INCull N
Zustandes erreichbar ist und dass \
dadurch die Energie des Uber- N -
gangs stark blau geschoben ist. Im ‘v__——- U -
Gegensatz dazu liegt bei der PD- I

PES von Clustern die Geometrie EAA
des Anions zwischen der des CT- EA

Zustandes und der des Neutralen DA
Komplexes. Aus diesem Grunde
kann der Anionenteil beim Photo-
detachment in den neutralen Kom-
plex oder der Neutralteil beim loni-
sieren in den CT- Zustand Uber-
fihrt werden. Da alle Zusténde
durch einen ein-Photon-ein- ’
Elektronen Schritt zuganglich sind, R (D_A)

kénnen sie mit unserer Methode

spektroskopiert werden.

)

[
!
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Abb. 9: Das Zustandsdiagramm zeigt den Anionenkomplex und die von ihm aus erreichbaren Zustédnde
im Neutralen sowie den CT- Zustand. Die Geometrie erlaubt einen Ubergang zu allen abgebildeten Zu-
stdnden, so dass die PD-PES eine direkte CT Spektroskopie ermdglicht.

Um zu demonstrieren, dass unsere Methode prinzipiell funktioniert, wurde zunachst ein CT System ge-
wahlt, das aus zwei in GroBe und Dampfdruck &hnlichen Chromophoren zusammen gesetzt ist. Die Wabhl
fiel auf einen Bithiophen-Indol Cluster, bei dem nur das Bithiophen eine positive Elektronenaffinitat auf-
weist. Durch die Anwesenheit des Anions ist dabei die lonisationsenergie (IE) des neutralen Partners
deutlich abgesenkt. Das Bithiophen-Indol = Spektrum in Abbildung 10 zeigt, dass der CT-Zustand beste-
hend aus dem Bithiophen-Anion und dem Indol-Kation oberhalb des T, des Bithiophens liegt und somit
nur in vor geformten Komplexen den Si-Zustand I6schen kénnte.
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Abb. 10: (Abb. links) Photodetachment am Bi-
thiophen-Anion fiihrt zu S, und T; (a). Im Anionen-
Komplex Indol-Bithiophen™ (b) ist neben dem Pho-
todetachment des Bithiophens (S, und T, wie im
unteren Fall) auch die lonisation des Indols in
Gegenwart des Anions mdéglich, es wird aus dem
Anionenkomplex der neutrale CT-Zustand Indol’-
Bithiophen  erzeugt. Fir weitere Erkldrungen sie-
he Text.

Abb. 11: (Abb. unten) Das Anionen-PE Spektrum
des Stilben-O, -Clusters (b) und zum Vergleich
des Stilbens™ (a) sowie des O, (c) aufgenommen
mit einer Photodetachmentwellenldnge von 212,8
nm bzw. 532 nm beim O,. Ein chemisch gebun-
dener Komplex kann ausgeschlossen werden. Der
Grundzustand und der erste angeregte Zustand
des neutralen O, im Spektrum des Clusters sind
nur sehr schwach erkennbar: Man beobachtet fast
nur den Ubergang zum CT-Zustand (weitere Er-

Zum weiteren Test der Methode wurde auch der
Stilben-O, -Komplex untersucht. In Abbildung 11
ist das PE-Spektrum des Stilben-O, -Clusters
(oben) im Vergleich zum Spektrum des Stilbens
(unten) gezeigt. Ein chemisch gebundener Kom-
plex kann ausgeschlossen werden, da das Ent-
fernen von O, aus der Dise das Komplexsignal
sofort verschwinden lasst. Im Fall Stilben-O, ist
der Zustand des neutralen O, im Spektrum nur
sehr schwach erkennbar und wegen des groBen
Ubergangsmomentes des Stiloens fast nur der
Ubergang zum CT-Zustand zu beobachten. Die
Lage des CT-Zustandes kann bisher ebenfalls
nur abgeschatzt werden: Mit einer Komplex-
Bindungsenergie im Anion von 0,55 eV (siehe
oben) und einer EA des O, von 0,45 eV liegt der
CT-Zustand unterhalb von 3,1 eV Uber dem S,
und somit auch tber dem T, des Stilbens.

Da man aber davon ausgehen kann, dass Stil-
ben-O, im Lésungsmittel extrem selten als vorge-
formter Komplex vorliegt, wird dieser CT-Zustand
keinen nennenswerten Anteil an der Deaktivie-
rung des S;-Zustandes des Stilbens haben. Nach
einer Photoanregung in den S; ist ein StoB mit
O, wahrend der Lebensdauer des S; sehr un-
wahrscheinlich. Gleiches gilt vermutlich auch fir
Carotine und Carotin-Analoge. Versuche einer
Komplexierung von 1,6-Diphenylhexatrien mit O,
scheiterten, da es wahrend des Experiments zu

einer chemischen Reaktion kommen kam und der Komplex nicht von einer mit Sauerstoff gebildeten Pe-
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roxid-Verbindung unterschieden werden kann. Fir solche Experimente soll in einem spateren Projekt
eine Dise entwickelt werden, die verschiedene Partner erst in der Expansion zusammenbringen wird.
Eine solche Diise kdénnte dann auch Verwendung finden, um Messungen mit Komplexen aus zwei Chro-
mophoren &hnlichen Anregungsquerschnittes aber verschiedenen Arbeitstemperaturen bei der Verdamp-
fung zu verwirklichen.

Ist der Absorptionsquerschnitt der beiden Chro-
mophore noch unterschiedlicher als beim Stilben-
O, -Clusters, so beobachtet man fast nur den
Ubergang zum CT-Zustand. In Abbildung 12 sind
die Anionen-PE Spektren vom N-methylindol-O,
und vom Indol-O, -Cluster dargestellt. Durch die
Methylierung des Indols kann gezeigt werden,
dass sich mit der lonisationsenergie auch die
Energie des CT-Zustandes verschiebt.

Die breite Struktur der CT-Zustande mit jeweils
einem sanften Anstieg in diesen Spektren erklart
sich aus der groBen Geometriednderung zwi-
schen dem Anionenkomplex und dem stark kont-
rahierten CT-Zustand. Da die Solvatationsener-
gie der kleinen Ladung im O, durch das Indol
wesentlich gréBer als die Bindung im neutralen
Komplex sein muss, ist der Anionenkomplex
bereits wesentlich komprimierter als der neutrale
Komplex. Es werden deshalb zum schlechten
elektronischen  Ubergangsmoment hinzukom-
mend auch unglinstige Franck-Condon-Faktoren
fir den Ubergang vom Anion zum neutralen
Komplex im Grundzustand (Photodetachment
des O, im Komplex) erwartet. Die schwache
Struktur vor dem CT-Zustand, die besonders im
obigen Spektrum auffallt, wird wie beim Stiloen- O, « Indole
O, -Cluster durch diese schwache Anregung
zum neutralen O,-Komplex erklart. Sie fehlt aber (a)
im zweien Spektrum fast vollstadndig. Auf Grund

O, « N-methylindole
(b)

Electron intensity [arb. units]

dieser Beobachtung ist zu vermuten, dass im N- T T E T T T T T
Methylindol (oben) das O, Uber dem -System 0 1 2 3 4
und nicht mehr in der aus Polaritatsgrinden e- . .
nergetisch ginstigeren NH-Gruppe sitzt. Energy with respect to the anion [eV]
Abb. 12: Die Spektren vom Indol-O, -Cluster (a) und vom N-methylindol-O, -Cluster (b) demonstrieren
den Einfluss von Substituenten bei der CT Bildung. Beim Indol bindet der negative Sauerstoff an den
partiell positiven Wasserstoff der NH-Gruppe. Ist diese Bindungsstelle durch eine Methylgruppe blockiert,
muss der Sauerstoff eine Position (ber dem 1-System einnehmen und ist der Struktur des neutralen
Komplexes dadurch dhnlicher. Als Folge davon ist in (b) das Maximum des CT- Zustandes verschoben
und das Sauerstoffspektrum in der vorderen Flanke stadrker ausgepragt.

Schatzt man im Komplex von Indol mit O, die Komplex-Bindungsenergie im Anion mit 0,5 eV ab (siehe
O2 Naphthalin [1]), so liegt der CT-Zustand unter dem T;-Zustand des Indols. Zusammen mit der sehr
langen Lebensdauer des T;-Zustands in Tryptophan (in Abwesenheit von O,) legt dieses Ergebnis einen
neuen Mechanismus fir die 'O,-Entstehung bei Photoanregung des Tryptophans nahe. Der Anteil des
angeregten Tryptophans, der in den Ty-Zustand relaxiert, speichert die Energie, bis es zuféllig mit einem
durch das Peptid diffundierenden O,-Molekil zusammen stéBt. Durch den Ubergang zum CT-Zustand
(erster Elektronentransfer) und einem nachfolgenden Ricktransfer eines Elektrons mit einem anderen
Spin (zweiter Elektronentransfer) kann dann der '0, und das Tryptophan im Grundzustand erzeugt wer-
den. Mag die Ausbeute Uber alle Prozesse auch relativ klein sein, so ist es nur eine Frage der Anzahl der
Anregungen bis tryptophanhaltige Proteine durch UV-Anregung zerstdrt werden. Ahnliche Mechanismen
werden von uns auch fir Homo- und Hetero-Komplexe aus gréBeren Chromophoren prognostiziert, da
meist die Elektronenaffinitdten hoch und die lonisationsenergien niedrig sind.

Detailliertere Informationen kénnen in unserem Paper nachgelesen werden [23].
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C) Ergebnisse aus Kooperationen

C1) Die ultraschnelle Deaktivierung von Thiophen

In Zusammenarbeit mit Christel Marian (C1) wurde die schnelle strahlungslose Deaktivierung von Thi-
ophen aufgeklart. Die fs-pump-probe-Daten stammen noch aus meiner Minchner Zeit. Da im Thiophen
einerseits zwei Triplettzustande unterhalb des S; liegen und andererseits die a-Oligothiophene ein sehr
schnelles ISC im ps-Bereich zeigen, wurde der beobachtete schnelle Zerfall des angeregten Zustandes
von etwa 80 fs zunachst mit Vorbehalt als ein schnelles ISC interpretiert. Diese Interpretation war jedoch
wegen der schnellen Zerfallszeit fragwirdig und wurde deshalb lange nicht verdffentlicht. In Kooperation
mit Frau Marian gelang es nun, als Deaktivierungsmechanismus eine Ring6ffnung nach Photoanregung
zu finden, die Uber einen konischen Schnitt mit dem Grundzustand die elektronische Energie schnell in
Schwingungsenergie konvertiert [24*]. Diese theoretischen Ergebnisse stimmten auch mit unseren ge-
messenen Daten qualitativ Uberein [25*].

C2) 1-Hydroxy-Tryptamin, 1-Hydroxy-Indol

Fir eine Kooperation mit Michael Schmitt wurden R2PI-Ubersichtsspektren zu Hydroxy-Tryptamin [26%]
und Hydoxy-Indol [27*] gemessen (siehe auch Arbeitsbericht in A2). Fir Hydroxy-Tryptamin lassen sich
Ubergange verschiedener Konformere lokalisieren und von den Ubergéngen, die von Clustern (hier mit
Wasser) resultieren, trennen. Ziele der Messungen am 1-Hydroxy-Tryptamin waren, zu klaren, ob die
Reihenfolge der beiden elektronisch angeregten Zusténde L, und L, durch die Substitution am Indolring
vertauscht und wie die Hydroxy-Gruppe die relativen Konformationsenergien im Vergleich zum Tryptamin
beeinflusst werden. Gegenwartig wird mit anderen Modellsubstanzen, die groBe Dipole in der Seitenkette
besitzen, an ahnlichen Fragestellungen gearbeitet. Beim 1-Hydroxy-Indol stand die Relativlage und
Kopplung zwischen den L, und L,-Zustédnden im Vordergrund.

C3) Caged compounds

Es wurden mit dem ESI-Massenspekrometer (ESI-MS) auch Experimente zum zeithahen massen-
spektrometrischen Nachweis von Photofragmenten durchgefiihrt (siehe Bericht AG Schaper (B6)). Neben
anderen Verbindungen wurde insbesondere die caged-compound-Verbindung y-Aminobuttersaure
(GABA) mit 308 nm bestrahlt und dann einige Minuten spéater im Massenspektrometer analysiert. Dabei
konnte ein protoniertes Photoprodukt Uberzeugend nachgewiesen werden. Die Abspaltung folgt dabei
dem typischen Muster dieser Substanzklasse (siehe Projekt B6). Die Methode ,zeithahe mas-
senspekirometrische Analyse von Photoprodukten® kann sicher beziglich der Empfindlichkeit und der
zeitlichen Nachweisgrenze optimiert werden. Aber es wird sicher schwierig sein, den Zeitbereich kleiner
1s zwischen Anregung und Massennachweis zu unterschreiten.

Diese Methode ist zum Teil komplementar zu optischen Methoden und kann in Einzelféallen einen wichti-
gen Beitrag zur Aufkldrung von Photoprozessen liefern. Eine Gefahr liegt jedoch im bevorzugten Nach-
weis protonierter Spezies im ESI-MS, so dass mdéglicherweise nicht alle Photoprodukte mit vergleichbarer
Effizienz nachgewiesen werden kénnen. Hier missen weitere Experimente den Beitrag dieser Methode
zur Aufklarung von Photoreaktionen klaren (siehe Arbeitsprogramm).
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6.3

Rickblick auf die Férderung

Das Teilprojekt wird seit Juli 2005 im Sonderforschungsbereich geférdert. Es wird mit Ablauf der zu Ende
gehenden Férderperiode beendet.

6.3.1 Personal im Teilprojekt wahrend der zu Ende gehenden Forderperiode
lau- Name, engere Institut der Hoch- Mitarbeit | Entgelt-
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Wissenschaftle- |2 Swen Siegert Chemie HHU 19,5
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Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Grundausstattung):
1 Ferdinand Vogeler

Aufgabenbeschreibung:
Verbesserung der PD-PES-Anlage, insbesondere Entwicklung von gepulsten Aufbauten.
Messungen an Diphenylpolyenen sowie Ladungstransferzustanden.

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Ergdnzungsausstattung):

2 Swen Siegert

Aufbau und Verbesserung der PD-PES-Apparatur. Messungen an nz*-Zustanden, Oligothiophenen und
Ladungstransferzustanden.
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6.1 Allgemeine Angaben zum Teilprojekt A2

6.1.1 Titel: Bestimmung von Strukturen und Lebensdauern photoprotektiver
Addukte in elektronisch angeregten Zustanden.

6.1.2 Projektleitung

Schmitt, Michael, PD Dr., geb. 2.7.1964, deutsch
Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

Institut fir Physikalische Chemie |
Universitatsstr. 1

D-40225 Dusseldorf

Telefon: 0211 81 13691

E-Mail: mschmitt@uni-duesseldorf.de

6.2 Entwicklung des Teilprojekts

6.2.1 Bericht

Im geférderten Teilprojekt A2 wurden Strukturen elektronisch angeregter Molekiile, die Lage ihrer Uber-
gangsdipolmomente, die Natur des oder der niedrigsten angeregten Singlettzustdnde sowie ihre Lebens-
dauern bestimmt. Dieser Bericht orientiert sich in erster Linie an den im Abschnitt 3.3.2 angegebenen
Publikationen aus diesem Teilprojekt. Bei den untersuchten Molekilen kénnen zwei Klassen unterschie-
den werden. Zum einen Dimere von Aromaten, die Uber van der Waals oder Wasserstoffbriicken gebun-
den sind, wie zum Beispiel das Phenoldimer und das Benzoesduredimer, zum anderen Derivate des
Indolchromophors, wie Tryptamin, Methoxytryptamin, Azaindol und das Indol selbst. Die umfangreichsten
Untersuchungen wurden am Tryptamin und am Indol als Modellsysteme durchgefihrt. In Molekularstrah-
len konnten bisher 7 verschiedene Konformere von Tryptamin gefunden werden, die vor einer Untersu-
chung ihrer elektronisch angeregten Zusténde vollstadndig strukturell charakterisiert wurden.

Bei den Indolchromophoren steht die Reihenfolge der niedrigsten elektronisch angeregten Singulett-
Zustande, L, und L,, im Mittelpunkt der Untersuchungen. Fir das Indol konnte zum ersten Mal durch
Kombination von ab initio quantenchemischen Rechnungen und rotationsauflésender elektronischer
Spektroskopie die Modenselektivitdt der Abfolge von vibronischen L,- und L,-Banden aufgeklart wer-
den.[1]

Mit Hilfe der Kombination von rotationsauflésender elektronischer Spektroskopie von Torsionsbanden
des Tryptamins und dispergierter Fluoreszenzspektroskopie der Urspriinge und einiger Torsionsbanden
aller sieben beobachteten Konformere des Tryptamins war es uns madglich, den Einfluss des Chro-
mophors auf die Ethylaminoseitenkette zu untersuchen. Hierbei konnten die niederfrequenten Schwin-
gungsbanden im Bereich bis etwa 300 cm™ Giber den entsprechenden Urspriingen der verschiedenen
Konformere Torsionsbewegungen zugeordnet werden, die bei der Faltung von Peptiden eine entschei-
dende Rolle spielen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen, die zusammen mit TP A4 durchgefihrt
wurden, sind in Referenz [10] beschrieben.

Die Arbeitsgruppe von T. Zwier hat mit Hilfe von Populationstransferspektroskopie die Héhe der Barrieren
zwischen einzelnen Konformeren des Tryptamins direkt bestimmen kénnen. Um eine verlassliche Aus-
sage Uber relative Stabilititen der Konformere aus den Absorptionsintensititen zu gewinnen, muss si-
chergestellt werden, dass die thermische Relaxation im Molekularstrahl wesentlich schneller ist als die
Relaxation zwischen den Konformeren, die durch die Barrieren zwischen den stabilen Minimumstrukturen
bestimmt wird. Zu diesem Zweck haben wir eine Untersuchung durchgefiihrt, in der die thermische Rela-
xation der Konformere durch Variation der Expansionsbedingungen und die Relaxation zwischen den
Konformeren durch Variation der Disentemperatur systematisch variiert wurde.[3] Wir konnten zeigen,
dass unter den géngigen experimentellen Bedingungen im Tryptaminsystem die Schwingungs- und die
Konformerenrelaxation von der gleichen GrdéBenordnung sein missen. Das heiBt, dass wahrend der Ex-
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pansion Populationstransfer zwischen verschiedenen Konformeren stattfindet, so dass die beobachtete
Verteilung der Konformeren stark von den Expansionsbedingungen abhéngt. Im aktuellen Fall konnte das
Auftreten eines Konformers nur durch Variation des Stagnationsdrucks komplett unterdriickt werden.

In Zusammenarbeit mit Teilprojekt C1 wurden die beiden niedrigsten Singlettzustédnde aller sieben expe-
rimentell gefundener Konformere des Tryptamins durch eine Kombination von ab initio (RICC2), Dichte-
funktional (TD-B3-LYP) und Multireferenzkonfigurationswechselwirkungsmethoden (DFT/MRCI) einge-
hend charakterisiert und die experimentell bestimmten Eigenschaften von elektronisch angeregtem Tryp-
tamin auf Absorption in den L,-Zustand zuriickgefiihrt.[13] Daneben wurden nullpunkisenergiekorrigierte
adiabatische Anregungsenergien und Orientierungen der Ubergangsdipolmomente fiir den L,- und den
Lp,-Zustand bestimmt.

Nach der experimentellen und theoretischen Charakterisierung der Konformerenlandschaft und der elekt-
ronischen Urspriinge und Eigenschaften des niedrigsten angeregten Zustands (L,) wurden die beiden
niedrigsten elektronisch angeregten Singlettzustande des stabilsten Konformers von Tryptamin unter-
sucht.[4] Durch Messung der rotationsaufgelésten Spektren der vibronischen Banden des Gpy(out) Kon-
formers konnten wir zeigen, dass der Ursprung des L,-Zustandes etwa 400 cm™ oberhalb des elektroni-
schen Ursprunges des L,-Zustandes liegt. In diesem Bereich &ndert sich die Polarisation des Uber-
gangsmoments von reiner a-Achsenpolarisation, die den Ly-Zustand charakterisiert, zu reiner b-
Achsenpolarisation, charakteristisch fir den L,-Zustand. Zusétzlich konnten wir zeigen, dass jede vibroni-
sche Bande oberhalb dieser Energie aus zwei oder mehreren vibronischen Ubergangen besteht. Die
Dichte der beobachteten vibronischen Banden folgt hierbei eng der Schwingungszustandsdichte des Ly-
Zustandes. Durch die groBe Oszillatorstérke des L,-Zustandes gewinnen alle energetisch naheliegenden
L,-Ubergénge Intensitat und treten daher im Spektrum auf. Die vergleichsweise geringe Intensitat der L,-
Ubergange ist auf diese Verteilung der Oszillatorstarke auf mehrere Ly,-Zusténde, als auch auf unglnstige
Franck-Condon Faktoren fir die direkte Anregung in den L, Zustand zurtickzufihren. Wahrend im Ener-
giebereich zwischen dem Ursprung des L,-Zustandes und 300 cm™ dariiber jede Bande einem reinen
Bandentyp von entweder L,-Zustand oder L,-Zustand entspricht, treten oberhalb dieser Energie nur noch
gemischte Zustande auf, was anzeigt, dass beide Zustande ihre spektrale Identitat voéllig verloren haben.
Mit Hilfe von CASSCF Rechnungen konnten wir eine konische Durchschneidung (Cl) zwischen den ge-
bundenen L,- und L,-Zusténden finden. Einzelpunktrechnungen entlang des so bestimmten Pfads fiir die
konische Durchschneidung wurden mit der DFT/MRCI Methode durchgeflhrt und lokalisieren die Cl bei
einer Energie von etwa 900 cm’ tber dem Ly,-Ursprung, in guter Ubereinstimmung mit dem Energiebe-
reich, in dem vdlliges Mischen der elekironischen Zustdnde auftritt. Diese Untersuchungen wurden in
Zusammenarbeit mit Teilprojekt A4 durchgefinhrt.

Die Einfihrung von Substituenten in den Indolchromophor des Tryptamins, welche die elektronischen
Eigenschaften verandern, hat einen groBen Einfluss auf deren Konformerenlandschaft. Als ersten Substi-
tuenten wahlten wir eine Methoxygruppe in 5-Position des Chromophors, da diese Position die meist
besetzte in biologisch aktiven Tryptaminderivaten darstellt. Die bekanntesten Vertreter dieser Klasse von
Neurotransmittern sind das 5-Hydroxytryptamin, auch als Serotonin bekannt, und das N-Acetyl-5-
Methoxytryptamin (Melatonin). Mit Hilfe der rotationsauflésenden elektronischen Spektroskopie konnten
wir die Strukturen von drei Konformeren des 5-Methoxytryptamin bestimmen.[2] Auch hier findet man als
niedrigsten elektronisch angeregten Singulettzustand den Ly, wie beim Tryptamin selbst.

Die Charakterisierung der L,- und L,-Zustande spielt auch eine zentrale Rolle in unserer Untersuchung
der Wasserkomplexe des 7-Azaindols.[7] In diesem System wurde der Ursprung des 7-
Azaindolmonomers mit rotationsauflésender Fluoreszenzspektroskopie als Ly, charakterisiert. Clusterbil-
dung mit einem oder zwei Wassermolekulen fihrt zu einer Vertauschung der energetischen Lage von L,-
und Ly-Zustand, so dass in den 7-Azaindol-Wasserkomplexen (1:1 und 1:2) der L,-Zustand als energe-
tisch niedrigster Singulettzustand experimentell beobachtet wird. Die Lebensdauern der elektronisch an-
geregten Zusténde konnten fir Monomer und Wassercluster zu etwa 10 ns bestimmt werden. Diese Wer-
te stehen in eklatantem Widerspruch zu friheren Bestimmungen der Lebensdauern mit Pump-Probe
Spektroskopie in der Gruppe von Castleman. Der energetische Wechsel von L,- und Ly-Zustand wurde
auBer durch die experimentelle Bestimmung der Lagen des Ubergangsdipolmoments auch durch quan-
tenchemische Rechnungen bestétigt.[8] Geometrische Optimierung der angeregten Zustande mit coupled
cluster Methoden (RICC2) und anschlieBende Bestimmung der Ubergangsdipolmomente mit der kombi-
nierten Dichtefunktionaltheorie / Multireferenzkonfigurationswechselwirkungsmethode (DFT/MRCI) konn-
ten alle experimentell gefundenen Fakten bestéatigen.

Wie das 7-Azaindol kann man auch das Adenin als weiteres System mit einem modifizierten Indolchro-
mophor auffassen. Aus der experimentell beobachteten Kontur einiger Banden im Resonanzionisations-
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spektrum von Adenin konnten wir die elektronischen Urspriinge der niedrigsten 1r1r*- (ab-Typ Hybridban-
de bei 36105__cm'1) und ntr*-Zustande (c-Typ Bande bei 36062 cm") von Adenin an Hand der Orientie-
rungen ihrer Ubergangsdipolmomente charakterisieren.[11] Der elektronisch erlaubte mmr*-Ubergang leiht
dabei dem in einem planaren Molekil symmetrie-verbotenen nm*-Ubergang Intensitat durch Herzberg-
Teller-Kopplung. Der Lorentzanteil der experimentellen Linienbreite entspricht einer Lebensdauer von
mehr als 50 Pikosekunden, im Widerspruch zu Pump-Probe Experimenten nahe am mmm*-Ursprung, die
eine Lebensdauer von nur 9 ps berichten. Eine (out-of-plane) vibronische Bande des ntr*-Zustands bei
36248 cm’ zeigt eine (in-plane) ab-Kontour, die sich ebenfalls durch intensive vibronische Kopplung von
m*- und ntr*-Ubergang erklaren lasst.

Die zweite groBe Klasse von bearbeiteten Systemen sind angeregte Zustédnde von Dimeren aromatischer
Systeme, wie das in unserer Gruppe untersuchte Phenoldimer [9,12] und das Benzoesauredimer.[6] Die
Bestimmung der GeometrieAnderungen aufgrund elektronischer Anregung erfolgt durch zwei verschiede-
ne, sich aber bestens erganzende Ansatze. Mit den in unserem Teilprojekt bestimmten Rotationskonstan-
ten der angeregten Zustande kann, bei Untersuchung einer ausreichenden Anzahl von Isotopologen, die
Geometrie im angeregten Zustand direkt bestimmt werden. Hierzu steht uns ein selbsterstelltes Pro-
gramm (pKrFit) zur Verfligung, das eine beliebige Zahl von Geometrieparametern an einen oder mehrere
Séatze von Rotationskonstanten mit Hilfe von genetischen Algorithmen anpasst. Relationen zwischen den
Parametern, die zum Beispiel aus Symmetriegrinden bestehen, kdnnen hierbei in den Fits verwendet
werden. Dadurch ist es mdglich, in einer Reihe von globalen Optimierungsschritten direkt vom Spektrum
zu den Rotationskonstanten und darauf folgend von den Rotationskonstanten zur Struktur (pKrFit) zu
gelangen. Falls die Anzahl der untersuchten Isotopologen nicht fir eine Geometriebestimmung mit der
gewlinschten Anzahl an Geometrieparametern ausreicht, kann zusétzlich an die Intensitat von Schwin-
gungsbanden aus Fluorezenzemissionsspekiren unter Ausnutzung des Franck-Condon (FC) Prinzips
angepasst werden, wie im TP4 von Kleinermanns ausfihrlich beschrieben wurde. Diese kombinierten
Fits aus Rotationskonstanten und FC Intensitaten liefern hdchst zuverlassige Daten zur Geometriednde-
rung nach elektronischer Anregung, da die anzupassenden Daten aus verschiedenen Experimenten
stammen und daher im Allgemeinen keine Parameterkorrelationen zeigen. Mit diesen kombinierten Fits
war es mdglich die prinzipiellen Geometriednderungen des Phenoldimers nach mrm*-Anregung in den S;-
Zustand zu bestimmen. Der S;—Zustand entspricht hierbei einer elektronischen Anregung der Donorein-
heit des Phenoldimers. Die Wasserstoffbriicke wird bei elektronischer Anregung stark verkirzt, wahrend
der CH-1r Abstand gréBer wird. Somit entfernen sich im Mittel die aromatischen m-Systeme durch steri-
sche Hinderung voneinander. Wéhrend in diesem Heterodimer (die Monomere sind zwar chemisch aqui-
valent aber funktionell verschieden) natlrlicherweise eine lokale Anregung der Donoreinheit und der Ak-
zeptoreinheit angenommen werden kann, muss die Frage nach lokaler oder delokaler Anregung fir Ho-
modimere wie das Benzoesauredimer [6] neu gestellt werden.

Beim Benzoeséauredimer konnte durch Auswertung der rotationsaufgelésten Spektren von finf verschie-
denen Isotopologen und einer Schwingungsbande die Lokalitat der Anregung auf einer Monomereinheit
gezeigt werden. Darlber hinaus konnte auch die Anderung der Tunnelbarriere fir den doppelten Proto-
nenaustausch nach elektronischer Anregung bestimmt werden. Der Schwerpunktabstand der beiden
Monomere vergrdBert sich bei der elektronischen Anregung, da die Wasserstoffbriickenbindungen bei
der Anregung einer Benzoesaureeinheit geschwacht werden, wéhrend die Tunnelbarriere fir den doppel-
ten Protonenaustausch um 7% steigt. Dieselbe Lokalitdt konnte auch bei der elektronischen Anregung
des Benzonitrildimers gefunden werden. Auch wenn beide Monomereinheiten strukturell und funktionell
identisch sind, findet also eine auf einen Chromophor lokalisierte Anregung statt. Dies ist eine Folge der
Tatsache, dass die Kopplung zwischen den 1-Systemen der Monomere nur Uber die schwache Wasser-
stoffbriicke erfolgt.

Methodische Neuentwicklungen

Genetische Algorithmen — Evolutiondre Strategien )

Die Anpassung der molekularen Parameter wie Rotationskonstanten oder Orientierung des Ubergang-
moments an die experimentellen Spektren wird mit zunehmender Komplexitdt der Molekile deutlich
komplizierter, in manchen Fallen, mit klassischen Zuordnungsmethoden, sogar unmdéglich. Aus diesem
Grund haben wir in den letzten Jahren automatisierte Zuordnungsverfahren entwickelt, die auf der An-
wendung genetischer Algorithmen (GA) beruhen.[14,15] In den meisten Publikationen dieses Teilprojekts
wurden die GA zur Auswertung der rovibronischen Spektren oder auch nur der rovibronischen Konturen
wie im Fall den Adenins [11] eingesetzt. In Féllen von Molekilen oder Molekilkomplexen mit sehr kleinen
Rotationskonstanten und daraus resultierend sehr stark Gberlappenden rovibronischen Banden ist es fir
die GA zunehmend schwieriger, das globale Minimum mit verniinftigem Rechenaufwand zu finden. In
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diesen Fallen kommt ein neuer Algorithmus zur Anwendung, der eine evolutionare Strategie (ES) bein-
haltet: der derandomisierte ES Algorithmus (ES DR2), der in den 90er Jahren von Ostenmeier entwickelt
wurde. Bei dieser Variante werden Korrelationen zwischen aufeinander folgende Parameteranderungen
verwendet, um den zufélligen Charakter der Variationen einzuschranken. Haben zwei Anderungen eine
positive Korrelation, so wird angenommen, dass die optimale Losung weiter in dieser Richtung zu finden
ist. Auf diese Weise kann durch konsequentes Ausnutzen der Korrelationen fir die Anderung jedes Pa-
rameters die Konvergenz des Algorithmus deutlich beschleunigt werden.

Phosphoreszenzdetektion

Der Detektor fur den Phosphoreszenznachweis ist in die Maschine integriert und am Naphthalin getestet
worden. Bisher konnten jedoch aus Zeitgriinden keine Spektren neuer Verbindungen aufgenommen wer-
den, da mir der ELS Pumplaser fiir den Ringfarbstofflaser wegen Defekten fir fast zwei Jahre nicht zur
Verflgung stand. Die Firma ELS hat mittlerweile Konkurs angemeldet. Die Produktion und Wartung wur-
de von der Firma Sahajanand Ubernommen, die ihrerseits meinen Laser fast ein Jahr lang zu reparieren
versuchte, bevor sie ebenfalls Konkurs anmeldete. In der Zwischenzeit konnte ich einige der geplanten
Experimente mit einem von meinem niederlandischen Kooperationspartner geliechenen cw Nd:YAG Laser
durchfiihren. Dieser stand mir jedoch nur zeitweise zur Verfligung und deckt wegen der gréBeren Wellen-
lange (532 nm vs. 513 nm) nur einen Teil der zu untersuchenden Molekile ab. Im Moment arbeite ich mit
meinem alten Ar+-lonenlaser bei 514 nm, fir den ich eine gebrauchte Réhre geschenkt bekam. Deren
Leistung ist im Moment ausreichend, um den Ringfarbstofflaser stabil zu pumpen.

6.2.2 Aus dem Teilprojekt entstandene Publikationen

[1] Brand, Ch., Kipper, J., Pratt, D. W., Meerts, W. L., Krigler, D., Tatchen, J., & Schmitt, M. Vibronic
coupling in indole: I. Theoretical description of the 'L,—'Ly, interaction and the electronic spectrum.
PCCP 12 4980 (2010)

[2] Vu,T.B.C., Kalkman, I., Meerts, W. L., Brand, Ch., Svartsov, Y. N., Wiedemann, S., Weinkauf, R.
& Schmitt M. The conformational landscape of 5-methoxytryptamine studied by rotationally
resolved electronic spectroscopy. PCCP 11 2433 (2009)

[8] Bohm, M., Brause, R., Jacoby Ch. & Schmitt M. Conformational Relaxation Paths in Tryptamine J.
Phys. Chem. A 113 448 (2009)

[4] Bohm, M., Tatchen, J., Krlgler, D., Kleinermanns, K., Nix, M. G. D., LeGreve, T. A., Zwier, T. S. &
Schmitt M. Spectroscopic signatures for L,/L, mixing near a conical intersection. J. Phys. Chem. A
113 2456 (2009)

[5] Kalkman, I., Vu, C., Schmitt & M., Meerts, W. L. Structure and internal rotation in the S, and S;
states of o-toluidine studied by high resolution UV spectroscopy. PCCP 11 4311 (2009)

Buchkapitel

[6] Rotationally Resolved Electronic Spectroscopy and Automatic Assignment Techniques using
Evolutionary Algorithms, Michael Schmitt, W. Leo Meerts, Handbook of High Resolution
Spectroscopy, 2010

[ll.  Nicht begutachtete Veroéffentlichungen

[7] Olivia Oeltermann "Hochauflésende Spektroskopie im Bereich von Singlett und Triplettiibergadngen
aromatischer Molekule” Diplomarbeit, Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf 2009

[8] Marcel Bbhm ”Rotationsaufgeldste elektronische Spektroskopie an flexiblen Molekilen und Mole-
kilkomplexen” Dissertation, Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf 2010
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Das Teilprojekt wird seit Juni 2005 im Sonderforschungsbereich geférdert. Es wird mit Ablauf der zu Ende
gehenden Férderperiode beendet.
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6.1 Allgemeine Angaben zum Teilprojekt A4

6.1.1 Titel: Primarprozesse und unmittelbare molekulare Folgemechanismen
nach Photoanregung in Gas- und kondensierter Phase

6.1.2 Projektleitung

Kleinermanns, Karl, Prof. Dr., *16.01.1950, deutsch

Institut fir Physikalische Chemie, Lehrstuhl fiir Molekiilspektroskopie und Nanosysteme,
Universitatsstrasse 1, 40225 Dusseldorf

Telefon: 0211-81-12100

E-Mail: kleinermanns@uni-duesseldorf.de

6.2 Entwicklung des Teilprojekts

6.2.1 Bericht

Wasserstoff-Transfer in Guanosin-Aggregaten

Neben den Watson-Crick Basenpaaren sind auch Homo-Dimere wie G-G in die biochemische Aktivitat
der DNS involviert. Sequenzen mit mehreren aufeinander folgenden Guanosin—Einheiten bilden via H-
Briickenbindungen in Telomeren die haarnadelférmigen Enden linearer Chromosomen.

Es wird angenommen, dass nach Anregung mit UV-Licht Wasserstoff-Transfer Uber die H-
Briickenbindungen der Basenpaare erfolgt. ' Dies hat Mutationen der DNS zur Folge. Aufgrund der Kom-
plexitat von DNS-Strangen und den damit verbundenen Schwierigkeiten bei der spektroskopischen Un-
tersuchung der auf Photoanregung folgenden Prozesse, haben wir G-G-Aggregate mit
Butyltrimethylsilyl-Schutzgruppen als Modellsystem gewahlt. Diese Schutzgruppen férdern durch ihre
Ausdehnung sterisch die Bildung der via H-Briicken gebundenen Aggregate. Zudem sind die Aggregate
aufgrund der Silyl-Gruppen in aprotischen und unpolaren Lésungsmitteln wie n-Hexan sehr gut I6slich. In
diesen Ldsungsmitteln ist die Bildung von H-Briickengebundenen Aggregaten gegeniber den Monome-
ren und gestapelten Aggregaten stark bevorzugt. Die Synthese erfolgte gemaB der Vorschrift von Sheu
etal.?

Die Bildung der Aggregate wurde mit FTIR Spektroskopie untersucht. Abbildung 1a zeigt die FT-IR-
Spektren von trisilyliertem Guanosin in n-Hexan bei verschiedenen Konzentrationen. Zum Vergleich dient
in Abbildung 1b das IR-Spektrum von disilyliertem Guanosin in CDCl;. Dieses Spektrum zeigt die asym-
metrische und symmetrische Streck-Schwingung der nicht H-Briicken-gebundenen Aminogruppe bei
3530 cm™ und 3410 cm™. In n-Hexan sind auch bei geringen Konzentrationen keine Banden von nicht H-
Brliicken-gebundenen NH,-Gruppen zu sehen. Unterhalb von 3300 cm™ befinden sich die NH-
Schwingungen von H-Briicken-gebundenem Guanosin. Bei 3500 cm™ liegen die NH-Streckschwingung
der freien NH in einer H-Briicken-gebundenen NH.-Gruppe. Dies weist darauf hin, dass in n-Hexan keine

G-Monomere, sondern ausschlieBlich Dimere und/oder héhere Aggregate vorhanden sind.

- 43 -



A4
Kleinermanns

@ ——20mM——06mM
; —— 0.8mM——0.2mM aggregate
0,012 4
1 H-bonded -
0,010 4 NH \
3 1 free NH of
'® 0,008
> H-bonded NH,
: § 0,006 - '
]
S ]
: § 0,004 -
| m 1
0,002 4
0,000 4+

0,010 _ -
| NH,asym S Imonomer
S
5 0,008 [ e ym
o 1 | | \I
g 0006 i
5 1 A
8 0004 J."n\ Rl
= w
:§ 1 ,||I \\ |II Il\ |Fpﬁ W\M
. @ 0,002 4 /.’ \\ J s,\wmp*\\ P‘rm.t.w\ JJ
| i S
0,000 + T o T T T ““wf —— | T
3500 3400 3300 3200 3100
wavenumber / cm’’

Abbildung 1: a) IR-Spektren von trisilyliertem Guanosin in n-Hexan bei verschiedenen Konzentrationen.

b) IR-Spektrum von disilyliertem Guanosin in CDCls.

Quantenchemische Rechnungen von R. Improta (private Mitteilung) auf dem PCM/PBEO0/6-31G(d) Ni-
veau liefern drei mégliche Isomere des G-G-Dimers (Abb. 2). Sowohl mit Chloroform als auch mit n-
Hexan als Lésungsmittel ist Isomer a energetisch bevorzugt, das ,Reverse-Hoogsten®- Dimer (b) und das
.Hoogsten“-Dimer (c) liegen 3,3 bzw. 5,9 kcal/mol darliber. Jedes dieser Isomere besitzt mindestens eine
NH,-Gruppe, die nicht Gber H-Briicken an das zweite Molekll des Dimers gebunden ist. Im IR-Spektrum
sind jedoch keine Banden der freien NH,-Gruppe zu sehen. Daraus schlieBen wir, dass in n-Hexan gro-
Bere Aggregate als das Dimer vorliegen. Aus Isomer ¢ kann durch die Anlagerung einer identischen Di-
mer-Einheit ein Quadruplex gebildet werden, der keine freien NH,-Gruppen enthalt und daher als in der
Lésung enthaltene Spezies in Frage kommt. Die Struktur dieses Quadruplexes ist in Abbildung 3 gezeigt.
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Abbildung 3: Strukturformel des G-Quadruplexes

Der energetisch niedrigste dunkle Zustand hat nach R.Improta (private Mitteilung) in den Isomeren b und
¢ Charge-Transfer-Charakter und relaxiert auf der angeregten Potentialhyperflache ohne Barriere in ein
Plateau, das dem G*G™-lonenpaar entspricht. Aus diesem Plateau erfolgt wiederum ohne Energiebarriere
der Protonentransfer zum G(-H)'G(+H)"-Biradikal, dessen Energieminimum nahe einer konischen Durch-
schneidung mit dem Grundzustand liegt. Rechnungen in der Triplett-Geometrie liefern den Charge-
Transfer-Zustand fur alle drei Isomere, mit den gleichen Folgeprozessen wie bei den Rechnungen in der
Singulett-Geometrie. Danach kann bei den Isomeren b und ¢ und wahrscheinlich auch bei dem
Quadruplex, der aus Isomer ¢ gebildet wird, H-transfer zum G(-H)'G(+H)-Biradikal ohne Barriere erfol-
gen. Allerdings muss zur Vermeidung von H-Rucktransfer (konische Durchschneidung mit dem GG
Grundzustand) das Radikalpaar durch Wasserstofftransfer aus G(+H)  in einem H-Brlckennetzwerk

schnell getrennt werden. Andernfalls ist das freie G(-H)" Radikal spektroskopisch nicht nachweisbar.

Die Photophysik und Photochemie der Aggregate wurde mit stationédrer und femto- bis mikrosekunden-
aufgeldster UV/VIS Transientenspektroskopie untersucht. Die Messungen im fs/ps-Bereich wurden von
S. Kovalenko (HU Berlin) durchgefiihrt. 650 ps nach dem Anregungspuls zeigt das Spektrum eine Ab-
sorptionsbande bei 300 nm bis 410 nm mit einem Maximum bei 310 nm. Unterhalb von 300 nm findet
Bleaching statt, so dass das tatséchliche Maximum dieser Bande nicht ermittelt werden kann. Im Wellen-
lAngenbereich von 410 nm bis 680 nm findet ebenfalls Absorption statt, die Intensitat ist jedoch geringer.
Beide Banden sind bis zum Ende der Messungen existent. Im Rahmen der ps-Messungen kann kein
gréBerer zeitlicher Abstand als ca. 1 ns zwischen Anregungs- und Analysenpuls gewahlt werden. Hier
schlieBen sich unsere ns/ps-Experimente an.
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Abbildung 4: Transientenabsorptionsspektren einer 0,8 mM L&sung von Guanosin in n-Hexan zu ver-
schiedenen Zeiten nach dem Anregungspuls.
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Abbildung 5: Pulsradiolyse-Spektrum des neutralen G(-H)-Radikals in Wasser (o) ® im Vergleich mit
unserem Transientenabsorptionsspektrum nach 100 ns (m)

Transientenabsorptionsspektren von Guanosin 100 ns, 300 ns und 2,4 ys nach dem Anregungspuls sind
in Abbildung 4 zu sehen. Die Spektren konnten nur in Lésungen erhalten werden, die &lter als zwei Tage
waren. Frisch angesetzte Losungen zeigen keine transiente Absorption. Eine mdégliche Erklarung dafir
ist, dass fUr die Stabilisierung des Charge-Transfer-Zustandes gréBere Aggregate bendtigt werden. In
groBeren Netzwerken kann durch H-Transfer eine raumliche Trennung von G(+H)" und G(-H)" erreicht
werden, wodurch ein schneller Riicktransfer des Wasserstoffes verhindert wird. Solche Aggregate sind in
frischen Lésungen noch nicht vorhanden, sondern bilden sich erst nach zwei Tagen aus. Diese Annahme
wird durch die Temperaturabhéngigkeit der Fluoreszenz unterstitzt. Die Intensitat der Fluoreszenz sinkt
mit steigender Temperatur, zudem wird eine leichte Verschiebung zu kleineren Wellenlangen beobachtet.
Bei héheren Temperaturen werden die Aggregate zerstort, die kleineren Einheiten zeigen dann ein etwas
anderes Fluoreszenzspektrum.

Die kinetischen Kurven wurden fur jede Wellenlange monoexponentiell angefittet. Die so erhaltenen Le-
bensdauern variieren zwischen 200 und 300 ns. Der Vergleich mit einem durch Pulsradiolyse erhaltenen
Spektrum des neutralen G(-H)-Radikals von Kobayashi et al. * zeigt gute Ubereinstimmung mit dem von
uns gemessenen Spektrum nach 100 ns (Abb. 5). Das Spektrum zu 650 ps nach der Anregung entspricht
eher dem von Kobayashi et al. gemessenen Spektrum des G*-Kations. Die Ubereinstimmung ist jedoch
nicht so deutlich, so dass auch andere Spezies, wie 3((3|-G), in Frage kommen.
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Die im ns/us-Bereich gemessene Absorption kann durch Sauerstoff geléscht werden. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass ein Triplett-Zustand als Precursor in der Bildung des G-Radikals involviert ist, der mit Sauer-
stoff gemaB }G-G) + °0, > '(G'G) + 'O, reagiert. Alternativ kommt ein Singulett-Zustand in Frage,

dessen Lebensdauer gréBer ist als die Diffusionszeit des Sauerstoffs.

GG (s) B4y GG (s, Fo) 2155 GG (S,k)
320 nm
3p
G'G (ion pair) €—— GG (triplet) <€ . GG (S,,..)
400 nm
G(-H)-G(+H). (radical pair
(HyG(+H)- (radical pair 5G (S.ib)

G(-H) + G(+H)-
Schema 1: Vorgeschlagener Mechanismus

Aufgrund der beschriebenen Ergebnisse vermuten wir den in Schema 1 dargestellten Mechanismus.
Nach Anregung des Systems in den S;-Zustand folgt nach den fs-Messungen schnelle interne Umwand-
lung in den Grundzustand &hnlich wie im Guanin Monomeren * und parallel Intersystem Crossing (ISC) in
einen energetisch benachbarten Triplett nn*- oder nn*- Zustand. Durch interne Umwandlung wird der
Triplett-Charge-Transfer-Zustand (aus dem HOMO der angeregten G-Einheit in das LUMO der Uber eine
H-Briicke daran gebundenen G-Einheit) besetzt der zu einem G*G™-lonenpaar fihrt. AnschlieBend erfolgt
der Protonentransfer entlang der H-Briicke zum G(+H)'G(-H)-Diradikal. Das Diradikal kann nun im Ag-
gregat durch H-Ubertragung rdumlich voneinander getrennt werden, so dass die Riickreaktion verzégert

wird. Bei doppeltem H-Transfer kann die enolische Form des Guanosins gebildet werden.

Durch weitere IR-Untersuchungen und Vergleich mit gerechneten Dimer- und Triplex-/Quadruplex-
Schwingungsspektren sollen die Aggregatstrukturen in unseren Messungen weiter charakterisiert wer-
den. Ziel ist die Aufklarung des H-Transfers und die Detektion des G(-H)-Radikals in Zentromeren und

Telomeren sowie Superstrukturen von Triplexen und Quadruplexen
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Langlebige Fluoreszenz von 1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien

Das Minicarotin 1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien (DPH) dient als Modellsystem flir Carotinoide wie f—Carotin
und Astaxanthin. Diese spielen eine wichtige Rolle als Antioxidantien im menschlichen Korper, sowie als
Lichtsammelkomplexe fiir die Photosynthese in Pflanzen.

DPH zeigt nach Laser-Anregung (355 nm) intensive Fluoreszenz mit ungewdhnlich hoher Lebensdauer.
Die Entstehung erfolgt wéhrend des Laserpulses (3 ns), es kann daher nicht aufgelést werden, mit wel-
cher Zeitkonstante der emittierende Zustand populiert wird (<3 ns). Bei Laserpuls-Intensitaten grdBer 1
mJ und DPH-Konzentrationen von Uber 1 ymol/L steigt die Lebensdauer der Fluoreszenz auf bis zu 70
ns. Bei Anwesenheit von Sauerstoff wird die Emission bis auf einen geringen Anteil geléscht. Die Le-
bensdauer der verbleibenden Fluoreszenz liegt unterhalb der Laserpulsbreite und ist deutlich weniger
intensiv. Die durchgefihrten Messungen und eine mdgliche Interpretation der Ergebnisse sind in der
beigefligten, noch nicht publizierten Vorverdffentlichung ,Long-lived fluorescence of 1,6-Diphenyl-1,3,5-
hexatriene” beschrieben.

In Abbildung 6 sind die transienten Absorptionsspektren von DPH in Cyclohexan nach Spilen mit Sauer-
stoff und Stickstoff gezeigt. Unterhalb 430 nm ist eine breite Bande zu sehen, die bei 380 nm in den
Bleaching-Bereich (ibergeht. Die Absorption hat eine Lebensdauer von tber 400 ps und wird von Sauer-
stoff teilweise geldscht. Auch die Bande bei 510 nm verschwindet in Anwesenheit von Sauerstoff, wah-
rend die Bande zwischen 460 nm und 480 nm nicht geldéscht wird und ebenfalls Gber 400 ps lang besetzt
ist. Der Vergleich mit von C. Marian berechneten S;-S, und T;-T,, — Ubergéngen (personliche Mitteilung)
zeigt, dass es sich bei dem lange lebenden Zustand wahrscheinlich um den ersten angeregten Singulett
— Zustand handelt. Die durch Sauerstoff |I6schbaren Banden sind auf T1-Tn-Ubergénge zurtickzufiahren.
Im Bereich von 380 — 430 nm (iberlagern sich Singulett- und Triplett — Banden. Das Spektrum liefert also
einen wichtigen Hinweis sowohl darauf, dass der Triplett populiert wird, als auch auf die ungewdhnlich

lange Lebensdauer des S;.

- N -
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- 2 -
Tl - Tn
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380 400 420 440 460 480 500 520
Wavelength [nm]

Abbildung 6: Transientenabsorptionsspekiren von DPH in Cyclohexan nach Spilen mit Stickstoff und

Sauerstoff, berechnete Singulett- und Triplett-Ubergange.
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Neben dem in diesem Entwurf geschilderten Mechanismus gibt es weitere mdgliche Erklarungen. Nach
Anregung in den S,-Zustand relaxiert das Molekul in den S;-Zustand. Durch Intersystem Crossing (ISC)
werden energetisch nahe liegende T,-Zustédnde populiert, innere Umwandlung fiihrt zum T;. Unter der
Annahme, dass DPH in Cyclohexan Aggregate bildet, ist es mdglich, dass aus zwei im Aggregat benach-
barten }(DPH)-Molekiilen via T-T-Annihilation ein Molekiil im Grundzustand und ein elektronisch angereg-
tes Singulett-Molekil entstehen. Diese andauernde Repopulation des emittierenden Zustandes fiihrt zu
einer verlangerten Lebensdauer der Fluoreszenz.

Auch intramolekulare T-T-Annihilation kommt als Ursache flr die langlebige Fluoreszenz in Frage. In
diesem Fall wird davon ausgegangen, dass die Singulett-Anregung des DPH-Molekls in der Polyenkette
erfolgt. AnschlieBend relaxiert das Molekdl in einen Triplettzustand, der an einem der Benzolringe lokali-
siert ist. Innerhalb des gleichen Laserpulses kann die Polyenkette erneut angeregt und der zweite Ben-
zolring in den Triplettzustand Gberfiihrt werden. Nun erfolgt T-T-Annihilation der beiden Benzol-Tripletts
wodurch der emittierende DPH-Singulettzustand erzeugt wird.

Um den Mechanismus vollstédndig aufzuklaren, missen noch quantenmechanische Rechnungen sowie

einige Messungen durchgefihrt werden.

—_
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6.3.1 Personal im Teilprojekt wahrend der zu Ende gehenden Forderperiode

lau- Name, engere Institut der Hoch- Mitarbeit | Entgelt-
fen- akademischer Fachzuge- schule oder der im Projekt | gruppe
de Grad, hérigkeit auBeruniversitaren |in Wochen-
Num | Dienststellung Einrichtung stunden
mer

Grundausstattun

Wissenschaftle- | 1. Kleinermanns, Physikal. Institut far Physikali- |10

rinnen und Wis- Karl, Prof. Dr. Chemie sche Chemie 1,

senschaftler HHUD

nichtwissen- 2. Kelbert, Klaus, Institut fir Physikali- |8

schaftliche Mit- Elektroniker sche Chemie 1,

arbeiterinnen HHUD

und Mitarbeiter

Ergénzungsausstattung

Wissenschaftle- | 3. Haber, Thomas Physikal. Institut fir Physikali- | 39,8 TVL 13
rinnen und Wis- Dr. Chemie sche Chemie 1,
senschaftler Postdoktorand HHUD
4. Busker, Matthias | Physikal. Institut far Physikali- | 19,9 TVL 13/2
Chemie sche Chemie 1,
HHUD
5. Seefeld, Kai Physikal. Institut for Physikali- | 19,9 TVL 13/2
Chemie sche Chemie 1,
HHUD
nichtwissen-

schaftliche Mit-

arbeiterinnen

und Mitarbeiter

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Grundausstattung):

1. Kleinermanns, Prof. Dr.

Vertretung des Teilprojektes sowie Planung, Leitung und Koordination der REMPI-, Doppelresonanz-,
DF-, Photolyse/UV-VIS Analyse- und FTIR Step-Scan-Experimente.

2. Kelbert, Elektroniker

Entwicklung neuer elektronischer Komponenten sowie Reparatur defekter Teile

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Ergdnzungsausstattung):

3. Haber, Thomas, Dr.

Koordination und Durchflihrung der Photolyse/UV-VIS Analyse und DF-Experimente, Analyse der Daten
und Présentation der Ergebnisse.

4. Busker, Matthias

Durchfiihrung der REMPI-Experimente, Analyse der Daten und Prasentation der Ergebnisse.

5. Seefeld, Kai.

Durchfihrung der Doppelresonanz-Experimente, Analyse der Daten und Prasentation der Ergebnisse.
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6.1 Allgemeine Angaben zum Teilprojekt A7

6.1.1 Titel: Elektronische Struktur und Wechselwirkung der Triplettzustande
von Carotinoiden und Chlorophyllen

6.1.2 Projektleitung

Lubitz, Wolfgang, Prof. Dr. Dr. h.c., *23. 07.1949, deutsch

Max-Planck-Institut fir Bioanorganische Chemie, Stiftstr. 34-36, 45470 Milheim an der Ruhr
Telefon: 0208-3063614

E-Mail: lubitz@mpi-muelheim.mpg.de

6.2 Entwicklung des Teilprojekts

6.2.1 Bericht

Das Ziel unserer Untersuchungen im Teilprojekt A7 war es, ein umfassendes Verstéandnis der
elektronischen Struktur von kurzlebigen photoinduzierten Triplettzustdénden (S=1) der Chlorophylle
und Carotinoide in photosynthetischen Systemen zu erarbeiten. Dazu wurden die Wellenfunktionen
(Spindichteverteilungen) der Triplettzustdnde mittels zeitauflésender EPR/ENDOR-Techniken
bestimmt, Anderungen im Reaktionsgeschehen verfolgt und die Ergebnisse mit quantenchemischen
Rechnungen verglichen. Die untersuchten Systeme umfassten dabei das PS | und PS Il der oxygenen
Photosynthese, verschiedene Lichtsammelkomplexe sowie das Reaktionszentrum (RZ) der
photosynthetisierenden Bakterien. Ferner wurden diverse Modellsysteme untersucht.

Ein detaillierter Bericht Uber die Entwicklung des Teilprojekts und die Ergebnisse im Zeitraum Juli
2005 bis Dezember 2008 findet sich im letzten Antrag/Bericht vom Januar 2009. Hier werden daher
nur letzte Resultate referiert, die vom Jan 2009 bis Juli 2010 erarbeitet wurden (Abschluss des Sfb
663). Es wurde in diesem Zeitraum eine Promotion zur Thematik des Sfb (A. Marchanka)
abgeschlossen und 7 Arbeiten publiziert; eine Reihe weiterer Arbeiten befinden sich noch in der
Vorbereitung (s. Text). Dies ist insbesondere durch den Weggang von Herrn Dr. J. Niklas nach
Chicago (USA) und durch den noch ausstehenden Abschluss der Dissertation von Herrn P.
Rangadurai bedingt. Der Bericht konzentriert sich speziell auf diejenigen Arbeiten, die noch nicht
eingereicht bzw. angenommen worden sind.

Apparative und methodische Entwicklungen: Wie berichtet sind wéhrend der Férderung durch den
Sfb die apparativen und methodischen Voraussetzungen fir hochempfindliche ENDOR Messungen
[1*] Uber einen weiten Temperaturbereich mit guter Zeitauflésung (= 10 ps) nach gepulster in-situ
Laseranregung bei 34 GHz (Q-Band) geschaffen worden. Unter anderem wurde ein spezieller
Probenkopf mit groBem Probenvolumen entwickelt, der effiziente wellenlangenselektive in-situ
Photoanregung erlaubt. Dazu sind Berechnungen angestellt worden. (*Reijerse et al., Publikation in
Vorbereitung). In der Auslaufperiode des Sfb wurde im Labor das spektroskopische Repertoire um
das W-Band (95 GHz) erweitert. Die Entwicklung von Resonatoren fir diesen Frequenzbereich
(Fenster fur in situ Bestrahlung; RF-Spulen fir ENDOR) ist allerdings noch nicht ganz abgeschlossen
(*Savitsky et al., in Vorbereitung). Wir versprechen uns im W-Band fir ENDOR eine bessere
Zeitauflésung bei den photoinduzierten Prozessen (etwa 5 us). Des Weiteren wurde ein neuer Laser
(Spectra Physics, Quanta-Ray Pro 230-10; OPO GWU) mit deutlich héherer Leistung angeschafft und
installiert.

EPR/ENDOR an Modellen fiir (Bacterio)Chlorophyll-Triplettzustande: Die Arbeit zu den
Bacteriochlorophyll (BChl a/b) Tripletts in organischen Glasern ist inzwischen publiziert worden [27].
Damit konnte erstmals ein erweiterter Satz von Hyperfeinkopplungen gemessen und einzelnen
Positionen im Molekil zugeordnet werden. Kurz vor dem Abschluss steht auch die Arbeit zu Zn-
Bacteriochlorophylliden, die in de novo synthetisierte Peptid-Maquettes eingebaut wurden als Modelle
for Lichtsammelkomplexe der Photosynthese (Kooperation mit Dr. Noy, Weizmann-Istitut, Rehovot,
Israel). Von den lichtinduzierten Pigment-Triplettzustdnden in diesen Systemen konnten
EPR/ENDOR-Spektren gemessen und interpretiert werden (*Cohen-Ofri et al., in Vorbereitung).
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Die ideale Matrix zur Untersuchung der Pigmente ist ein natives Protein; wir haben dazu Myoglobin
(Mb) gewahlt und verschiedene Chlorophyll-Derivate in die Bindungstasche des Apoproteins
eingebracht (laufende Dissertation Rangadurai). Von den Pigment-Triplettzustadnden im Mb sind EPR-
und ENDOR-Spektren erhalten worden. (*Rangadurai et al., in Vorbereitung). Momentan wird an der
sich schwierig gestaltende Kristallisation der neuen Protein-Pigment-Komplexe mit einer mdglichst
einfachen Einheitszelle gearbeitet; die Einkristalle sollen zur orientierungsabhéngigen Messung der
Wechselwirkungstensoren der Triplettzustande eingesetzt werden.

EPR/ENDOR an Modellen fiir Carotinoid-Triplettzusténde: Carotinoid-Triplettzustdnde lassen sich
nicht durch direkte Anregung erhalten. Wir haben daher fir diese Systeme eine Carotin-Porphyrin-
Dyade gewahlt aus der Arbeitsgruppe Gust/Moore (ASU, Tempe, Arizona, USA). Hier wird das “Car
durch T-T-Transfer aus dem Porphyrin-Triplett gebildet und hat eine Lebensdauer von >5 us, was flr
EPR und auch ENDOR-Experimente in unserem Spektrometer ausreicht. Wir konnten mit diesem
Ansatz erstmals ein Modell Carotin im Triplettzustand mit ENDOR spektroskopieren; allerdings in
Uberlagerung mit dem Porphyrm . Diese Arbeiten sind noch in einer friihen Phase und sollen an
ahnlichen Systemen weiter verfolgt werden. Ferner sind DFT-Rechnungen an dem *Car geplant.

EPR/ENDOR an Chlorophyll-Tripletts im PS Il und PS I: Wie bereits berichtet ermdglichte uns der
erheblich empfindlichere Puls-ENDOR-Aufbau im Q-Band die Aufnahme von ENDOR-Spektren
kurzlebiger Triplettzustanden in Proteinen mit exzellentem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis, z.B. am
Trlplettzustand des prlmaren Donators in verschiedenen Praparationen des Photosystems (PS) |l
(Psso) und auch im PS | (P700) (Abb. 1). In der letzten Phase des Sfb 663 konnten wir die
Datenqualitat der schW|er|gen Messungen am P700 nochmals verbessern. Die Abb. 1 zeigt einen
Vergleich von ®Pgso und ®P7q0. Die Spektren und DFT-Berechnungen der Hyperfeinkopplungen zeigen
eindeutig, dass in beiden Fallen der Triplettzustand auf einem monomeren Chlorophyll lokalisiert ist.
Ferner sind diese Tripletts im PS | und PS Il &hnlich. Sechs gréBere HFCs konnten aufgeldst und
Molekulpositionen zugeordnet werden. Der Vergleich mit den isolierten Pigmenten zeigt Unterschiede,
die auf die Proteinumgebung zuriickgefihrt werden. Bei héheren Temperaturen wurde in beiden
Systemen eine Delokalisation des Triplettexzitons beobachtet. Eine abschlieBende Interpretation und
Publikation der Daten steht noch aus (*Niklas et al., in Vorbereitung).

< . 3 3
Z, " Positive hfc Negative hfc P00 25080 DF:GSZ DFT* | Pos.
> 4 3 5 1 1] -109 | -104 | -104 |-80 | 20-H
3P700 30K
& 2| -83 -81 | -84 |-62| 10H
6 3| -5.1 53 | -55 |-59| 5H
3
D:D2 4 2 1 4| +14 | +24 | +24 | +15| 7CHs
3
| e 10K 5 +35 | +41 | 2 |+41| 2CHs
s s 0 5 10 15 6| +97 | +97 | +96 |+81 | 12CH;
VgF — Vi [MHZ]

Abb. 1: Vergleich der Q-Band Puls-ENDOR-Spektren der Triplettzustadnde der prlmaren Donatoren im
PS | und PS Il (Z, Position in der EPR). Tabellarischer Vergleich der HFCs von 3P0 und *Pgso (CC:
core complexes, D1D,: D{Do-Partikel) und einer DFT-Rechnung am %Chl a (H2O als axialer Ligand;
Funktional BP86, spin-unrestricted, TZVP Basis-Satz).

EPR/ENDOR an Bacteriochlorophyll-Tripletts in bakteriellen Reaktionszentren (RZ): Im Rahmen
der Dissertation Marchanka konnten von den Triplettzustanden der primaren Donatoren im RZ, °P865
in Rhodobacter sphaeroides und 8P960 in Blastochloris viridis, EPR- und ENDOR-Daten erhalten
werden [*8]. Eine erste globale Interpretation der Hyperfeinkopplungen lieferte eine Delokalisation des
Triplettzustands Uber die beiden Halften des BChl a- bzw. BChl b-Dimers, die den primaren Donator
bilden. Eine solche Delokalisation wurde in friheren Arbeiten auch fir die Radikalkationen gezeigt.
Eine genauere Analyse der einzelnen HFCs der Tripletts zeigt jedoch einige Unstimmigkeiten. Wir
sind momentan dabei, durch quantenchemische Rechnungen diese Probleme zu l6sen (*Marchanka
et al., in Vorbereitung). Fur die Ladungstrennung und —rekombination im RZ ist die Kenntnis dieser
Zustande von groBer Bedeutung.

Transiente EPR-Untersuchungen an WT und Mutanten des photosynthetisierenden Bakteriums
Rhodobacter sphaeroides wurden in einem parallelen Projekt an den Triplettzustdnden des priméaren
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Donators und des Carotins im RZ durchgefiihrt. Diese Messungen gaben Aufschluss (ber die
Méglichkeit der Ladungstrennung Uber den ansonsten inaktiven B-Zweig und sind damit wichtig fir ein
Verstandnis des schnellen Elektronentransports im bakteriellen RZ [67].

EPR/ENDOR am Triplett-Radikalpaar: Vorldufer des Triplettzustands des primaren Donators in allen
RZ der pflanzlichen und bakteriellen Photosynthese ist das spinkorrelierte Radikalpaar. Von dem
Triplett-Radikalpaar kénnen neben EPR- zeitaufgeloste ENDOR-Spektren erhalten werden, die (ber
die beteiligten Radikale kurz nach deren Entstehung direkt Auskunft geben. Mit dem neuen Q-Band
Puls-ENDOR-Aufbau wurden erheblich bessere Spektren von kurzlebigen Radikalpaaren erhalten,
z.B. im PS | [3%, 4%, 5*]. Wir haben an solchen Radikalpaaren im bakteriellen RZ mittels gepulster
Hochfeld-EPR (95 GHz) Beitrage geliefert zur Messung von prazisen Abstanden und Orientierungen
der beteiligten Radikale und damit auch zu dem Problem der seit langem diskutierten lichtinduzierten
Strukturdnderung im bakteriellen RZ [7*] beigetragen. In unseren Messungen konnte zweifelsfrei
gezeigt werden, dass beim Einfrieren der RZ - entweder wahrend der Bestrahlung oder im Dunkeln
mit nachfolgender Belichtung - keine Geometriednderung im Radikalpaar auftritt. Die Ursachen fir die
deutlich unterschiedlichen Raten der Ladungsrekombination in diesen Proben missen also andere
Ursachen haben [7*].

EPR/ENDOR an Carotinoid-Triplettzustdanden: ENDOR-Experimente an Carotinoid-Triplett-
zustanden wurden erstmals im Rahmen dieses Teilprojekts durch die erhdhte Empfindlichkeit und die
kurzen Pulssequenzen des Q-Band ENDOR-Geréts mdglich. Die Arbeiten am Peridinin-Triplett im
PCP (Peridinin-Chlorophyll-Protein) wurden fortgefiihrt mit dem Ziel, das Peridinin im PCP zu
identifizieren, welches den Triplettzustand tréagt (PCP enthalt 4 Peridinine). Die Mutation N89L in der
refolded form (RF) der PCP-Antenne des Dinoflagellaten Amphidinium carterae zeigte im Vergleich
zum Wildtyp (WT) modifizierte Triplettzerfallszeiten und leicht geanderte
Nullfeldaufspaltungsparameter (D) in der FSE-EPR und hatte auch einen kleinen Einfluss auf die 'H-
HFCs im ENDOR-Spektrum. Daraus konnte geschlossen werden, dass das dem Asparagin 89
benachbarte Peridinin 614 den Triplettzustand vom benachbarten Chlorophyll Gbernimmt; siehe Abb.
2 (*Niklas et al., in Vorbereitung).

Trotz der sehr kurzen Lebensdauern und der schwachen Zustandsbesetzung gelangen &hnliche
ENDOR-Experimente auch am Triplettzustand des Carotinoids Spheroidin im bakteriellen
photosynthetischen Reaktionszentrum (*Marchanka et al., in Vorbereitung).

Wir arbeiten weiter mit der AG Holzwarth (TP B2) an dem Mechanismus der Photoprotektion von
intakten Photosystem Il Core-Komplexen mittels transienter EPR, um herauszufinden, ob die primére
Ladungstrennung bei hoher Lichtintensitédt auch auf dem inaktiven D2-Zweig des RZ erfolgen kann
und der dann entstehende Triplettzustand auf dem akzessorischen Chlorophyll Chilp, durch das B-
Carotin Carp, geléscht wird. Dieser Mechanismus ware fir die Photoprotektion im PS Il sehr wichtig.

Zur Quantifizierung von Singulett-Sauerstoff- und ROS-Erzeugung in Pflanzen sowie der EPR an
Chlorophyll- und Carotinoid-Tripletts in PS 1l and Antennenkomplexen (LHC 1l) gab es in der
abschlieBenden Periode des Sfb keine weiteren Ergebnisse.

Quantenchemische Rechnungen an Chlorophyll- und Carotinoid-Tripletts :

Die Interpretation der gemessenen Wechselwirkungsparameter aus der EPR- und ENDOR-
Spektroskopie erfolgte im Rahmen von quantenchemischen Rechnungen an geometrieoptimierten
Systemen. In der Vergangenheit haben wir diese sehr groBen offenschaligen Pigmentsysteme mit
semiempirischen Verfahren behandelt, was im Falle der Radikalionen zu akzeptablen Ergebnissen
fUhrte. Umgebungseffekte konnten dabei nur in eingeschranktem MaBe berlcksichtigt werden,
ebenso war eine Geometrieoptimierung nur ansatzweise méglich. In enger Kooperation mit dem TP
C2 (Neese) haben wir in der Antragsperiode das dort erstellte ORCA-Programmpacket eingesetzt und
verschiedene Rechnungen damit durchgefiihrt. Im Rahmen des Sfb-Projekts sind auch Rechnungen
an den Triplettzustanden der Bacteriochlorophylle [2*] und Carotinoide (*Niklas et al., JACS, 129,
15442, 2007) nach Geometrieoptimierung erfolgreich verlaufen. Besonders gut ist die
Ubereinstimmung der berechneten HFC-Tensoren, wahrend die ZFS und g-Tensoren allgemein
gréBere Schwierigkeiten bereiten.

Der Ansatz, DFT Rechnungen unter Beriicksichtigung zweier angeregter Zustande fir °BChl
durchzufihren, hat sich als sehr vielversprechend fir die korrekte Berechnung der HFCs
herausgestellt [2*]. Dieser Ansatz ist auf die *Chl Modellsysteme, und die Chl-Triplettzustinde in
Proteinen ausgedehnt worden. Mit dem Projekt C4 (Thiel) haben wir begonnen, die QM/MM-Technik
am Peridinin-Triplett in der PCP-Antenne als Modellfall einzusetzen (noch unpubliziert).
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EPR Daten
ZFS Parameter / mT
WT N89L
IDI = 48.2 mT IDI =47.6 mT
IEl =4.7 mT IEl = 4.7 mT

FSE Decay at Q-Band (80 K) / us

X: 18 X: 15
Y: 8/44 Y: 8 /36
Z: 11 Z: 9

Abb. 2: EPR-Daten (Nullfeldaufspaltung, anisotrope Zerfallszeiten) und ENDOR-Spektren des
Peridinin-Tripletts im Wildtyp (WT) und der N89L-Mutante (mit Strukturen, s.0.) des "refolded" PCP
aus A. carterae. Die Rontgenstrukturdaten sind aus Schulte et al. PNAS 106, 20764 (2009).

6.2.2 Aus dem Teilprojekt entstandene Publikationen

Hier sind alle Publikationen angefihrt, die seit dem letzten Bericht im Januar 2009 verdffentlicht
wurden und im Zusammenhang mit dem Sfb 663 stehen.

a) Publikationen, die erschienen sind bzw. sich im Druck befinden

[17] Kulik, L.; Lubitz, W. Electron-Nuclear Double Resonance. Photosynth. Res. 2009, 102, 391-
401.

[2¥] Marchanka, A.; Lubitz, W.; van Gastel, M. Spin Density Distribution of the Excited Triplet State
of Bacteriochlorophylls. Pulsed ENDOR and DFT Studies. J. Phys. Chem. B 2009, 113, 6917-
6927.

[3%] Niklas, J.; Epel, B.; Antonkine, M. L.; Sinnecker, S.;Pandelia, M.-E.; Lubitz, W. Electronic
Structure of the Quinone Radical Anion A;” of Photosystem | Investigated by Advanced Pulse
EPR and ENDOR Techniques. J. Phys. Chem. B 2009, 113, 10367-10379.

[4%] van der Est, A.; Pushkar, Y.;Karyagina, I.;Fonovic, B.;Dudding, T.;Niklas, J.; Lubitz,
W.; Golbeck, J. H. Incorporation of 2,3-Disubstituted-1,4-Naphthoquinones into the A; Binding
Site of Photosystem | Studied by EPR and ENDOR Spectroscopy. Appl. Magn. Res. 2010, 37,
65-83.

[5%] Niklas, J.; Gopta, O.; Epel, B.; Lubitz, W.; Antonkine, M. L. Investigation of the Stationary and
Transient A;” Radical in Trp -> Phe Mutants of Photosystem |. Appl. Magn. Res. 2010, 38,
187-203.

[6%] Marchanka, A.; Savitsky, A.;Lubitz, W.; Mdbius, K.;van Gastel, M. B-branch Electron
Transfer in the Photosynthetic Reaction Center of a Rhodobacter sphaeroides Quadruple
Mutant. Q- and W-Band Electron Paramagnetic Resonance Studies of Triplet and Radical-
Pair Cofactor States. J.Phys.Chem. B . 2010 in press DOI: 10.1021/jp1003424
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A.; Okamura, M.; Lubitz,

W.; Mbébius, K Electron-Nuclear and Electron-Electron Double Resonance Spectroscopies
Show that the Primary Quinone Acceptor Qa in Reaction Centers from Photosynthetic
Bacteria Rhodobacter sphaeroides Remains in the Same Orientation Upon Light-Induced
Reduction J. Phys.Chem. B (2010) in press

b) Andere Veréffentlichungen

(8°]

Related Systems; Dissertation, Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf (2009).

6.2.3 Riickblick auf die Férderung

Das Teilprojekt wurde seit dem Juli 2005 im Sonderforschungsbereich geférdert und im Juni 2010

beendet.

Marchanka, A. Triplet States in Bacterial Reaction Centers of Rhodobacter sphaeroides and

6.2.4 Personal im Teilprojekt wahrend der zu Ende gehenden Forderperiode

laufe Name, engere Institut der Mitarbeit | Entgelt-
nde | akademischer | Fachzugeh | Hochschule oder | im Projekt | gruppe
Num Grad, Origkeit der in
mer | Dienststellung auBeruniversitéaren | Wochen-
Einrichtung stunden
Grundausstattung
Wissenschaftleri | 1. Lubitz, Wolfgang, | Phys. MPI 10
nnen und Prof. Dr. Chem. Bioanorganische
Wissenschaftler Chemie,
Mulheim/R.
2. Savitsky, Anton, | Exp. Phys. |wie 1 10
Dr.
3. Reijerse, Eduard, | Phys. wie 1 5
Dr. Chem.
4. Ogata, Hideaki, |Kristallo- wie 1 5
Dr. grahie
5. Rangadurai, Biophys. wie 1 20
Prasanna Chem.
nichtwissenscha | 6. Laurich, wie 1 12
ftliche Christoph
Mitarbeiterinnen Chemotechniker
und Mitarbeiter | 7. Klihm, Gudrun wie 1 8
Laborantin
| Ergénzungsausstattun
Wissenschaftleri | 8. Niklas, Jens, Dr. | Phys. wie 1 39,8 TV6D-
nnen und Chem. EG 14

Wissenschaftler

nichtwissenscha

ftliche

Mitarbeiterinnen

und Mitarbeiter

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Grundausstattung):
1. Professor Dr. W. Lubitz

Prof. Lubitz ist wissenschaftlicher Leiter des Projekts. Er betreut die wissenschaftlichen Mitarbeiter bei
deren fachlicher Arbeit, koordiniert die wissenschaftlichen Kooperationen und ist fir das gesamte TP

verantwortlich.
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2. Dr. A. Savitsky

Dr. Savitsky betreut und entwickelt die W-Band-EPR Spektrometer weiter, welche in vielen Projekten
eingesetzt werden. Er arbeitet an der Untersuchung der Triplett- und Radikalpaarzustande mit.

3. Dr. E. Reijerse

Dr. Reijerse betreut die cw/Puls-EPR/ENDOR/ELDOR-Spektrometer. Er unterstitzt die
wissenschaftlichen Mitarbeiter bei den Experimenten und der Auswertung der spektroskopischen
Ergebnisse und ist mit der gezielten Weiterentwicklung der Spekirometer (insbesondere Hochfeld-
EPR), der Methodik und den Auswertungsprogrammen befasst. Herr Reijerse fihrt auch
Gastmessungen fir andere Teilprojekte im SFB durch.

4. Dr. H. Ogata

Dr. Ogata ist an der Kristallisation des PS Il, der modifizierten Myoglobine und der bakteriellen RZ
beteiligt und fihrt auch die Rdntgenstrukturanalysen durch.

5. P. Rangadurai

P. Rangadurai arbeitet im Rahmen seiner Doktorarbeit an der Darstellung von Pigmenten, deren
Inkorporation ins Apomyoglobin, der Kristallisation sowie der spektroskopischen Charakterisierung.

6. C. Laurich (Chemotechniker)

Herr Laurich betreut die Probenbereitung (Hochvakuumtechnik) fir die Spektroskopie und die

Spektroelektrochemie. Er ist ferner zusammen mit der Werkstatt (S. Syring) am Bau von Resonatoren
fur die verschiedenen EPR-Techniken beteiligt.

7. G. Klihm (Physiklaborantin)

Frau Klihm betreut und wartet die EPR-Geréate, fihrt Testmessungen durch und ist an der
Weiterentwicklung der Gerate beteiligt.

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Ergdnzungsausstattung):
8. Dr. J. Niklas

Durchfiihrung der experimentellen Arbeiten im Projekt (Puls-EPR/ENDOR-Spektroskopie angewandt
auf Pigmentradikale und -triplettzustande in biologischen Systemen). Bestimmung von Populations-
und Depopulationsraten der Triplettzustande, Feinstrukturparameter, g-Anisotropie (Hochfeld-EPR)
und der Hyperfeinstruktur der magnetischen Kerne (ENDOR-Techniken). Durchfiihrung von Proben-
Praparationen sowie der Dateninterpretation im Rahmen theoretischer Modelle (Kontakte mit dem TP
C1, Marian sowie TP C4, Thiel).
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6.1 Allgemeine Angaben zum Teilprojekt A8

6.1.1 Titel: Steigerung der Signalstarke und Photostabilitat von Fluorophoren
bei der Einzelmolekiilspektroskopie

6.1.2 Projektleitung

Seidel, Claus, Prof. Dr., 20.01.1961, deutsch
Lehrstuhl fiir Molekulare Physikalische Chemie
Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf
Universitatsstr. 1

40225 Duiisseldorf

Telefon: +49-211-8115881

E-Mail: cseidel@gwdg.de

Mduller, Thomas J. J., Prof. Dr., 24.07.1964, deutsch
Lehrstuhl fir Organische Chemie

Institut fir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie
Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

Universitatsstr. 1

40225 Dusseldorf

Telefon: +49-211-8112298

E-Mail: ThomasJJ.Mueller@uni-duesseldorf.de

Schaper, Klaus, PD Dr., 16.01.1965, deutsch

Arbeitsgruppe flr organische Photochemie

Institut fir Organische Chemie und Makromolekulare Chemie
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Universitatsstr. 1

40225 Dusseldorf

Telefon: +49-211-8112571

E-Mail: schaper@klaus-schaper.de

6.2 Entwicklung des Teilprojekts

6.2.1 Bericht
l. Einleitung

Das Ziel dieses Projektes, namlich die Steigerung der Signalstarke und Photostabilitdt von Fluorophoren
bei der Einzelmolekilspektroskopie, sollte durch den Einsatz von selektiven Léschern von Dunkelzustén-
den erreicht werden. Entscheidend fiir eine hdchstauflésende Analyse von Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer (FRET)-Experimenten ist eine ausreichende Photonenzahl, die zur Reduktion des statis-
tischen Photonenrauschens fihrt. In der AG Seidel ist der Donorfarbstoff in FRET-Experimenten meist
ein nicht alkyliertes Rhodamin mit dem Stammké&rper von Rhodamin 123 (Rh123), damit die spektrale
Separation zum Akzeptorfarbstoff maximal ist. Daher werden in diesem Projekt photoprotektive Additive
insbesondere fir diesen Rhodaminfarbstoff gesucht bzw. entsprechende Bichromophore hergestellt.

Die Triplett- und Radikalzustande eines Fluorophors tragen zur Reduktion der Signalstarke der Fluores-
zenz bei, da sie relativ langlebig sind und ein Fluorophor keine Fluoreszenzphotonen aussenden kann,
wahrend er in diesen "Dunkelzustanden” verweilt. Die Langlebigkeit dieser Zusténde ist auch wichtig fur
die Photozerstdrung eines Chromophors. Zudem kann der Triplettzustand durch ein weiteres Photon
angeregt werden, so dass es leicht zur Photoionisierung und in der Folge zur Zerstdrung des Chro-
mophors kommen kann.

Daher bestand das Hauptziel in der ersten Férderperiode darin, selektive Triplettiéscher zu finden, die die
Lebensdauer des Triplettzustandes reduzieren. Wichtig ist dabei, dass ein entsprechender Léscher den
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Triplett und nicht den Singulettzustand 16scht. Des Weiteren wurden weitere Antioxidantien zur Reduktion
der Radikalkationen untersucht.

Ein geeigneter Léscher muss so ausgewahlt werden, dass ein Léschen des Triplettzustandes ein exer-
gonischer Prozess ist, wohingegen ein Léschen des Singulettzustandes endergonischer Natur ist. Daher
muss der Léscher, verglichen mit dem Fluorophor, eine groBe Singulett-Triplett-Licke besitzen.

Weiterhin dirfen photochemisch induzierte bimolekulare Redoxprozesse, wie die Photooxidation und die
Photoreduktion des Fluorophors, nicht stattfinden, da diese bestenfalls zum nicht erwlinschten Léschen
der Fluoreszenz und im schlimmsten Fall zur Zerstérung des Chromophors fiihren.

Il. Synthesen

Im Rahmen unseres Berichtes aus dem Jahr 2009 haben wir drei Bibliotheken von méglichen Triplettld-
schern vorgestellt, die im Rahmen dieses Projektes synthetisiert wurden. Dabei handelt es sich um Cyc-
looctatetraen-Derivate (COT), Azobenzol-Derivate (AZB) und Polyene. Die Bibliothek der Polyene be-

steht Uberwiegend, aber nicht ausschlieBlich, aus verschieden substituierten o,w-Diphenylhexatrienen
(DPH). Bei den lbrigen Polyenen handelt es sich um verschieden Minicarotinoide (Car).

coT AZB
I
NN

Im Rahmen unser Arbeiten im letzten Jahr haben wir die spektroskopische Charakterisierung der Biblio-
theken vervollstéandigt und die Bibliotheken erweitert.

/

BuL| ZnCI2 ZnCl Br O
ROl O

LiAIH,

COoT-1

Als Beispiel ist die Synthese des COT-Derivates COT-1 gezeigt. Durch Wittig-Horner Reaktion wurde die
Bibliothek an Minicarotinoiden erweitert. Das hier gezeigte Minicarotinoid DPH-1 leitet sich vom Dihydro-
xyisorenieriatin ab.
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In frGheren Untersuchungen hatte sich gezeigt, dass das Azobenzolderivat AZB-1 interessante Eigen-
schaften als Triplettdscher besitzt. Allerdings ergaben sich bei den Messungen immer wieder Probleme.
Auch wenn die Verbindung im Fluoreszenzspekirometer kein detektierbares Fluoreszenzsignal besaB, so
beobachteten wir dennoch eine stérende Fluoreszenz in der viel empfindlicheren Fluoreszenzkorrelati-
onsspektroskopie. Daher wurde zur Synthese von AZB-1 die gezeigte alternative Syntheseroute gewahlt,
die weniger verunreinigtes Produkt liefert. Die auch hier enthaltenen Verunreinigungen kdnnen mittels
semipraparativer HPLC abgetrennt werden. Es zeigt sich, dass sich die fluoreszierende, nicht charakteri-
sierte Verunreinigung, vermutlich durch Oxidationsprozesse, beim Lagern von AZB-1 nachbildet.

© " o _SONa —» @ N s0Na COOH
—

COOH NaNO,, i~ COOH H,N

H2N/©/ ] /,ﬁ AZB-1

Des Weiteren haben wir uns mit der Synthese von Bichromophoren bestehend aus einem Fluorophor
(einem Rhodamin- oder einem Fluorescein-Derivat) und einem Triplettldscher befasst. In unseren bishe-
rigen Arbeiten sind wir dabei zwei verschiedene Wege gegangen.

Zum einen haben wir Fluorophore (ber eine Sulfonamid-Bindung mit Triplettldschern gekoppelt. Hierzu
haben wir aminosubstituierte Triplettldscher mit Fluorophoren gekoppelt, die eine Sulfonsaurechlorid
Gruppe tragen. Ein Beispiel hierfiir ist der Bichromophor BC1.

BC1

Der zweite Weg ist die Verkniipfung von Fluorophor und Léscher mit Hilfe eines Linkers unter Verwen-
dung von Amidbindungen. Ein Beispiel fir diese Strategie ist der Bichromophor BC2.

BC2 BC3

In Analogie zu diesen Synthesen wurde ausgehend von COT-1 der neue Bichromophor BC-3 aufgebaut.
Die Erfolgreiche Kopplung zum Bichromophor wurde massenspektrometrisch nachgewiesen.

Im letzten Jahr haben wir zusétzlich eine weitere Strategie angewendet. Sowohl Fluorescein als auch
Rhodamin besitzen einen Xanthen-Chromophor. In beiden Féllen ist ein Arylsubstituent in 9-Position
vorhanden. Dieser Arylsubstituent ist wichtig fir die Stabilitait des Xanthen-Chromophors, beeinflusst
diesen aber nur wenig, da er orthogonal zum Xanthen-Chromophor steht. Ublicherweise handelt es sich
bei den Arylresten um einfach oder mehrfach carboxylierte Phenylreste. Es sind aber auch aminosubsti-
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tuierte Derivate bekannt, wie zum Beispiel das Amino-Fluorescein Flu-NH,. Daraus entstand der Gedan-
ke, dass man diesen Arylrest in den Léscher inkorporieren kann. Zunachst wurde angestrebt den Bich-
romophor BC3 durch Azokupplung aufzubauen. Dazu wurde Flu-NH, zundchst diazotiert und anschlie-
Bend mit Anisol gekoppelt. Leider gelang es nicht BC4 in ausreichender Ausbeute und Reinheit zu isolie-
ren. Daher wurde eine alternative Syntheseroute zur Darstellung von Azofarbstoffen, ndmlich die direkte
Kondensation von Nitrosoaromaten mit Arylaminen verwendet. Auf diesem Weg kann der Bichromophor
BCS5 erhalten werden.

Flu-NH,

BC5

Die Syntheseroute von Azobenzolderivaten Uber Nitrosoverbindungen liefert generell reine Produkte in
guten Ausbeuten. Als Manko muss man aber nennen, dass nur wenige Nitrosoaromaten kommerziell
erhéltlich sind und die Darstellung ausgehend von Aminen oder Nitroaromaten haufig Schwierigkeiten
bereitet.

lll. Untersuchungen

.1 Einleitung

Das elektronische Zustandsmodell. Die Photostabilitdtsuntersuchungen wurden in diesem Projekt fur
niedrige (Kivettenbestrahlung) und hohe (konfokale Mikroskopie) Leistungsdichten durchgefiihrt. Das
photophysikalische und photochemische Verhalten eines Farbstoffs kann im Rahmen eines elektroni-
schen 5-Niveauschemas mit den Zusténden S, Sy, T4, S, und T, kinetisch beschrieben werden (verglei-
che Férderantrag 2009 S.230, Abb. 1). Zusatzlich zu diesen Zustanden wird die Bildung eines Radikalka-
tions R™ durch Photooxidation beriicksichtigt. Die Geschwindigkeitskonstanten k', k7’ und k., der drei
Zustande Sy, Ty und R™ sowie die Geschwindigkeitskonstante der Photooxidation k,,’ sind abhangig von
der Konzentration [@Q] der Léschmolekdle (vergleiche Férderantrag 2009 S.230, Abb. 1C).

k:ed = kredO + qu [Q] ’
3)
, k
kox = koxS + koxT % + kox(Q)[Q] .

T

(4)
In dem vorliegenden Modell kann der Fluorophor demnach in zwei Dunkelzustéanden (Ty und R™) vorlie-
gen. Um die maximale Steigerung der Fluoreszenzz&hlrate Fg,, auch bei hohen Anregungsleistungen zu
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erreichen, missen demnach beide Dunkelzustédnde geldscht werden (siehe Simulation der Fluoreszenz-
zahlrate bei gleichzeitiger Léschung der Zustande, Férderantrag 2009 S.231, Abb. 2).

Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS). Die experimentellen Daten aus der Fluoreszenzkorrela-
tionsspektroskopie (FCS) wurden mit Hilfe folgender Gleichung analysiert:

G(r)=1+ 1.1 1 2
Ne o te U+ oz 01,)
td

-G (1.)Gy(t,)

(5)
Darin enthalten sind ein Diffusionsterm (erster Faktor) und jeweils ein Bunchingterm flr die Triplett-
(Gr(t;)) und die Radikalkinetik (Gg(t;)). Diese beinhalten die Geschwindigkeitskonstanten der Be- und
Entvélkerung des jeweiligen Zustands. Ein Uberblick Gber die darin enthaltenen Ausdriicke liefert folgen-
de Tabelle.

Triplettkinetik Radikalkinetik
G, (t)=1-A +A, -e"'" Go(t.) =1+ A ™)
A = Kysckoy A __Zl(l_Feq)_kox
T ’ 7 1.7 -
(kISC + kT )km + kT ko i (lz - ﬂl)Feq
ko, +k,

t

B / ~ t. =1k, +k
i (kISC + kT )kOI + kaO R ( red ()_x)

.,
Z’I,Z :_l/td +5(_kred _kox _th

ox"Vred

e JK2 4k kG — 2K, ey + 2K, Ky + 2K Ky )
Stationare Besetzungswahrscheinlichkeit F, des

Fluorophors in den elektronischen Zustédnden Sy Sy,
T4, Spund Ty:

-1
F :|:1+ kox(l+kbth):|

“ kl,, +k+1/t,

.2 Léschung des Triplettzustands und Reduktion des Radikalkations des Fluoreszenzfarb-
stoffs Rh123

Die der Bibliothek von Additiven (siehe Abschnitt 1l) wurde die Wirkung von drei Additiven als prototypi-
sche Vertreter besonders intensiv untersucht: Cyclooctatetraencarbonsaure (COC), ((4 - Phenyl)azo)-
benzoesaure (AZB) und 4 - (4' - Amino-phenyl)azo) -benzoesédure (AAZB). In Abbildung 1 sind die nor-
mierten Fluoreszenzkorrelationskurven von Rh123 bei drei verschiedenen Konzentrationen an AAZB (0;
12 und 181 uM) und unterschiedlicher Leistungsdichte < I > aufgetragen. Die Analyse der Triplettparame-
ter Ar und t;r liefert die Geschwindigkeitskonstante fir die Triplettldschung durch AAZB
(kgr=3.9x10° M s; Tabelle 2). Zusatzlich zur Triplettkinetik wurde ein Radikalbunchingterm zur An-
passung der FCS-Kurven bendtigt.

- 63 -



A8
Seidel/Muller/Schaper

0 uM AAZB 12 UM AAZB 181 uM AAZB

<I> / kW/cm®
2066
——1187
L 859
—— 582
——362
260
183
119
——54
—27
ol —— 11
—7

Abbildung 1: Normierte Korrelationskurven von Rh123 mit AAZB und korrespondierende angepassten
Kurven. Die schwarzen Pfeile zeigen den Verlauf der Radikalkorrelationszeit tz bei steigender Laserleis-
tung.

Im Fall des COC, das als reiner Triplettldscher wirkt, sind Amplitude Ag und Korrelationszeit g nahezu
unabhéngig von der Additivkonzentration. Dies trifft fir AAZB nicht mehr zu. Sowohl Triplett- als auch
Radikalparameter von Rh123 zeigen eine Abhangigkeit von der der Léschmolekllkonzentration.

Im Gegensatz zur Triplettkinetik, die erst bei Konzentrationen im Bereich von 20 uM vom Additiv beein-
flusst wird, ist die Radikalkinetik aufgrund der langeren Lebensdauer des Radikalkations deutlich emp-
findlicher in Bezug auf Additive mit reduzierender Wirkung. Bereits im unteren uM-Konzentrationsbereich
wurde eine Verringerung der Radikalpopulation Ag und eine Verkirzung der Radikalkorrelationszeit iz
festgestellt (Abbildung 2, Einsétze rechts).

A Ji5 N Abbildung 2: Einfluss von mikromolaren Kon-
18¢ m’iao"u’;\\nAZB 10 = zentrationen an AAZB auf die FCS-Kurven von
——24pM /:::\(:0_5 5 Rh123 in Phosphatpuffer pH7 bei einer Leis-
160 6.7 M = ...~ |tungsdicht von </>=850kW/cm®. Einsatz: (A)
= " I;'\ Joa g Relatives Fluoreszenzsignal Fg,, pro Molekdl,
C Ll _;_\.:\K_ lo2 == | (B) Radikalkorrelationszeit tz und (C) Radikal-
T amplitude Ar aus einer globalen Anpassung der
c " FCS-Kurven an Gleichung 5 in Abhangigkeit von
12| 10.50 . .
e < | der Leistungsdichte.
Sare740.25
R
10" 10°  10°
t /ms <I> / KW/cm®

Der von der Laserleistung und der Konzentration [Q] abh&ngige Zeitbereich, in dem der Radikalbunching-
term von Rh123 zu beobachten ist, ist in Abbildung 1 fir die jeweilige Azobenzol-Konzentration mit einem
schwarzen Pfeil gekennzeichnet. Bei niedrigen Leistungsdichten (rote Kurven) wurde fur Rh123 eine
Radikalkorrelationszeit {5 von 520 ps gefunden (Abbildung 1 links). Durch Zugabe des Azobenzols AAZB
wird bei 12 uM die Zeit tg auf 50 ps verklrzt, bei 181 uM betragt tz nur noch 9 ps.

Abhangig von der Konzentration [Q)] Uberlagert sich der Zeitbereich der Radikalkorrelationszeit tz mit dem
der Diffusionszeit t;. Durch eine globale Anpassung der leistungsabhangigen FCS-Kurven einer Messrei-
he an Gleichung 5, die die Geschwindigkeitskonstanten der Radikalkinetik enthélt, konnten die beiden
Korrelationszeiten separiert werden.

Bei der Anpassung wurden die Geschwindigkeitskonstanten der Oxidation k., und k,,, der Photozerst6-
rung ker, der Reduktion k.4 und der Radikalléschung k,g fir die FCS-Kurven bei verschiedenen Leistun-
gen und Additivkonzentrationen global angepasst. Mit Hilfe dieser Methode konnte zwischen den beiden
Prozessen, Diffusion des Molekils durch das Detektionsvolumen mit der Diffusionszeit t; und Oxidation
und Reduktion von Rh123 mit der Korrelationszeit tg, unterschieden werden. Aus den Messungen an
Rhodamin 123 mit den Additiven COC, AZB und AAZB wurden die Geschwindigkeitskonstanten fiir die
farbstoffspezifischen Prozesse des Fluorophors gemittelt (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Farbstoffspezifische Geschwindigkeitskonstanten von Rh123 in Phosphatpuffer pH7 aus FCS-
Messungen und Photostabilitdtsuntersuchungen.

kr Kisc Kox Koxn Kredo Kom Koxs Koxt
10°s™ 10°s™ 10*s™ cm?W's™ s s’ 10°s™ 10°s™
4.2% 7.6% 1.6 0.042° 1470° 200¢ 6.3° 5.9°

? Die Standardabweichung aus wiederholten Messungen variiert von 3 — 13 %. ® Mittelwert aus der Anpassung der Fg-Plots und
der FCS-Kurven. ko= 0.058 £ 0.012 cm® W' 8™ (Fiom); Koxn = 0.026 £ 0.009 cm® W' s (FCS). © Aus der Anpassung der Messun-
gen bei niedriger AAZB-Konzentration. Fur alle weiteren Analysen wurde dieser Parameter fixiert. 9 Der Wert kann zwischen 0 und
200 s™ fixiert werden, ohne die Fitqualitat zu beeinflussen. © Die Standardabweichung aus der Anpassung der Messdaten lag bei 2 —
14 %.

In der Tabelle 1 sind die Ergebnisse fir Rh123 in Phosphatpuffer bei pH7 zusammengestellt: Geschwin-
digkeitskonstante der Oxidation aus den ersten angeregten Zustanden S; und T (ko) und der Oxidatio-
nen aus hdher angeregten Zustéanden (ko.xn) sowie die Geschwindigkeitskonstante der Reduktion des
Radikalkations in Abwesenheit eines Loschmoleklls (keq0). Da die Photozerstérung aus dem Radikalzu-
stand unbedeutend klein ist, wurde sie fir die Anpassung auf einen maximalen Wert so fixiert, dass die
Qualitat der Kurvenanpassung nicht beeinflusst wird. Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Deaktivie-
rung des Radikalkations k., aus FCS-Messungen stimmt in etwa mit einem Literaturwerte aus Laser-
blitzlichtphotolyse-Experimenten (iberein.?? Alle Geschwindigkeitskonstanten fiir Oxidations- und Reduk-
tionsprozesse zeigten eine starke Abhangigkeit von Pufferkonzentration, Temperatur und Sauerstoffge-
halt.

Die experimentellen Daten der Abhé&ngigkeit des Fluoreszenzsignals F.,, von der Laserleistung kénnen
mit Gleichung 6 analysiert werden.

’
Epm = GDerec'I‘@F(Q)kO Sleq F;q

(6)

Hierbei wird der Einfluss des Ldschers auf die Bevdlkerung des Radikalzustands in der Geschwindig-
keitskonstante k.4 der Reduktion beriicksichtigt, die u.a. von k,sz abhéangt. Neben den Parametern, die
die Oxidations- und Reduktionsprozesse beschreiben, ist die Zahlrate von der Detektionseffizienz Gpetect
des Aufbaus und von einigen farbstoffspezifischen Parametern (Fluoreszenzquantenausbeute ®¢q,, Ge-
schwindigkeitskonstante fir die S1-Entvélkerung k' und den stationdren Populationen Si¢q und Fq) ab-
hangig. Die Singulettldschung tragt bei den verwendeten niedrigen Konzentrationen im Rahmen der
Messgenauigkeit nicht zur Verringerung des Fluoreszenzsignals bei und k,s kann vernachléssigt werden.
In Abbildung 3 ist das Fluoreszenzsignal Fg,m pro Molekil von Rh123 als Funktion der Laserleistung mit
den Additiven COC, AZB und AAZB in vergleichbaren Konzentrationen aufgetragen. Die Substanzen
COC und AZB liefern beziiglich ihrer Eigenschaften als Triplettléscher eine Steigerung der Signalstarke,
die mit den entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten der Triplettléschung k,r korreliert (Tabelle 2).
Die beiden Azobenzolderivate zeigen vergleichbare Triplettldscheffizienzen, AAZB verursacht aber je-
doch eine signifikant héhere Signalsteigerung als AZB.

Die Verbesserung des Fluoreszenzsignals von Rh123 durch AAZB auf ca. 70 % des Signals eines Fluo-
rophors im 2-Niveausystem kann mit einem Radikalléschprozess erklart werden (gestrichelte Linie in
Abb. 3). Das Azobenzol reduziert in einem Elektronentransferprozess das Radikalkation des Rhodamins.
Aus den mittels cyclischer Voltammetrie bestimmten elektrochemischen Redoxpotentialen konnten die
freie Enthalpie AGer der Elektronentransferreaktion zwischen dem photooxidierten Fluorophorradikal und
dem Additiv AAZB bestimmt werden. Der reduktive Elektronentransfer zwischen R™ und AAZB ist exer-
gonisch. Die simultane Léschung der beiden Dunkelzustande T; und R™, die nur fiir das Additiv AAZB
beobachtet wurde, verursacht die gréBtmaogliche Steigerung des Fluoreszenzsignals von Rh123, die auch
bei Zugabe geringer Mengen an Additiv deutlich wird (Abbildung 2). Im Gegensatz dazu wird das Fluo-
reszenzsignal von Rh123 von mikromolaren Konzentrationen an COC und AZB nicht beeinflusst.
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Abbildung 3: Fluoreszenzz&hlrate pro Molekul Fg,, des Fluoreszenzfarbstoffes Rh123 in Abhé&ngigkeit
von der Laserleistung (A) in Anwesenheit von ca. 380 uM der Additive COC, AZB oder AAZB und (B) bei
Zugabe von AAZB. An die experimentelle ermittelten Daten (Punkte) wurden nach Gleichung 3 Fitkurven
(durchgezogene Linien) angepasst, wobei folgende Parameter verwendet wurden: Gpewr = 0.0014;
Dry=0.98; ky=25x10%s™; k;=4.2x10°s™; ksc=7.6x10°s"; t;=130ps; y=25x10°W's™;
Op1=2.6 X 107° cm?; kpg =200 S"; Keqo = 1470 S5 Koxn = 0.042 cm® W' s™'. In beiden Abbildungen wur-
de das theoretische Signal eines 2-Niveau-Systems als gestrichelte Linie dargestellt

Tabelle 2: Bimolekulare Geschwindigkeitskonstanten kyr und kqg. fur die T4-Léschung bzw. R-Reduktion
von Rh123 in Phosphatpuffer pH7. Geschwindigkeitskonstanten der additivinduzierten Farbstoffoxidation
kox(Q) und additivinduzierten Photozerstérung aus dem Singulett- (K@) und Triplett-Zustand (Kyr(q)), die
aus FCS- und stationédren Photozerstérungsmessungen bestimmt wurden.

kqt' Kot kox(@’ Kosi)” Kriof
10°M's™ 102 M's™ 10°M's™ 10*M's™ 10*M's™
coc 25 0 26+1.6 97+1.4 17.3+4.7
AZB 3.6 0.2 15.0+1.8 0 0
AAZB 3.9 6.2 0 0 0

@ Aus FCS-Messungen. Der Fehler bei der Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante der Triplettléschung liegt bei
+0.3x10° M s™'. ® Mittelwerte aus der Analyse der FCS-Messungen und der leistungsabhéangigen Zahliraten. © Aus
der Anpassung der konzentrationsabhiangigen Geschwindigkeitskonstante der Oxidation. ¢ Aus stationdren Photo-
zerstérungsmessungen.

Die aus FCS-Analysen bestimmten Werte fir k,r des jeweils verwendeten Léschmolekiils sowie die flr
Rh123 bekannten Parameter wurden fir die Anpassung fixiert (®rp =0.98; ky=2.5x10%s";
kr=42x10°s"; kisc=7.6x10°s™; t;=130 us; y=2.5x 10" W' s"; 6y, = 2.6 x 10"® cm?). Der Absorp-
tionsquerschnitt oy, fiir den Ubergang vom Sy-Grundzustand in den ersten angeregten S;-Zustand wurde
anhand des Extinktionskoeffizienten von Rh123 fir die Anregungswellenlange von 496.5 nm berechnet.
In Tabelle 1 sind die Geschwindigkeitskonstanten fir Oxidation und Reduktion als Mittelwerte aus der
Analyse der FCS-Kurven und der leistungsabhéangigen Zahlraten fir den Fluorophor zusammengefasst.
Man erhalt daraus die Geschwindigkeitskonstante fuir die Reduktion des Radikalkations R™ durch AAZB
von k;r=6.2x10°M"'s™,

Uberraschenderweise zeigt AZB eine Radikalldéschung (k;z=0.2x 10° M s™), obwohl dieser Prozess
beziglich der energetische Lage der Redoxpotentiale endergonisch sein sollte. Dieser Effekt kann durch
auBerst geringe Mengen an reduzierenden Verunreinigungen in der Substanz hervorgerufen werden. Die
Verbindung AZB wurde kauflich erworben und nicht weiter gereinigt. FUr Léschreaktionen mit langlebigen
Zusténden, wie der des Radikalkations, reichen Konzentrationen von einigen pM aus um eine reduktive
Wirkung zu induzieren. Dies wurde bereits in Untersuchungen an AAZB gezeigt.
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.3 Geschwindigkeitskonstante fiir Oxidationsprozesse

Die globalen Analysen der FCS-Messungen nach Gleichung 5 liefern die Geschwindigkeitskonstante &,
fur die Oxidation aus den ersten angeregten Zustédnden Sy und T4 in Abh&ngigkeit von der Konzentration
[Q] (Abbildung 4). Durch eine Anpassung der Daten an den theoretischen Ausdruck fir die Geschwindig-
keitskonstante der Oxidationsprozesse (Gl. 4) kénnen die Prozesse in Reaktionen aus dem S;- und T;-
Zustand (k,xs und ko) und in eine zusétzliche oxidierende Wirkung des Additivs, ausgedriickt durch die
Geschwindigkeitskonstante k), separiert werden. Im Bereich bis 100 pM dominiert die photoprotektive
Wirkung aller Additive auf Rh123 durch die zunehmende Depopulation des Triplettzustands. Bei einer
weiteren Erhdhung der Konzentration an AZB oder COC steigt k., da auch die Additive selbst die Bil-
dung des Radikalkations von Rhodamin induzieren und jetzt der Term kqyq) bestimmend ist.

Wir interpretieren dies als einen oxidativen Elektronentransfer zwischen Rh123 im angeregten Zustand
und dem Additiv. Die Abschatzung der freien Enthalpie AGgr der Elektronentransferprozesse mit der
Rehm-Weller-Gleichung bestatigt die oxidative Wirkung von AZB (AGger = -0.46 eV fiir Oxidationen aus
dem S, und 0.01 eV fir Oxidationen aus dem T;). Fir COC ist der AGer—Wert etwa null, was die Ver-
langsamung von Koyq) erklért.

20F o coc Abbildung 4: Geschwindigkeitskonstanten der
AZB B\ Oxidationsprozesse aus dem ersten angeregten
18} ° AAZB 1.0%_/0 Singulett- und Triplettzustand von Rh123 in An-
» 3 05 10 wesenheit verschiedener Additive.
> 150
:!g 13}
1.0}
0.8} ) ) ) )
0.1 0.2 0.3 0.4
[Q]/ mM

.4 Steigerung der Photostabilitat von Rhodamin 123 mit Azofarbstoffen

Aus der stationdren Messung des exponentiellen Abnahme der Fluoreszenzintensitat in Klvetten mit
kontinuierlicher Laserbestrahlung kann die Geschwindigkeitskonstante der Photozerstérung k, in Anwe-
senheit der verschiedenen Additive ermittelt werden (Abbildung 5 A). Da bei diesen Untersuchungen
Leistungsdichten von < 10 W/cm?® zur Anregung des Fluorophors eingesetzt wurden, kdnnen Ubergénge
in hdher angeregte Zustande vernachlassigt werden. Abbildung 5 zeigt die Konzentrationsabhangigkeit
der Geschwindigkeitskonstanten der irreversiblen Photozerstérung von Rh123 flr die Additive COC, AZB
und AAZB. Durch die Zugabe eines Azobenzolderivats wird k, deutlich reduziert. Hierbei sind keine nen-
nenswerten Unterschiede zwischen dem Azobenzol mit triplettidschendem Charakter AZB und dem Deri-
vat mit triplett- und radikalldschenden Eigenschaften zu erkennen, was zeigt, dass hier aufgrund der
niedrigen Population des Radikalzustands die Radikalléschung nur eine untergeordnete Rolle spielt. Die
Gl. 6 zeigt, dass durch die zunehmende Entvélkerung des T;-Zustands bei Erhéhung der Konzentration
[Q] zwischen der Photozerstérung aus dem S;- und T4-Zustand unterschieden werden kann.

k k k k k
ky = kyp —2 4k —5C 4 Ky |2 = | Ky —BC kg |2 7
b |: bR k;ed bT k; hSi| k(,) |: bT k; hS:| k(,) ( )

Die Gl. 7 liefert mit den Geschwindigkeitskonstanten der Ausbleichung ks und k,r eine theoretische Be-
schreibung der Reaktionen aus dem S; und T; und einem durch die Léschmolekile induzierten Beitrag
Koxq)» Wobei X =S oder T. kps und k7 stellen charakteristische Parameter des Fluorophors dar und wur-
den fir AZB und AAZB global angepasst (Tabelle 3).
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Abbildung 5: Geschwindigkeitskonstante k;, der Photozerstérung aus stationdren Photozerstérungsmes-
sungen in (A) luftgesattigtem und (B) sauerstofffreiem Phosphatpuffer bei pH7. Die Anpassungen der
Daten an den theoretischen Ausdruck Gl. 7 sind mit durchgezogenen Linien dargestellt.

Fir die Veranschaulichung der individuellen Photozerstérungsmechanismen aus dem S; und T; ist die
Definition einer Quantenausbeute @&,s bzw. &, der Photozerstérung aus den beiden Zusténden sinnvoll:

Dps = Kys /(k(/) +kose +kyg)
(8)

Dor = kyr /(k; +ky)
(9)

Fur die Quantenausbeute fir irreversible Photozerstérung aus dem S;-Zustand erhalt man demnach
Pys =4.3x 107, fir den Reaktionsweg tiber den Triplettzustand @, =7.4 x 10”°. Dies zeigt, dass der
Triplettzustand verstarkt in Photozerstérungsreaktionen involviert ist und die Léschung dieses Zustands
stark zur Photostabilisierung beitragt.

Tabelle 3: Farbstoffspezifische Geschwindigkeitskonstanten von Rh123 in Phosphatpuffer pH7 aus Pho-
tostabilitdtsuntersuchungen.

luftgeséttigt sauerstofffrei
Kbs Kor Kps' Ko7’ Kos - Kot -
s’ s’ s” s” 10°M" s 10°M"' s
108° 31 =0 6 35 9.7

? Die Standardabweichung aus der Anpassung der experimentellen Daten variiert von 2 — 14 %.

Im Gegensatz zu den Azobenzolen besitzt COC keine photoprotektive Wirkung auf Rh123, sondern ver-
starkt die Ausbleichreaktionen. Die durch COC verursachte verstéarkte Photozerstérung kann hypothe-
tisch durch einen Reaktionsmechanismus erklart werden, der die Bildung eines Rhodamin-Radikalanions
berlcksichtigt.

.5 Der Einfluss von Sauerstoff auf die Ausbleichreaktionen

Bei den stationaren Photostabilitdtsuntersuchungen an Rh123 mit AZB und COC als Additive in sauer-
stofffreiem Phosphatpuffer wurde eine komplexe exponentielle Zerfallskinetik mit fluoreszierenden Inter-
mediaten gemessen. Um die Zerfallskurven der Fluoreszenzintensitdt dennoch auswerten zu kénnen,
wurde jeweils der Mittelwert aus den Zerfallszeiten verwendet. Der freie Fluorophor Rh123 zeigt eine
mittlere Geschwindigkeitskonstante fir die Photozerstérung kyqeox in sauerstofffreier Umgebung von
346 s™' (Abbildung 5 B, zum Vergleich k, = 160 s™ in luftgesattigter Umgebung).

Dies zeigt, dass zwei Effekte von molekularem Sauerstoff auf die Photophysik von Rh123 wichtig sind:

(I) Unter Sauerstoffausschluss wird die Deaktivierungsrate von Ty verringert (Kt geox = 4000 3'1). Daraus
kann die Geschwindigkeitskonstante der Triplettléschung durch Sauerstoff (Ksroz=1.4x10°M"s™)
abgeschatzt werden.

(I) Sauerstoff induziert eine Erhéhung der Interkombinationstibergange kisc in Rhodaminen. Basierend
auf Literaturwerten zum Einfluss von Sauerstoff auf die Interkombinationsiibergdnge von Rh6G wurde ein
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Wert von 2x10°s™ fir die Geschwindigkeitskonstante Kiscqeox in Abwesenheit von Sauerstoff fiir die
weiteren Betrachtungen angenommen.

Far Rh123 in luftgesattigter Lésung ([O2] = 290 uM) wurden mit Gl. 7 die Geschwindigkeitskonstanten ks
und kpr fir die Photozerstérung aus dem S;- und T4-Zustand ermittelt. Werden ausschlieBlich die beiden
oben beschriebenen Auswirkungen von Sauerstoff beriicksichtigt, kann ein theoretischer Wert fir Ky geox
berechnet werden. Durch Einsetzen der Geschwindigkeitskonstanten krgeox Und Kisc geox flr entgaste Be-
dingungen und der Werte kps und k,T aus Messungen in luftgesattigter Lésung in Gl. 7 wird ein theoreti-
scher Wert von Ky geox = 1660 s erhalten Die experimentell bestimmte Geschwindigkeitskonstante ist
aber fast finfmal kleiner (k, =346 s ) Folglich missen zuséatzliche Zerfallsreaktionen durch molekularen
Sauerstoff oder Sauerstoffspezies auf kps und K, in Betracht gezogen werden, d.h. reaktive Sauerstoff-
spezies reagieren zusétzlich auch direkt mit Rhodamin.

Eine konzentrationsabhéngige Reihe von k,-Werten unter Ausschluss von Sauerstoff wurde an Gleichung
5 angepasst. Die experimentellen Daten sowie die angepassten Kurven sind in Fehler! Verweisquelle
konnte nicht gefunden werden. B aufgetragen. Hierbei wurden die in luftgesattigter Lésung bestimmten
Werte flr kg, Kbs(q) und Kpr(q fixiert und Trlplettparameter kr und kisc fur sauerstofffreie Bedingungen
eingesetzt (kr= 4000 s und Kisc = 2 X 10°s ) Unter Ausschluss von Sauerstoff erhalt man S0 e|ne Ge-
schwindigkeitskonstante fiir Photozerstérungsreaktionen aus dem Triplettzustand von k%r=6s", die
Geschwindigkeitskonstante fiir den Singulettkanal ist ndherungsweise null. Der Einfluss von Sauerstoff
bzw. Sauerstoffspe2|es auf die Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstérung kann durch
Kox = Kpx’ + kqx [O2] beschrieben werden wobei X = S oder T. ky’ ist dabei die Geschwindigkeitskon-
stante in Abwesenheit von Sauerstoff, kqx die durch Sauerstoff verursachte Geschwindigkeitskonstante
der Photozerstérung und [O;] die Sauerstoffkonzentration der Lésung. Anhand der bestimmten Werte bei
zwei Sauerstoffkonzentratlonen 0 und 290 pM, k('jnnen die sauerstoffinduzierten Geschwindigkeitskon-
stanten kqs =35x10*M"'s" und kq =9.7x10*M"s" abgeschatzt werden (Tabelle 3). Zur Bewer—
tung dieses Ergebnisses ist es wiederum zweckmaBig, die Quantenausbeute der Photozerstérung Dps ™2
bzw. &, durch Sauerstoffspezies fir den Singulett- bzw. Triplettzustand zu betrachten:

¢h502 = kqsoz[oz]/(khso + kqsoz[oz]) (10)
3" =k ;10,1 (k" +k ;. ”*[0,]) (11)

Da unter Ausschluss von geléstem Sauerstoff keine Photozerstérungsreaktionen aus dem Singulett-
zustand erfolgten (k%s = 0 s™), betragt die Quantenausbeute @,7° praktisch 100%. In luftgesattigter Lo-
sung werden dagegen nur 82 % der irreversiblen Ausbleichreaktionen aus dem Triplettzustand durch
Sauerstoff verursacht.

1.6 Untersuchung der triplettiéschenden Wirkung von AAZB bei weiteren Fluorophoren

Die Steigerung der Signalstarke durch die Loschung von Triplett- und Radikalzustdnden in Anwesenheit
des Azobenzolderivats AAZB wurde auch an weiteren Fluoreszenzfarbstoffen untersucht. Dazu wurden
leistungsabhangige FCS-Messungen in Phosphatpuffer bei pH7 durchgefiihrt. Hierbei stand vor allem die
Frage im Vordergrund, inwieweit AAZB in der Lage ist, die Triplettzustdnde von Fluorophoren mit lang-
welligen Absorptionsbanden zu l6schen.

Es sind nur wenige experimentelle Daten Uber die Lage der Triplettenergien von diesen FIuoreszenzfarb-
stoffen verflgbar. Fir einige Rhodamine wurde eine S;-T;-Energiellicke von durchschnittlich 3100 cm’
bestimmt. Basierend auf diesem Wert verschiebt sich die Lage des T;-Zustands des Fluorophors in Ab-
héngigkeit vom Singulettzustand. Fir diese Untersuchung wurden daher hauptsachlich Atto-Farbstoffe
mit zunehmend rotverschobenen Absorptionswellenldngen gewahlt.

Leistungsabhéngige FCS-Messungen lieferten die photophysikalischen Geschwindigkeitskonstanten fir
die Deaktivierung des T,-Zustands kr und fir Interkombinationsiibergange k;sc der untersuchten Fluo-
rophore (Tabelle 4). Die Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. zeigt die Fluoreszenz-
zahlraten pro Molekil und die Triplettparameter der drei Rhodaminfarbstoffe Rh123, Rh110 und Alexa
488 mit nicht-alkylierten Aminogruppen am Xanthengerust. Die im Vergleich zu Rh123 und Rh110 deut-
lich erhdhte Geschwindigkeitskonstante fiir Intersystemcrossing von Alexa 488 wird durch einen Schwer-
atomeffekt der Schwefelatome in den Sulfonsauregruppen verursacht. Gleichzeitig ist die Deaktivierung
des Triplettzustands langsamer, weshalb der Triplettzustand bei Alexa 488 deutlich stérker bevélkert ist
(Abbildung 6 B). Daraus resultiert die geringste Signalstérke im Vergleich zu den anderen griinfluoreszie-
renden Farbstoffen (Abbildung 6 A).
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Abbildung 6: (A) Fluoreszenzzahlrate F,, pro Molekil und (B) Triplettparameter aus FCS-Messungen
an griinen Fluorophoren in Phosphatpuffer pH7.

Tabelle 4: Photophysikalische Parameter und bimolekulare Geschwindigkeitskonstanten fur die L6-
schung des Triplettzustands des jeweiligen Fluorophors in Phosphatpuffer bei pH7 mit dem Additiv
AAZB. Freie Enthalpie AGgreq des reduktiven Elektronentransfers zwischen AAZB und dem Radikalkati-
on R™ des Fluorophors. Die Fluorophore basieren auf unterschiedlichen chemischen Strukturen, die in
die Klassen der Rhodamine (r), der Carbopyronine (c) und der Oxazine (0) unterteilt wurden.

Stoffklasse ki kisc Gor (Aen) ® Ker AGerres (R™)
10°s™ 10°s™ 10(_:;)m2 10° M's™ eV

Rh123 ‘ 4.2 7.6 260 (496)  3.9+0.3 0.03
Rh110 ‘ 3.3 7.6 2.62 (496) b 017
Alexa 488 ‘ 2.1 12.0 261(496)  09+0.2 0.29
Atto 590 ‘ 4.8 8.0 200 (559)  2.6+0.2 0.12
Atto Rho14 ‘ 3.1 3.4 327 (635)  2.4+0.2 0.15
Atto 647N c 3.3 25 443 (635)  15+0.3 0.03
Atto 655 0 4.0 14 2.85 (635) c 0.12

? Die Absorptionsquerschnitte oy, wurden fiir die verwendete Anregungswellenlange Ao, mit Hilfe der Ex-
tinktionskoeffizienten berechnet. ° Wurde nicht untersucht. ¢ Zusatzliche Léschung. Aufgrund der Uberla-
gerung zweier Bunchingterme war eine Bestimmung von k,r nicht méglich.

Die Geschwindigkeitskonstante k,r fiir die bimolekulare Léschung des Triplettzustandes von Alexa 488
durch den Loscher AAZB liegt mit 0.9 x 10° M s deutlich unter dem Wert von Rh123. Im Gegensatz
zum Fluorophor Rh123, der einen kationischen Grundzustand besitzt, tragt Alexa 488 zwei negative La-
dungen, weshalb eine elektrostatische AbstoBung zwischen AAZB und dem Alexa-Farbstoff die fir einen
Triplettenergietransfer notwendige Annaherung der Reaktanden verhindert.

Die Reduktion des Radikalkations von Alexa 488 durch AAZB ist deutlich exergonisch (4Ggr=-0.29 eV,
Tabelle 4). Da bei den Korrelationskurven von Alexa 488 nur bei extrem hohen Leistungen ein Radikal-
bunchingterm angepasst werden konnte, konnte keine globale Analyse der FCS-Daten analog zu Kapitel
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. zur Bestimmung der Loscheffizienz k,z des
Radikalkations durchgefiihrt werden. Die Fluoreszenzzahlrate bei hohen Leistungsdichten weist kaum
Sattigungseffekte auf, was auf eine gleichzeitige Léschung des Triplett- und Radikalzustands durch
AAZB schlieBen lasst.
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In weiteren Untersuchungen wurden Atto-Farbstoffe mit zunehmend rotverschobenen Absorptionswellen-
langen untersucht. Falls die Triplettenergien dieser Farbstoffe relativ zu der Lage ihrer S;-Zustédnde mit
zunehmender Anregungswellenlange abnehmen, sollte auch die Effizienz der Triplettldschung sinken.
Dieser Trend konnte in den Geschwindigkeitskonstanten k,r des Triplettenergietransfers auf das Azoben-
zol AAZB beobachtet werden (Tabelle 4). Wahrend fiir den kurzwelligsten Fluorophor Atto590 eine Ge-
schwindigkeitskonstanten fiir die T;-Léschung von 2.6 x 10° M s bestimmt wurde, sank k,r mit zuneh-
mender Absorptionswellenlange des Farbstoffs. AAZB zeigte gegenliber Atto 647N nur noch eine Lésch-
effizienz von 1.5 x 10° M s™.

500|  Alexadss + AAZB Abbildung 7: (A) Fluoreszenzzéhlrate pro Molekul
e opm e des Fluoreszenzfarbstoffes Alexa 488 in Abhén-
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Die Fluoreszenz des Atto-Farbstoffs Atto 655 wird durch AAZB nicht gesteigert, da schon bei niedrigen
Konzentrationen eine statische Léschung durch Komplexbildung beobachtet wird. Bei den Farbstoffen
Atto 590, Atto Rho14 und Atto 647N wird erst bei héheren Additivkonzentrationen (> 300 pM) ein durch
Komplexbildung hervorgerufener FCS-Bunchingterm und eine Léschung des Fluoreszenzsignals beo-
bachtet.

.7 Steigerung der Signalstérke bei fluoreszenzmarkierten Biomolekiilen

Die signalsteigernde Wirkung von Additiven auf die Fluoreszenz von markierten Biomolekilen wurde
anhand von zwei doppelstrangigen mit Alexa 488-markierten DNA-Proben untersucht (Abbildung 8).

Fir die FCS-Messungen wurden zwei Proben mit unterschiedlich langen Linkern zwischen dem DNA-
GerUst und dem Fluorophor gewahlt. Bei der Probe mit dem kurzen Linker (S,) ist der Farbstoff Uiber eine
unflexible Propargyl-Gruppe an das DNA-Riickgrat gebunden. In dieser Probe trennen 4 Atome den Fluo-
rophor von der DNA, wéhrend der lange Linker (L) aus insgesamt 11 Atomen besteht und eine bewegli-
che Cg-Alkylgruppe beinhaltet. Aufgrund des negativ geladenen Phosphat-Riickgrats der DNA unter-
scheidet sich die Umgebung dieses Systems stark von dem zuvor untersuchten freien Farbstoff.
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Abbildung 8: Fluoreszenzzahlrate F,, pro Mole- Tabelle 5: Triplettparameter und Geschwindigkeits-

kil von Alexa 488-markierter DNA bei Zugabe des konstanten fiir die L6schung des Triplettzustands von

Additivs AAZB. AAZB an Alexa 488 und Alexa 488-markierter DNA
unterschiedlicher Linkerlangen.

Durch die Anbindung des Farbstoffs an die DNA sinkt die bimolekulare Geschwindigkeitskonstante k,r
von AAZB auf 4.1 bzw. 4.2 x 108 M s firr die Probe mit dem kurzen (Sy) bzw. langen (L) Linker (Tabelle
5). Verglichen mit dem freien Farbstoff ist die Triplett-Léschkonstante um einen Faktor 2 kleiner. Die Ver-
ringerung der T,-Ldscheffizienz von AAZB ist hier noch starker ausgepragt und wird zusatzlich zur elekt-
rostatischen AbstoBung durch sterische Abschirmung der Reaktionszentren durch das DNA-Gerust her-
vorgerufen. Der Unterschied zwischen dem langen und kurzen Farbstofflinker ist dagegen statistisch
nicht signifikant

.8 Zusammenfassung

In dem abgelaufenen Projekt wurden neue photoprotektive Additive fir Rh123 gefunden. Wenn der
Triplettiéscher Sauerstoff durch Additive wie Azobenzole oder Cyclooctatetraen-Derivate ersetzt wird,
konnte die Geschwindigkeit der Photozerstérung um einen Faktor 50 verringert werden, was ebenfalls ein
Rekord fir Rhodamine ist, weil die bisher bekannten photoprotektiven Additive nur wenig Wirkung bei
Rhodaminen zeigten. Zudem steigt bei einer AAZB-Konzentration von 850 uM das Fluoreszenzsignal um
einen Faktor 5 auf 1,5 MHz/Molekiil, was nach meinem Wissen fiir organische Farbstoffe ein absoluter
Spitzenwert ist. Bei den bis jetzt hergestellten Bichromophoren wurde eine mehr oder weniger starke
Fluoreszenzldschung festgestellt. Die Unterdriickung der S1-L&schung unter Erhalt der anderen Léschei-
genschaften ist der Ausgangspunkt fir die Optimierung der Bichromophore in weiteren gemeinsamen
Arbeiten. Dabei mlUssen neben einer Feinabstimmung der elektronischen Eigenschaften auch die steri-
schen Aspekte der Chromophoranordnung beriicksichtigt werden.

1.9 Kooperationen

Die Synthesen der Minicarotinoide wurden in enger Kooperation mit der Arbeitsgruppe Martin (TP B1)
durchgefihrt. Bei der Synthese der Bichromophore wurde ein enger Erfahrungsaustausch mit den ande-
ren Gruppen (Martin (TP B1) und Mller (TP A10)), die an der Synthese von Bichromophoren interessiert
sind, durchgeftihrt.

Die physikochemischen Untersuchungen der Chromophore wurden begleitet von quantenchemischen
Untersuchungen, die in Kooperation mit der Gruppe von Frau Marian (TP C1) durchgefiihrt wurden. In
Erganzung zu den Rechnungen wurden intensive spektroskopische Untersuchungen angestrebt. Dabei
hat es sich gezeigt, dass speziell die DPHs den hochaufgelGsten Messungen in der Arbeitsgruppe
Schmitt (TP A2) nicht zuganglich sind. Untersuchungen der verbotenen Ubergange an DPH (Mini-5-
Carotenoid) und am entsprechenden Mini-7-Carotenoid wurden in der Arbeitsgruppe von Herrn Weinkauf
erfolgreich durchgeflhrt (TP A1).

Eine Reihe von FCS-Experimenten wurde in enger Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. Jerker
Widengren (Experimental Biomolecular Physics, Royal Institute of Technology, Stockholm, Schweden)
durchgefihrt.
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6.2.2 Aus dem Teilprojekt entstandene Publikationen

a) Arbeiten, die in Publikationsorganen mit einer wissenschaftlichen Qualitatssicherung zum Zeitpunkt
der Antragstellung erschienen oder endgultig angenommen sind, und Buchveréffentlichungen

[1] Martin, H.-D., Kock S., Scherrers, R., Lutter, K., Wagener, T., Hundsdérfer, C., Frixel, S.,
Schaper, K., Ernst, H., Schrader, W., Gdérner, H., & Stahl, W., 3,3-Dihydroxyisorenieratin, ein
natirliches Carotinoid mit Gberlegenen antioxidativen und photoprotektiven Eigenschaften An-
gew. Chem. 121, 406 — 410 (2009).

[2] Pfiffi, D., Bier, B. A., Marian, C. M., Schaper, K., & Seidel, C. A. M. Diphenylhexatrienes as
photoprotective agents for ultrasensitive fluorescence detection, The Journal of Physical
Chemistry A114, 4099 — 4108 (2010).

b) Andere Veréffentlichungen; und
Eine ausfuhrliche Publikation zu den Abschnitten IIl.2-111.5 ist in Vorbereitung.

c) Patente;
keine
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6.3 Ruckblick auf die Forderung
Das Teilprojekt wird seit Juli. 2005 im Sonderforschungsbereich geférdert. Es wurde im Juni. 2010 been-
det.
lau- Name, engere Institut der Hoch- Mitarbeit | Entgelt-
fen- akademischer Fachzuge- schule oder der im Projekt | gruppe
de Grad, horigkeit auBeruniversitaren |in Wochen-
Num | Dienststellung Einrichtung stunden
mer
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Wissenschaftle- |1 Seidel, Claus A.|Physikali- Lehrstuhl fir mol.| 10
rinnen und Wis- M., Prof. Dr. sche Che- [ Phys. Chem.
senschaftler mie
2 Muller, Thomas | Organische |Lehrstuhl fir Org.|2,B
J.J., Prof. Dr. Chemie Chem.
3 Schaper, Klaus, | Organische |Lehrstuhl far Org. |10
PD Dr. Chemie Chem.
4 Mayer, Bernhard, | Organische |Lehrstuhl fir Org.|3,B
Dr. Chemie Chem.
5 Spitzley, Jan, [ Organische |Lehrstuhl fir Org.|5
Dipl.-Chem. Chemie Chem.
6 Kihnemuth, Ralf, | Physikali- Lehrstuhl far mol. |8
Dr. sche Che- | Phys. Chem.
mie
7 Overmann, S., | Physikali- Lehrstuhl far mol. [ 20
Dipl. Chem. sche Che- [ Phys. Chem.
mie
nichtwissen- 8 Riedl, Dagmar Organische |Lehrstuhl fir Org.|3
schaftliche  Mit- Chemie Chem.
arbeiterinnen 9 Schramm, Mar- | Physikali- Lehrstuhl fir mol. |5
und Mitarbeiter tin sche Che- | Phys. Chem.
mie
| Erganzungsausstattung
Wissenschaftle- |1 PHiffi, Daniela, | Physikali- Lehrstuhl fir mol.|19.9 TVL-
rinnen und Wis- Dipl.-Chem, sche Che- | Phys. Chem. 13/2
senschaftler mie
2 Bier, Brigitte, Organische |Lehrstuhl fir org.|19.9 TVL-
Dipl.-Chem. Chemie Chem. 13/2
nichtwissen-
schaftliche  Mit-
arbeiterinnen
und Mitarbeiter

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Grundausstattung):
1. Prof. Dr. Claus Seidel.

Leitung des Teilprojekts: Er bringt seine Erfahrung bei der Auswahl der Additive und Durchfih-
rung der spektroskopischen Analyse (FCS, Ausbleichexperimente und TRABS) und ihrer Wir-
kung ein. Anleitung der Doktoranden, Auswertung; Koordination der Zusammenarbeit mit Dritten.
Analyse und Zusammenfassung der Ergebnisse, Erstellung von Publikationen.
2. Prof. Dr. Thomas J. J. Mller.

Leitung des Teilprojekts in beratender Funktion: Er bringt seine Erfahrung in synthetischer Orga-
nischer und Metallorganischer Chemie fir den Aufbau von funktionalisierten Chromophoreinhei-
ten ein. Anleitung des Doktoranden; Koordination der Zusammenarbeit mit Dritten. Analyse, Dis-
kussion und Zusammenfassung der Ergebnisse.
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PD Dr. Klaus Schaper.

Leitung des Teilprojekts: Er bringt seine Erfahrung bei der Planung und Durchfiihrung der Orga-
nischen Synthesen ein. Anleitung der Doktoranden, Auswertung; Koordination der Zusammenar-
beit mit Dritten. Analyse und Zusammenfassung der Ergebnisse, Erstellung von Publikationen.
Dr. Bernhard Mayer.

Arbeit insbesondere in der AG Mller. Praparation und Reinigung von COT-Derivaten, Beratung
bei der Synthese von Chromophoren.

Dipl.-Chem. Jan Spitzley.

Arbeit insbesondere in der AG Miller. Praparation und Reinigung von Azofarbstoffen.

Dr. Ralf Kiihnemuth.

Beratung der Doktoranden des Teilprojektes bei optischen, photophysikalischen und photoche-
mischen Fragestellungen. Anleitung der nichtwissenschaftlichen Mitarbeiter, Analyse und Zu-
sammenfassung der Ergebnisse, Erstellung von Publikationen.

Dipl.-Chem. Sebastian Overmann, Doktorand.

Optische Ensemble-Spektroskopie. Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie und Photostabilitéts-
messungen.

Dagmar Riedl.

Synthese von nicht kommerziell erhéltlichen Synthesebausteinen.

Martin Schramm, Ingenieur.

Herr Schramm ist technischer Angestellter und betreut die Laser und elektronischen Gerate im
Lehrstuhl fir Molekulare Physikalische Chemie. Ferner ist er fir den Betrieb der zeitkorrelierten
Einzelphotonenzahlung (TCSPC) und der Apparatur zur Messung der Photostabilitdt von Fluo-
reszenzfarbstoffen in einer Kivette zusténdig.

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Ergadnzungsausstattung):

1.

Dipl.-Chem. Daniela Pfiffi.

Arbeit insbesondere in der AG Seidel. Fluoreszenzcharakterisierung der AZB-Verbindungen, alle
elektrochemische Untersuchungen, alle Untersuchungen zur Rolle des Sauerstoffs und Test von
ROX-Systemen.

Dipl.-Chem. Brigitte Bier.

Arbeit insbesondere in der AG Schaper. Synthese und Charakterisierung von Triplettldschern und
von Bichromophoren, bestehend aus Fluorophor und Triplettléscher.
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6.2 Entwicklung des Teilprojekts

6.2.1 Bericht

Carotinoide und Polyphenole sind sekundare Pflanzenstoffe mit photoprotektiven Eigenschaften, die
auch zum Lichtschutz beim Menschen beitragen kénnen [1]. Abhangig von der Struktur der genannten
Verbindungen sind Lichtabsorption, Deaktivierung elektronisch angeregter Zustdande und/oder Reaktio-
nen mit photochemischen Primér- und Sekundarprodukten die Mechanismen der Photoprotektion [2]. In
biologischen Systemen sind auch Wechselwirkungen mit lichtabhangigen oder ROS-gesteuerten Signal-
wegen von Bedeutung [3].

Im Rahmen des gesamten Projektes wurden Naturstoffe und abgeleitete Verbindungen, in Modellsys-
temen und Zellkultur auf photoprotektive Eigenschaften und zugrundeliegende Wirkmechanismen unter-
sucht. Dabei handelt es sich insbesondere um Substanzen mit funktionalen n-Systemen wie Carotinoide,
Flavonoide, Carotenylflavonoide und Vitamin E-analoge Verbindungen.

Schwerpunkt der Arbeiten in der Férderperiode 7-2009 bis 6-2010 waren weitergehende Untersuchungen
zu den photoprotektiven Wirkungen aromatischer Carotinoide und Carotenylflavonoide sowie orientieren-
de Untersuchungen zu natirlich vorkommenden und synthetischen Chalkonen. Des weiteren wurden
zusétzliche Methoden etabliert. Im Folgenden sind die wichtigsten Ergebnisse zusammengefasst.

1. Aromatische Carotinoide

Isorenieratin (IR) und 3,3’-Dihydroxyisorenieratin (DHIR) sind natirlich vorkommende Carotinoide mit
auBergewohnlicher Struktur. Beide Verbindungen tragen am zentralen Polyensystem aromatische End-
gruppen. Sie werden u.a. von Rotschmierebakterien wie Brevibacterium linens gebildet. DHIR erwies sich
in Modellsystemen im Vergleich zu anderen Carotinoiden als duBerst wirksamer Photoprotektor. Die
Substanz wirkt aufgrund ihrer Struktur als multifunktionelles Antioxidans [17].

Innerhalb der Zelle findet man Zn?* ausschlieBlich gebunden an Proteine. Unter UV-Bestrahlung werden
Zn® lonen freigesetzt und kdnnen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Zinquin nachgewiesen werden. Pho-
toprotektive Verbindungen vermlndern die UV-abhingige Zn** -Freisetzung. Unter photooxidativer oder
thermischer Belastung wird Zn** aus den Proteinkomplexen freigesetzt. Unter Bestrahlung korreliert die
Zunahme an freien Zinkionen mit dem Anstieg an reaktiven Sauerstoffverbindungen. Sind die Zellen mit
DHIR vorbehandelt ist die Zinkfreisetzung deutlich verringert. Eine Schutzwirkung von DHIR gegeniber
thermisch-induzierter Zn-Freisetzung war nicht zu beobachten. Dies W|rd als Hinweis auf die rein pho-
toprotektive Wirkung gewertet. Der Mechanismus der UV-induzierten Zn®* -Freisetzung ist bisher nicht
geklart. Da an der Komplexierung von Zinkionen haufig Thiolgruppen beteiligt sind, kénnte eine chemi-
sche Modifikation dieser funktionellen Gruppen (Konjugation mit elektrophilen Zerfallsprodukten) oder
Oxidation zu Disulfiden eine Rolle spielen [27].
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Zn-Freisetzung in humanen Hautfibroblasten (Zinquin)

Kontrolle - UV Lutein — UV DHIR - UV Kontrolle - unbestrahlt

Ergénzend zu Zellkulturstudien wurde die Freisetzung von Metallionen aus einem Cystein-Histidin Kom-
plex untersucht. Im Modellpeptid mit Cysteinresten und Histidinresten sind Co®* lonen komplexometrisch
gebunden. Unter UV-Bestrahlung werden die lonen freigesetzt was spektrometrisch verfolgt werden kann
( Abnahme der Absorbtion bei 642 nm).

Bei Bestrahlung mit UVA im Bereich von 10-40 J/cm?2 wird Co®* aus dem Proteinkomplex freigesetzt, wo-
bei mit der héchsten Dosis fast eine vollstdndige Freisetzung zu beobachten ist. Zusatz von Lutein oder
Isorenieratin hat keinen Effekt auf die Dekomplexierung der lonen. Wird der Proteinkomplex mit DHIR
gemischt, ist bereits ab einer Bestrahlungsdosis von 10 J/lcm2 UVA eine signifikant verminderte Co®* -
Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten.

Aminosauresequenz des Modellpeptids: HoN-Arg-Pro-Phe-Met-Cys-Thr-Trp-Ser-Tyr-Cys-Gly-Lys-Arg-
Phe-Thr-Arg-Ser-Asp-Glu-Leu-GlIn-Arg-His-Lys-Arg-Thr-His-Thr-Gly-CONH,

Die Wirkung von DHIR, IR und Lutein auf die UV-induzierte Lipidperoxidation wurde in einem
Liposomenmodell untersucht. Liposomen werden mit UV-Licht bestrahlt und so Lipidoxidation induziert.
Ein Reaktionsprodukt des Lipidabbaus ist Malondialdehyd, der mittels HPLC quantifiziert wird. Zur Be-
stimmung der protektiven Wirkung gegen UV-induzierte Lipidoxidation werden die Liposomen mit den zu
untersuchenden Substanzen vorab beladen. Es wurde gezeigt, dass von den ausgewdahlten Substanzen
nur DHIR im Modell vor Lipidoxidation schiitzt. Isorenieratin und Lutein waren nur wenig wirksam.
Die protektive Wirkung von DHIR gegenlber Lipidperoxidation konnte zudem in dermalen
Fibroblasten nachgewiesen werden. Die Schutzeffekte korrelieren mit der antioxidativen Wirkung von
DHIR, gemessen als verminderte Bildung von ROS in den Zellen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen
von dermalen Fibroblasten zeigten, dass DHIR in der Zellmembran akkumuliert und durch Endozytose
in das Zellinnere aufgenommen wird. Mittels HPLC wurde die Aufnahme weiter bestatigt.

2. Toxizitat der Oxidationsprodukte von Carotinoiden

Unsere Untersuchungen in Zellkultur weisen daraufhin, dass einige Carotinoide wie beta-Carotin oder
Lycopin unter UV-Bestrahlung chemisch reaktive Oxidationsprodukte bilden, die zelltoxische Wirkungen
entfalten. Dabei handelt es sich vermutlich um alpha-beta ungesattigte Carbonylverbindungen, die
elektrophile Intermediate darstellen. Mehrfach ungeséttigte Mono- und Dialdehyde als Abbauprodukte
des Lycopins mit Wirkung auf zellulare Signalwege sind beschrieben [4]. Die Zelltoxizitat korreliert in un-
seren Untersuchungen mit der Photostabilitdt der Substanzen. Die photostabilen Carotinoide wie DHIR,
Astaxanthin und Canthaxanthin sind weniger toxisch unter UV-Bestrahlung als Lycopin und beta-Carotin.
Mit Hilfe von ausgewahlten Thiolverbindungen sollen die reaktiven Abbauprodukte abgefangen und iden-
tifiziert werden. Dazu sind erste Versuche durchgefiihrt worden.

3. Chalkone

Bei der Biosynthese von Flavonoiden entstehen als Zwischenprodukte verschiedene Chalkone und ana-
loge Verbindungen, die wie das Phloretin, Cardamomin, Isoliquiritigenin oder Xanthohumol, dann als
sekundéare Pflanzenstoffe auch in Nahrungsmitteln vorkommen. Zu den biologischen und insbesondere
photoprotektiven Eigenschaften dieser Substanzen ist wenig bekannt. Sie zeigen elektrophile Wirkungen
und induzieren sekundare Verteidigungssystem in Zellkultur.
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Zu den genannten Verbindungen wurden bisher Effekte auf die Zellviabilitdt (Toxizitat), sowie die Ex-
pression der H&moxygenase-1 untersucht. Es ergab sich folgende Reihe mit zunehmender Toxizitat bei
einer Konzentration von 50 uM; Angabe in % Uberlebende Zellen. Phloretin (90%), Cardamomin (70%),
Isoliquiritigenin (60%), Xanthohumol (50%). Untersuchungen zur H&moxygenaseexpression zeigten kei-
ne Induktion nach Behandlung mit Phloretin; stark induktive Effekte zeigten sich nach Behandlung der
Zellen mit den eigentlichen Chalkonen Cardamomin, Isoliquiritigenin und Xanthohumol.

4. Methodenentwicklung - Weiterentwicklung

DNA-Schéadigung: Unter UV-Bestrahlung bilden sich Thymidindimere, die wir mit spezifischen Antikérpern
nachweisen. Messparameter einer photoprotektiven Wirkung ist die Verminderung der Thymidindimeren-
bildung nach Behandlung mit photoprotektiven Substanzen. Zusatzlich wurde als weitere Methode zur
Beurteilung von DNA Schaden der Comet-Assay etabliert.

Mit dem Comet-Assay werden DNA Schaden (u.a. Einzel- und Doppelstrangbriiche, alkalilabile Stellen)
nachgewiesen. Das Prinzip beruht auf der Einzelzellgelelekirophorese wobei nach Zelllyse DNA-
Bruchstlcke im elektrischen Feld nach GrdBe aufgetrennt werden. Intakte DNA ist unter den Bedingun-
gen des Assays nicht mobil. Das AusmaB der DNA-Schadigung wird nach Anfarben mit z.B. Midori-
Green durch Bewertung des DNA-Schweifs erfasst. Die Methode wird weiterentwickelt, auf UV-
Schadigungen adaptiert und auch zur Untersuchung genotoxischer Wirkungen von Photooxidationspro-
dukten genutzt.

Comet-Assay mit humanen Hautfibroblasten (DNA-Farbung Midori-Green)

Kontrolle (DMSQO) H20, (500 pM/2h)

Das Nrf2-Keap1 System ist ein Thiolgruppen abhangiger Sensor, der auf elektrophile oder oxidative Sti-
muli reagiert und auch UV-abhangig aktiviert wird. Oxidation oder chemische Modifikationen von Thi-
olgruppen des Proteins Keapl1 induzieren eine zelluldre Signalkaskade die u.a. zur Translokation von
Nrf2 in den Zellkern fuhrt. Dort steuert Nrf2 als Transkriptionsfaktorkomponente die Expression bestimm-
ter Gene wie Hamoxygenase-1 (HO-1), NAD(P)H-Chinon-Oxidoreductase-1 (NQO1) oder Glutathion-S-
Transferasen (GS-T).
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Zusétzlich zur Bestimmung der HO-1 Expression haben wir die Analyse der Expression von NQO1 und
der Gesamtaktivitat der Glutathion-S-Transferasen als Parameter der Endstrecke des Nrf2-Keap1 Sys-
tems etabliert. Untersuchungen zur Expression von Nrf2 ergaben keine Beeinflussung unter UV-
Bestrahlung. Es wurde ein Verfahren etabliert und optimiert, um mit Immunfluoreszenzmikroskopie die
Translokation von Nrf2 aus dem Zytosol in den Zellkern zu verfolgen. Erste Untersuchungen zur Translo-
kation unter UV-Bestrahlung lieferten widerspriichliche Ergebnisse. Daher werden zusétzliche Versuche
mit Western-Blot Analysen auf Nrf2 an isolierten Kernen durchgefuhrt.

Translokation von Nrf2 in den Kern von humanen Hautfibroblasten

Unbestrahlt (10 J cm?3)

UV-A 10 J/cm? (3h post-Exposition) — Nrf2 (rot); DAPI-DNA Farbung (blau, Kern)
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Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Grundausstattung):

1. Prof. Dr. Wilhelm Stahl — Projektleiter
Prof. Stahl ist verantwortlich fur die Planung und Koordination des Projektes. Er erstellt in Absprache mit
den anderen Projektleitern die Versuchsplanung fir synthetische, mechanistische, in-vitro und Zellkultur-
untersuchungen und Uberwacht die Durchfihrung der Studien. Ihm obliegt die Analyse und Zusammen-
fassung der Ergebnisse sowie die Erstellung von Publikationen.

2. Frau Dr. Silke De Spirt — Laborleiterin
Frau Dr. De Spirt ist verantwortlich fir die Detailplanung und Durchflihrung der Studien im Labor. Sie
betreut im taglichen Laborbetrieb die Mitarbeiter des Projektes und Uberprift bzw. erstellt Protokolle. Sie
ist an der Konzeption der Studien beteiligt ebenso wie an der Erstellung von Publikationen.

3. Peter Graf - MTA
Herr Graf verfligt Gber langjahrige Erfahrung in der HPLC Analytik und ist beteiligt an der Durchflihrung
von projektbezogenen HPLC-Analysen. Er unterstiitzt neue Mitarbeiter bei der Einarbeitung und Metho-
denentwicklung im Bereich Analytik.

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Ergédnzungsausstattung):

4. Tanja Wagener
Frau Wagener hat im Rahmen ihrer Doktorarbeit Untersuchungen zu den photoprotektiven Wirkungen
von Carotinoiden in Modellsystemen durchgefiihrt und neue Modellsysteme etabliert.

5. Claas Hundsddrfer
Herr Hundsdorfer hat im Rahmen seiner Doktorarbeit Carotenylflavonoide synthetisiert und deren pho-
toprotektive Eigenschaften untersucht.

6. Frau Dr. Daniela Maydt

Frau Dr. Maydt hat die Aufgabe, in Modellreaktionen die Konjugation von Photooxidationsprodukten und
elektrophilen Pflanzenstoffen (Chalkone) an Thiolgruppen zu untersuchen.
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6.2 Entwicklung des Teilprojekts

6.2.1 Bericht

In diesem Projekt wurden die Mechanismen der Deaktivierung Uberschissiger Anregungsenergie in den
Antennen von Photosystem Il (PSIl) héherer Pflanzen untersucht. Pflanzen sind in ihrer natiirlichen Umge-
bung héaufig schnell (Sekunden bis Minuten) wechselnden Lichtbedingungen ausgesetzt. Zur Optimierung
der Photosynthese und zur Vermeidung von photo-oxidativer Schadigung des Chloroplasten haben Pflanzen
eine Reihe von Schutzmechanismen entwickelt. Einen der wichtigsten dieser Mechanismen stellt die Abfiih-
rung Uberschiissiger Anregungsenergie in Form von Warme in den Antennen von PSII dar (Ubersichtsarti-
kel: Demmig-Adams und Adams, 1992; Horton et al., 1996; Niyogi, 1999; Krause und Jahns, 2004). Die
Grundlage dieser als nicht-photochemische Ldschung (= NPQ) der Anregungsenergie bezeichneten Prozes-
se wird zurzeit intensiv und kontrovers diskutiert. Es ist allgemein akzeptiert, dass das NPQ ein sehr kom-
plexer Prozess ist, der durch drei wesentliche Komponenten reguliert wird: (i) den Protonengradienten, ApH,
Uber der Thylakoidmembran (Wraight und Crofts, 1970; Briantais et al., 1979), (ii) das Xanthophyll Zea-
xanthin (Zx) (Demmig et al,, 1987; Niyogi et al., 1998) welches aus Violaxanthin (Vx) im sog.
Xanthophyllzyklus (Yamamoto et al., 1962; Jahns et al., 2009) gebildet wird, und (iii) das PsbS Protein (Li et
al., 2000; Li et al., 2004).

Der genaue molekulare Mechanismus des NPQ ist unbekannt, aber es existieren verschiedene Hypothesen
zum Mechanismus und den potentiellen Quenchern: Energietransfer von Chlorophyll (Chl) zu Zx in dem
majoren Lichtsammelkomplex (LHCII) aus PSII (Frank et al., 2000), Elektronentransfer zwischen einem
Carotinoid und Chl unter Bildung eines Zx-Chl or Lutein-Chl charge-transfer (CT) Zustandes (Holt et al.,
2005; Avenson et al., 2009), direktes oder indirektes Quenching durch PsbS (Li et al., 2000; Niyogi et al.,
2005), Energietransfer von Chl zu Lutein in LHCII, gekoppelt an die Aggregation von LHCIl oder
Konformationséanderungen in LHCII (Horton et al., 1991; Ruban et al., 2007), und schlieBlich ein fernrot (FR)
emittierender und gequenchter CT Zustand, induziert durch die Aggregation von LHCII (Miloslavina et al.,
2009).

Wir hatten in der ersten Foérderperiode u.a. ein Mess-System etabliert, das es erlaubte, die Prozesse des
NPQ unter physiologischen Bedingungen an intakten Blattern mittels zeitaufgeléster Chlorophyll Fluores-
zenzspektroskopie zu charakterisieren. Die unter Verwendung verschiedener Mutanten erzielten Ergebnisse
fihrten zu einem neuen in vivo NPQ-Modell (Abb. 1). Dieses Modell zeigt, dass LHCII-Aggregation und Zx-
abhangiges Quenching nebeneinander und unabhéngig voneinander zum NPQ beitragen und dabei zur
Ausbildung von zwei Quenching sites, Q1 und Q2, fiihren ['*]. Basierend auf den Analysen an verschiede-
nen Mutanten haben wir vorgeschlagen, dass Q1 durch Ablésung und Aggregation von LHCII-Trimeren ent-
steht und dass dieser Prozess durch das PsbS Protein vermittelt und durch den pH im Thylakoidlumen
(PHLumen) reguliert wird. Uber diesen einfachen Mechanismus kann die GréBe der PSll-Antenne, aufgrund
der strikten pH-Abhéangigkeit dieses Prozesses schnell und flexibel reguliert werden. Die Zuordnung von Q1
zur Bildung von funktionell nicht mehr an das PSII gekoppelten LHCII-Oligomeren ergab sich dabei aus der
spektralen Charakteristik der Fluoreszenzemission dieser Komponente, die sich durch das Auftreten einer
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ausgepragten Fluoreszenz im FR (720-730 nm) auszeichnete. Eine solche spektrale Charakteristik war fri-
her fir isolierte, oligomere LHCII-Trimere beschrieben worden (Miloslavina et al., 2008). Im Gegensatz zu
Q1 ist Q2 in den mit PSIl assoziierten Antennen des PSII (wahrscheinlich in einem oder mehreren der mino-
ren Antennenproteine CP24, CP26 und CP29) lokalisiert (Abb. 1) und strikt von der Bildung von Zx abhén-

91g.

Q1 ’;r(

Abbildung 1: Modell zur vorgeschlagenen Lokalisation der mit NPQ assoziierten
Quenching-Prozesse. Dargestellt ist die Anordnung und Zusammensetzung des PS I
Superkomplexes im Dunkeladaptierten Zustand (links, modifiziert nach Dekker und
Boekema, 2003) und im Lichtadaptierten 'NPQ’-Zustand (rechts). Die Bindung von Vx
an den trimeren LHC Il und die minoren Antennen (CPs) im Dunkel ist durch die griine
und gelbe Farbung angezeigt, Zx-bindende LHC II-Trimere and minore CPs im Licht
durch rote Farbung. Die Ausbildung der Quenching site Q1 benétigt PsbS, wahrend
die Bildung der Quenching site Q2 Zx-abhangig ist.

Aufgrund der Tatsache, dass der SFB 663 nicht weiter geférdert wurde, konnten im letzten Jahr nur die
wichtigsten Untersuchungen abgeschlossen werden und daher nur ein kleiner Teil der fir die zweite Forder-
periode vorgesehenen Arbeiten durchgefihrt werden. Wir haben uns dabei darauf konzentriert, die beiden
Quenching sites Q1 und Q2 mit anderen methodischen Ansatzen néher zu charakterisieren. Ein limitierender
methodischer Faktor zum detaillierten Verstédndnis der zeitaufgeldésten Fluoreszenzmessungen war, dass
diese Messungen aufgrund der langen Messzeit von 30-40 min keine Informationen Uber die Kinetiken der
Bildung und Relaxation von Q1 und Q2 lieferten. Aufgrund der strikten Abhangigkeit von Q1 vom PsbS Pro-
tein konnte allerdings spekuliert werden, dass die Bildung von Q1 in direktem Zusammenhang mit der qE-
Komponente des NPQ steht, daher strikt durch den pH_ymen reguliert wird und somit schnell (1-2 min) indu-
zierbar und auch reversibel ist. Im Gegensatz dazu lasst die Zx-Abh&ngigkeit von Q2 eine langsamere Kine-
tik sowohl fiir die Induktion als auch die Relaxation vermuten, da die Bildung und der Abbau von Zx im Zeit-
bereich von etwa 10-30 min erfolgt. Um einen detaillierten Einblick in die Dynamik der beiden Quenching-
Prozesse zu erlangen, wurde (unter gleichen experimentellen Bedingungen wie bei den zeitaufgelésten Flu-
oreszenzmessungen) die Dynamik des NPQ mit Hilfe eines PAM-Fluorometers untersucht und mit der Dy-
namik der Zx-Bildung und des Zx Abbaus verglichen.

In einer weiteren Arbeit bei der die Fluoreszenzkinetik an ganzen Zellen von zwei Diatomeen studierte wurde
konnten wir zeigen, dass diese Organismen, die ganz andere Antennenkomplexe (sog. Fucoxanthin-
Chlorophyll-Komplexe, FCPs) und auch andere Carotinoide im Xanthophyll-Zyklus aufweisen, ein sehr ahn-
liches NPQ-Prinzip aufweisen wie héhere Pflanzen, d.h. zwei Quenching-Sites und eine teilweise Abkoppe-
lung eines Teils der PS Il Antenne im NPQ-Zustand [**].

Dynamik des NPQ und Xanthophyllzyklus: Identifizierung einer Zx-abhédngigen NPQ Komponente

In diesen Experimenten wurde die Kinetik der NPQ Induktion (wahrend einer Belichtung von bis zu 90 min)
und die Kinetik der anschlieBenden NPQ Relaxation (wéhrend einer anschlieBenden bis zu 180minutigen
Dunkelphase) bestimmt und mit den entsprechenden Kinetiken der Zx-Bildung (wé&hrend der Belichtung) und
des Zx-Abbaus (im Dunkel) verglichen. Neben den in der Literatur bereits gut charakterisierten NPQ Kom-
ponenten qE (Energie-abhangiges Quenching, schnelle Induktion und Relaxation, jeweils im Zeitbereich von
1-2 min) und gl (Photoinhibition, Induktion und Relaxation im Zeitbereich von > 30 min) konnte anhand der
durchgefiihrten Experimente und Analysen eine weitere NPQ Komponente, genannt qZ, identifiziert werden
[>]. Die Induktion und Relaxation dieser Komponente erfolgt mit Kinetiken im Zeitbereich von 10-15 min in
sehr guter kinetischer Korrelation mit der Bildung und dem Abbau von Zx.
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Die vergleichende Analyse verschiedener Arabidopsis NPQ- Mutanten mit Wildtyp-Pflanzen belegte dabei,
dass qZ unabhangig von gE, gl und auch qT (= state transitions) ist und somit eine eigenstandige Zx-
abhangige NPQ-Komponente darstellt. Bezogen auf das aus den zeitaufgeldsten Fluoreszenzmessungen
abgeleitete Modell (Abb. 1) ist es héchst wahrscheinlich, dass Q1 die gE-Komponente des NPQ widerspie-
gelt und Q2 die gZ-Komponente.

ApH PsbS, (ApH) ApH?
Zx 7x 7x?
10-200 s 10-30 min > 30 min
— —_— —_—
10-60 s 10-60 min > 30 min
- ApH (- ApH) - D1 turnover -
Zx 7x?

Abbildung 2. Modell fiir die Ausbildung unterschiedlicher NPQ Zustande unter Belichtung mit satti-
genden Lichtintensitéten in Arabidopsis. Ausgehend vom Dunkeladaptierten Zustand wird zunéchst
gE in 10-200 s gebildet. gE ist strikt abhangig vom ApH und dem PsbS Protein, wird aber auch durch
Zx moduliert. In Dunkeladaptierten Pflanzen ist die Rate der Synthese von gE-aktivem Zx der Ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt fir die Ausbildung des maximalen gE. gE ist reversibel mit Ab-
bau des ApH. Bei langerer Belichtung wird im Zeitbereich von etwa 10 bis 30 min ein weiterer Zx-
abhangiger NPQ-Zustand (gqZ) gebildet. Dieser hangt von der Bildung von Zx aus langsamer um-
wandelbarem Vx ab und damit auch indirekt vom ApH. Die Relaxation von gZ ist abhangig von der
Rickumwandlung von Zx und Vx (im Dunkel oder Schwachlicht) und bleibt somit auch noch nach
dem Abbau des ApH bestehen. Zuletzt wird ein photoinhibitorischer NPQ-Zustand (ql) bei langanhal-
tender Belichtung (> 30 min) mit hohen Lichtintensitéten, fir dessen Relaxation das D1 Protein ab-
gebaut und neu synthetisiert werden muss. Die genaue Rolle von Zx in gl ist noch unklar.

Die spektrale Charakteristik der verschiedener NPQ Komponenten

Die PAM Fluorometrie erlaubt zwar die Charakterisierung und Unterscheidung unterschiedlicher NPQ-
Komponenten anhand ihrer kinetischen Eigenschaften wéhrend der Induktion und Relaxation, ist allerdings
methodisch eindeutig in der spektralen Auflésung limitiert. Das PAM Fluorometer misst typischerweise die
Fluoreszenzemission bei Wellenlangen > 710 nm (Schreiber et al., 1986) und damit in einem Bereich mit
reduziertem Anteil an PS Il Fluoreszenz und einem relativ hohen Anteil an PSI Fluoreszenz, obgleich NPQ
hauptsachlich Prozessen in PS Il zugeordnet wird. Die von uns durchgefihrten zeitaufgelésten Fluores-
zenzmessungen zeigten jedoch, dass die Induktion des NPQ mit der Bildung einer neuen Komponente (Q1)
mit erhdhter FR Fluoreszenzemission einhergeht ['*]. Diese wére ohne zusatzliche spektrale Informationen
nur schwer auflésbar gewesen. Es war daher von groBer Wichtigkeit, auch die Kinetiken der mit dem NPQ
assoziierten spektralen Anderungen in der Fluoreszenz an Arabidopsis-Pflanzen unter in vivo Bedingungen
zu charakterisieren. Zu diesem Zweck haben wir ein Multi-Wellenldngen-Spektrometer mit paralleler Detekti-
on entwickelt, welches ermdglicht, den Zeitverlauf der Anderungen von Fluoreszenzspektren im Bereich von
670 bis 780 nm wahrend der Induktion und Relaxation des NPQ mit hoher Empfindlichkeit zu messen [**].
Zusétzlich zu der zu erwartenden allgemeinen Abnahme der PS Il Fluoreszenz (= Quenching) Giber das ge-
samte Spektrum, haben wir dabei zwei relative spektrale Anderungen detektiert, die spezifisch unter NPQ
Bedingungen induziert wurden: (i) eine Abnahme der Hauptemissionsbande bei 682 nm relativ zum FR-
Bereich (750-760 nm) des Spektrums (AF682) und (i) eine Zunahme bei 720-730 nm (AF720) relativ zum
FR-Bereich (Abb.3).
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Abbildung 3. A, Fluoreszenzemissionsspekiren Dunkeladaptierter Blatter von
Arabidopsis Wildtyp (w.t.), npg4 (kein PsbS Protein) und L17 (liberexprimiertes
PsbS Protein) Pflanzen, gemessen bei Raumtemperatur und normalisiert bei
750 nm. B, Differenzspektren (Licht minus Dunkel), die nach Messung der
Spektren des Lichtadaptierten Zustandes nach 30 min Belichtung der Blatter mit
sattigenden Lichtintensitaten ermittelt wurden.

Die Analyse der Kinetiken dieser beiden relativen spektralen Anderungen und deren Abhéngigkeit von ver-
schiedenen Mutanten ergab zweifelsfrei, dass AF682 und AF720 nicht auf den gleichen Prozess zurlickzu-
fihren sind, sondern sich mindestens zwei unabhangigen Prozessen zuzuordnen sind. AF720 war strikt
abhéngig vom PsbS Protein, und lieB sich der schnell reversiblen gE-Komponente des NPQ zuordnen (Abb.
4). In Anlehnung an unser NPQ-Modell (Abb. 1) kénnen diese Anderungen im FR eindeutig dem Quenching-
Prozess Q1 zugeschrieben werden und damit der pH-regulierten Ablésung von Teilen des LHCII von PSII.
AF682 wird dagegen durch gE- und PsbS-unabhéngige, aber Zx-abhangige Prozesse induziert und spiegelt
zumindest teilweise das Quenching an Q2 wider.
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Abbildung 4. Zeitverlauf der Anderungen der Verhéltnisse der Fluoreszenz bei 750 und 682 nm
(F750/Feg2) (weiBe Symbole) sowie bei 720 und 750 nm (F20/F750) (schwarze Symbole) wahrend der Be-
lichtung (620 nm, 600 pmol Photonen m™® s™') und anschlieBender Dunkelphase in Blattern von Arabi-
dopsis Wildtyp (w.t.), npg4 (kein PsbS Protein) und L17 (Uberexprimiertes PsbS Protein) Pflanzen. Die
Verhaltnisse sind als prozentualer Anstieg relativ zum dunkeladaptierten Zustand angegeben. Zur besse-
ren Erkennbarkeit wurden die Werte fir F750/F750 mit dem Faktor 4 multipliziert.

Dartber hinaus konnten wir anhand der durchgefihrten Messungen Hinweise auf einen dritten, neuen
Quenching-Process erlangen. Dieser Prozess war unabhéngig von PsbS und Zx, wurde durch eine hohe
Turnover-Rate von PSII aktiviert und wies Induktions- bzw. Relaxationskinetiken im Zeitbereich von wenigen
Minuten auf. Wir spekulieren, dass diese Komponente Quenching-Prozesse im Reaktionszentrum von PSII
widerspiegelt [**].

Quenching-Studien an isolierten LHCIl Antennenkomplexen

Es war eine seit langer Zeit diskutierte Frage ob die sog. ,oligomeren LHCIlI Komplexe“ gute Modelle fir das
in vivo NPQ-Quenching darstellen oder nicht (Horton et al., 2001, 2006). Wir haben daher zur Klarung dieser
Frage verschiedene ultraschnelle spektroskopische Studien an solchen Komplexen durchgefihrt. In der
ersten Arbeit konnten wir zeigen dass die isolierten ,oligomeren LHCII Komplexe® tatsachlich sehr groBe
Ahnlichkeit in ihren spektroskopischen Eigenschaften (z.B. ausgepréagte fernrote FR Fluoreszenz und sehr
ahnliches kinetisches Verhalten) aufweisen wie die Q; NPQ-Komponente in den intakten Blattern von Arabi-
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dopsis (Abb. 1). Wir kamen daher zu der Schlussfolgerung dass diese stark geléschten LHCII Komplexe ein
sehr gutes Modell fur das in vivo NPQ-Quenching darstellen, obwohl natirlich ein erheblicher Unterschied
zur in vivo Situation besteht, da diese LHCII- Oligomere kein PsbS aufweisen, das ja in vivo zwingend am
Léschprozess beteiligt ist. Die kinetische Analyse der zeitaufgeldsten Fluoreszenzdaten W|es bereits auf die
Bildung eines sog. Charge-Transfer-Zustandes (CT-Zustand) als Léschmechanismus hin [ *]. In einer zwei-
ten Arbeit haben wir mittels Femtosekunden-Absorptions-Spektroskopie nachgewiesen dass der Quench-
Prozess in diesen LHCII Oligomeren tatséchlich die Bildung eines CT-Zustandes involviert [°*] und dass ein
Energietransfer von angeregtem Chl zu Carotinoiden definitiv ausgeschlossen werden kann. Ein solcher
Energietransfer war z.B. von Ruban et al. (2007) als L6schprozess vorgeschlagen worden. In weitere zeit-
aufgelésten Fluoreszenzmessungen bei Tieftemperatur sowohl an oligomeren LHCIl Komplexen als auch an
LHCII Kristallen (in Zusammenarbeit mit der AG Kihlbrandt, MPI Biophysik, Frankfurt) konnten dann weitere
eindeutige Beweise fiir das Auftreten von CT-Zustanden in den stark geldschten LHCII-Komplexen erbracht
werden (Ostroumov et al., Arbeit in Vorbereitung zur Publikation).

Dynamik der angeregten Zusténde von isolierten Carotinoiden

In einem weiteren Unterprojekt war das Ziel die anomalen elektronisch angeregten ,Dunkelzustande” und
ihre Relaxationsdynamik in isolierten Carotinoiden zu studieren. Der Zusammenhang mit den o.g. Arbeiten
war durch die in der Literatur bevorzugte Hypothese gegeben, dass die Léschprozesse im NPQ durch
Wechselwirkungen von Carotinoiden mit den Chlorophyllen zustande kommen. Es war daher von zentraler
Bedeutung, die sehr komplexen angeregten Zustande von Carotinoiden - Uber die in der Literatur eine sehr
kontroverse Debatte gefiihrt wird (Polivka und Sundstrém, 2009) - und deren Relaxatlonsprozesse im Detalil
zu charakterisieren. Wir konnten erstmals zeigen dass in Lutein und B-Carotin i) die 'B," -und 'B, -Zustande
tatséchlich sehr eng bei einander liegen, und ii) eine dynamische Kreuzung aufweisen. Dies flhrt be| Anre-
gung mit Femtosekunden Impulsen unter bestimmten Bedlngungen zu koharenten Oszillationen [ *]. Erst-
mals konnte damit der 'B, -Zustand eindeutig in der Umgebung des 'B," -Zustandes spektroskopisch nach-
gewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnten wir in einer weiteren Arbeit zeigen dass die anderen sehr
kontrovers diskutierten ,Dunkelzustande”, wie z.B. der friher postulierte S*-Zustand (Polivka und
Sundstrém, 2009), in B-Carotin keinen eigenen separaten elektronischen Zustand darstellen, sondern in
seinen spektroskopischen und dynamlschen Eigenschaften vollstandig durch einen vibratorisch angeregten
S; Ag-Zustand beschrieben werden kann [ *]. Es ware auf Grund unserer Resultate ohne weiteres mdglich
dass z.B. der ansonsten als Dunkelzustand charakterisierte 'B,” -Zustand eine bedeutende Rolle beim Ener-
gietransfer und eventuell auch beim Quenching spielen kdnnte. In zwei weiteren Arbeiten zu isolierten Caro-
tinoiden konnten wir die ultraschnelle Relaxationsdynamik von Carotinoiden mit phenolischen und chinoiden
Endgruppen charakterisieren [*'%*].

Weiterfiihrende vorgesehene Arbeiten
AG Jahns

Neben den oben beschriebenen Untersuchungen, konnte eine tiefer gehende Charakterisierung der NPQ-
Mechanismen mittels zeitaufgeléster Fluoreszenzspektroskopie aus Zeitgrinden im Rahmen der 1jéhrigen
Auslauffinanzierung des TP nicht mehr weiter verfolgt werden.

Mit den im Antrag formulierten geplanten molekularbiologischen Arbeiten zur Herstellung weiterer Mutanten
wurde begonnen. Insbesondere wurden Mutanten miteinander gekreuzt, die Defekte in einzelnen Genen
aufweisen, die fur die verschiedenen PSIl Antennenproteine codieren. Auf diesem Weg sollen in Zukunft
eine Vielzahl von Mehrfachmutanten hergestellt werden, die Defekte in mehreren Antennenproteinen des
PSIl aufweisen. An diesen Mutanten soll letztendlich die Lokalisation der einzelnen Quenching-Prozesse
verifiziert werden und die Auswirkungen des Fehlens von spezifischen Antennenproteinen und damit poten-
tiellen ,quenching sites® fir die Regulation der Energiedissipation und die Photoprotektion untersucht wer-
den.

Mit der Herstellung von Arabidopsis-Mutanten, die einzelne, mit einem spezifischen Protein-Anhang ver-
knlUpfte Antennenproteine Uberexprimieren wurde ebenfalls begonnen. Die geplanten Arbeiten in Zusam-
menarbeit mit TP A7 (Lubitz) zur Charakterisierung der Chlorophyll und Carotinoid-Triplettzustande in isolier-
ten Antennenkomplexen mittels EPR-Spektroskopie konnten allerdings aus Zeitgriinden nicht mehr ange-
gangen werden.
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AG Holzwarth

Ein vorgeschlagener in vivo Quench-Mechanismus involviert die Bildung eines Carotinoid-Kation-Radikals in
einem PSIlI Antennenkomplex (Holt et al., 2005). Solche Radikale kénnen nicht Uber Fluoreszenz sondern
nur Uber transiente Absorptions-Detektion (TA) nachgewiesen werden. Um diese Hypothese zu prifen ha-
ben wir umfangreiche Arbeiten durchgefiihrt um eine Methode zu entwickeln die es gestattet mittels Femto-
sekunden-TA an intakten Blattern die Bildung des NPQ-Zustandes zu verfolgen und die transienten Spekt-
ren der auftretenden Intermediate zu messen. Dies ist wegen der sehr unginstigen optischen Eigentschaf-
ten eines Blattes, wie z.B. sehr hohe optische Dichte, sehr hohe Streuung, und der Probleme mit Singlett-
Singlett-Annihilation, ein auBerordentlich komplexes Problem. Wir konnten jedoch erhebliche Fortschritte mit
der Entwicklung dieser Methode erzielen, die es uns in Zukunft erlauben werden, solche Messungen an
intakten Blattern durchzufihren und die Intermediate zu charakterisieren. Auf Grund der fehlenden Perso-
nalmittel in der Auslaufphase des SFB konnten diese Arbeiten jedoch nicht mehr ganz zu einem erfolgrei-
chen Abschluss gebracht werden. Wir planen uns in Zukunft in einem gemeinsamen Einzelprojekt auf diese
Arbeiten mittels Femtosekunden-TA an intakten Blattern zu konzentrieren da dies unserer Meinung nach die
vielversprechendste Methode ist, den Léschmechanismus in vivo aufzuklaren. Weiterhin wurden zeitaufge-
I6ste Fluoreszenz-Kinetiken an intakten Blattern einer gréBeren Zahl von Arabidopsis-Carotinoid-Mutanten
durchgefiihrt, die sehr interessante Ergebnisse im Hinblick auf den Quench-Mechanismus ergaben, aber
leider aus Zeit- und Personalmangel bisher ebenfalls nicht ganz abgeschlossen werden konnten. Es ist ge-
plant diese ebenfalls im Rahmen eines Einzelantrages weiter zu bearbeiten. Aus der Gesamtheit der zeit-
aufgelésten Fluoreszenz-Messungen an intakten Blattern ergab sich dass diese Methode tatsachlich extrem
leistungsfahig ist fir die Charakterisierung der in vivo NPQ-Mechanismen. Es ist jedoch in Zukunft notwen-
dig die Messzeit erheblich zu verkiirzen um auch Zwischenzustdénde des NPQ erfassen zu kdnnen. Dies
ware z.B. mittels einer parallelen Mehrwellenl&angen-Detektion mdglich. Eine entsprechende Apparatur ist
geplant und die Messungen sollten ebenfalls im Rahmen eines Einzelantrages gemeinsam mit der AG Jahns
durchgefiihrt werden. Besonders leistungsfahig in dieser Hinsicht wére die Kombination dieser Methode mit
der oben beschriebenen Femtosekunden-TA an intakten Blattern.
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6.3 Ruckblick auf die Forderung

Das Teilprojekt wurde vom 1.7.2009 bis zum 30.6.2010 als Auslauffinanzierung im Sonderforschungsbereich
663 gefdrdert. Es wird mit Ablauf der zu Ende gehenden Férderperiode beendet.

6.3.1 Personal im Teilprojekt wahrend der zu Ende gehenden Forderperiode

AG Jahns
lau- Name, engere Institut der Hoch- Mitarbeit Entgelt-
fen- akademischer | Fachzugehd-| schule oder der au- | im Projekt | gruppe
de Grad, rigkeit Beruniversitaren in Wochen-
Num Dienststellung Einrichtung stunden
mer

Grundausstattung

Wissenschaftle- 1 P. Jahns, Prof. Dr. | Biochemie Biochemie der Pflan- | 10

rinnen und Wis- der Pflanzen | zen

senschaftler

Nichtwissen- 2 D. Leiser Biochemie der Pflan- | 39.8

schaftliche Mitar- zen

beiterinnen und

Mitarbeiter

Ergénzungsausstattung

Wissenschaftle- |3 M. Nilkens Biologie Biochemie der Pflan- | 19.9 E 13/2

rinnen und Wis- zen

senschaftler 4 N. Schwarz Biologie Biochemie der Pflan- | 19.9 E 13/2
zen

nichtwissen-

schaftliche Mitar-

beiterinnen und

Mitarbeiter
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Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Grundausstattung):

1. Peter Jahns

Projektleitung des biochemisch-physiologischen Teils des Projektes. Betreuung der Mitarbeiter bei der
Durchfihrung der Experimente und Vorbereitung der Publikationen. Koordination der wissenschaftlichen
Kooperationen. Mitarbeit bei der Optimierung neu zu entwickelnder Methoden.

2. Dagmar Leiser

Unterstiitzung bei allen anfallenden Routinearbeiten in der AG Jahns, insbesondere bei Anzucht und Ver-

mehrung der Pflanzen, der Isolation, Kreuzung und Vermehrung der verschiedenen Mutantenlinien sowie
der Durchfiihrung von biochemisch-physiologischen und molekularbiologischen Routinearbeiten.

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Ergadnzungsausstattung):

3. Manuela Nilkens

Mitarbeit vom 1.7.2009 bis 31.3.2010. Durchfiihrung der biochemisch-physiologischen Arbeiten zur Charak-
terisierung der verschiedenen Mutantenlinien in der AG Jahns. Mithilfe bei der experimentellen Durchfihrung
der spektroskopischen Messungen. Koordination der Arbeiten zur Kreuzung und Vermehrung der einzelnen
Mutantenlinien. Koordination der Bereitstellung von Pflanzenmaterial fir die spektroskopischen Messungen
in Kooperation mit der AG Holzwarth.

4. Nadine Schwarz
Mitarbeit vom 1.4.2010 bis 30.6.2010. Durchfiihrung der molekularbiologischen Experimente zur Herstellung

von Arabidopsis-Mutanten mit modifizierten Antennenproteinen, sowie der Uberexpression rekombinanter
Antennenproteine.
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AG Holzwarth

lau- Name, engere Institut der Hoch- Mitarbeit Entgelt-
fen- akademischer | Fachzugehd-| schule oder der au- | im Projekt | gruppe
de Grad, rigkeit Beruniversitaren in Wochen-
Num Dienststellung Einrichtung stunden
mer

Grundausstattung

Wissenschaftle- |1 Alfred R. Biophysik MPI Bioanorganische | 10

rinnen und Wis- Holzwarth, Prof. Chemie

senschaftler Dr.

2 Marc G. Mller, Biophysik MPI Bioanorganische | 15

Dr. Chemie
Nichtwissen- 3 Michael Reus MPI Bioanorganische | 7
schaftliche Mitar- Chemie
beiterinnen und
Mitarbeiter

Ergénzungsausstattung

Wissenschaftle- |4 E. Ostroumov Phy- MPI Bioanorganische | 19.9 E 13/2
rinnen und Wis- sik/Biophysik | Chemie
senschaftler 5 P. Lambrev, Dr. Biophysik MPI Bioanorganische | 39 Postdoc-
Chemie Stipendi-
um
nichtwissen-

schaftliche Mitar-

beiterinnen und

Mitarbeiter

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Grundausstattung):

1. Alfred Holzwarth

Projektleitung des biophysikalischen und spektroskopischen Teils des Projektes. Betreuung der Mitarbeiter
bei der Durchfiihrung der Experimente und Vorbereitung der Publikationen. Koordination der wissenschaftli-
chen Kooperationen. Mitarbeit bei der Optimierung neu zu entwickelnder Methoden.

2. Marc Miller

Femtosekunden-Transienten-Absorptions-Messungen an oligomeren LHCII-Komplexen. Analyse und Inter-
pretation der Femtosekunden-Daten. Entwicklung der Femtosekunden-TA-Methode an intakten Blattern.
Mitarbeit an den Femtosekunden-Messungen an isolierten Carotinoiden

3. Michael Reus

Isolierung von Antennenkomplexen, insbesondere LHCII, und deren biochemische Charakterisierung. Her-

stellung und Charakterisierung von olgiomeren LHCIlI Komplexen. Reinigung von Carotinoiden mittels HPLC
und Probenvorbereitung fir ultraschnelle Messungen.
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Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Ergdnzungsausstattung):

4. Evgeny Ostroumov

Mitarbeit vom 1.7.2009 bis 30.6.2010. Femtosekunden-TA-Studien an isolierten Carotinoiden und theoreti-
sche Beschreibung der kohédrenten Oszillationen im Rahmen seiner Dissertation. Theoretische Beschrei-
bung der Relaxationsdynamik von angeregten Carotinoiden im Rahmen der Redfield-Theorie. Durchflihrung
von zeitaufgeldsten Fluoreszenz-Messungen an oligomeren LHCII-Komplexen und an LHCII Kristallen bei
Tieftemperatur sowie die Interpretation der entsprechenden Daten im Rahmen des Charge-Transfer-
Modells.

5. Petar Lambrev
Mitarbeit vom 1.7.2009 bis 30.9.2009. Durchfuhrung von zeitaufgeldsten Fluoreszenz-Messungen an isolier-
ten Antennenkomplexen und oligomeren LHCII-Komplexen. Entwicklung der Mehr-Wellenldngen-Detektion

fur die Fluoreszenz-Induktion und Charakterisierung des NPQ-Verhaltens an intakten Blattern von Mutanten
mit dieser neu entwickelten Methode.
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6.1 Allgemeine Angaben zum Teilprojekt B3

6.1.1 Titel: Schwingungsspektroskopische Untersuchungen an Flavin-haltigen
biomimetischen Systemen

6.1.2 Projektleitung

Prof. Dr. Wolfgang Gartner
Max-Planck-Institut fir bioanorganische Chemie
(vorm Strahlenchemie)

Stiftstr. 34-36

D-45470 Milheim

Tel.: 0208-3063693, Fax: 0208-3063951

Email: gaertner@mpi-muelheim.mpg.de

geb. 03.01.1951

Aktuelle Angaben Prof. Heberle: Experimentelle Molekulare Biophysik, Fachbereich Physik, FU Berlin,
Telefon: 030-838 53337, e-mail: jheberle@zedat.fu-berlin.de

6.2 Entwicklung des Teilprojekts

6.2.1 Bericht

Vorbemerkung

Das Teilprojekt (TP) B3 war urspringlich als gemeinsamer Antrag zweier Arbeitgruppen formuliert wor-
den, Prof. Dr. J. Heberle, seinerzeit FZ Jilich, und Prof. Dr. Wolfgang Gartner, Max-Planck-Institut far
Bioanorganische Chemie, Milheim. Im Verlauf der Férderung dieses Projekts erhielt Prof. Heberle nach-
einander Rufe an die Universitat Bielefeld und an die FU Berlin, die er jeweils annahm. Entsprechend
gestalteten sich gemeinsame Experimente schwierig, so dass fur die Zeit ab Beginn 2008 starkere Ko-
operationen zur AG Prof. C.M. Marian, Theoretische Chemie, Univ. Disseldorf, aufgebaut wurden.

Férderzeitraum: Das Projekt B3 wurde nach Auslaufen der Férderperiode 7/2005 — 6/2009 flr weitere
sechs Monate geférdert (Ende 12/2009).

Zusammenfassung

Im TP B3 wurden durch chemische Synthese strukturell und elektronisch modifizierte Flavinderivate her-
gestellt und nach Etablierung eines Chromophor-Austauschprotokolls in die LOV Doméane des Blaulicht-
(BL-) Photorezeptors YtvA aus Bacillus subtilis eingebaut. Ein Vergleich beider MeBreihen macht den
Einfluss der Proteinumgebung auf die photophysiklaischen/photochemischen Eigenschaften deutlich. Die
photochemischen Eigenschaften dieser Verbindungen wurden sowohl in wassriger Lésung als auch in
der Proteinumgebung charakterisiert. Fir Isotopen-markierte Flavine wurden Ramanspektren aufge-
nommen, wobei die Isotopenmarkierung der Banden-Zuordnung diente. Die experimentellen Arbeiten
wurden durch quantenchemische Berechnungen begleitet.

Einleitung
Das TP B3 beinhaltete Arbeiten Uber die photochemischen Aktivitat von Flavinderivaten, die in mehreren

photochemisch aktiven Proteinen als Chromophore identifiziert worden waren.(3) Arbeiten an diesen
Flavin-haltigen, Blaulicht- (BL-) sensitiven Photorezeptoren wurden zum Beginnzeitpunkt dieses Teilpro-
jekts von einer Reihe von internationalen Arbeitsgruppen auf der Proteinseite durchgefihrt (squenzielle
Identifizierung und Darstellung rekombinanter Proteine, gerichtete Mutagenese, spektroskopische und
kinetische Charakterisierung). In Deutschland wurden die meisten dieser proteinchemischen Untersu-
chungen im Rahmen der FOR526 geférdert. Die Flavinchemie war international in den 1960’er Jahren
stark betrieben worden (Riboflavin wirkt als Vitamin B2). Mit Identifizierung von FMN und FAD (FMN,
Flavinmononukleotid, FAD, Flavin-Adenin-Dinukleotid) als Chromophore in BL-sensitiven Photorezepto-
ren Anfang der 1990’er Jahre entstand erneut Bedarf an modifizierten Flavinen, um deren photochemi-
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sche Eigenschaften genauer zu untersuchen. AuBerdem zeigte sich, dass die Struktur von Schwingungs-
spektren dieser Chromoproteine auf Grund von energetischer Kopplung sehr komplex ist, so dass gezielt
Isotopen-markierte Verbindungen benétigt wurden.

Unter den charakterisierten BL-Rezeptorfamilien, Cryptochrome, Phototropine und BLUF-Proteine,(2) ist
die Phototropinfamilie am haufigsten in Pflanzen und Mikroorganismen vertreten.(1;7) Phototropine ab-
sorbieren Licht mittels eines in eine LOV-Domaéane (LOV, light, oxygen, voltage) nicht-kovalent eingelager-
ten FMN-Chromophors. Photochemische Anregung des Flavins fiihrt zur Bildung der Triplettform, aus der
heraus mit einer Zeitkonstante von ca. 3 us eine kovalente Bindung zu einer Cysteinseitenkette des Pro-
teins ausgebildet wird ,Photoprodukt®). Dieser Zustand wird als die signalgebende Form von LOV-
Domaéanen angesehen.(6) Die Absorptionsbande des Flavins wird wie in Wasser auch im Protein durch
Wasserstoffbriickenbindungen gepragt und zeigt eine S; « Sy Absorption bei 445 nm und eine zweite
So/S; « Sy bei 375/355 nm, wobei die Lage der langwelligen kaum, die der kurzwelligen Absorptions-
bande dagegen stark vom Wasserstoffbriicken-Netzwerk beeinflusst wird.(13) Das Maximum der Fluo-
reszenz liegt bei 500 nm.(8)

Projektbeschreibung

Synthesen flr Flavinderivate sind umfangreich beschrieben, wobei aber der Routine-Syntheseweg je-
weils nach Art der Modifikation abzuwandeln ist. In der Arbeitsgruppe war vor Beginn der durch den SFB
gefdrderten Untersuchungen keine Expertise zur Flavinsynthese vorhanden. Die synthetischen Arbeiten
wurden durch Dr. Madina Mansurova ausgefiihrt, die auch fir die spektroskopische Charakterisierung
zustandig ist. FUr die geplanten Untersuchungen wurden zunéachst zwei sterisch und zwei elektronisch
modifizierte Flavinderivate synthetisiert: 8-Isopropyl- und 7,8-didemethyl FMN sowie 1- bzw. 5-Deaza-
FMN (Fig. 1). Flavinsynthesen beginnen in den meisten Fallen mit einem entsprechend substitutierten
Anilin, an das die Ribitylkette ankondensiert wird (Erzeugung einer Schiff Base mit nachfolgender NaBH,-
Reduktion). Die Synthese wird vervollstédndigt durch Kupplung mit entsprechenden Uracilderivaten und
dem abschlieBenden Ringschluss an Position 5.(9)

OH
o[

NH NH N
SUED Cal D ol

NOH o ZNH, NHBoc NHBoc
-
Q m,w 8 9 10
LTN

NH d N _~_0O._
ot L, T IR
o
1 12
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Fig. 1 Strukturformeln der modifizierten Flavine und Syntheseweg fiir 1-Deaza-Riboflavin

Synthese und Untersuchung der spektroskopischen Eigenschaften in wéssrigen Lsungen: Die Synthese
dieser vier Verbindungen gelang mit guten Ausbeuten, wobei besonders bezlglich der beiden Deaza-
Derivate Anderungen der ,Standardsynthese” ausgearbeitet werden mussten (Fig. 1).(9) Die Eigenschaf-
ten der synthetisierten Verbindungen in wassrigen Lésungen wurden in Form der Riboflavine (RF) im
Vergleich zu RF untersucht. Hier zeigte sich der elektronische Einfluss der Deaza-Substitution deutlich: 1-
Deaza-RF weist ein stark bathochrom verschobenes Absorptionsmaximum auf (Anax = 537 nm), wahrend
5-Deaza-RF ein hypsochromes Absorptionsmaximum zeigt (Amax = 400 nm). Die beiden alkyl-
modifizierten Flavine wiesen ein der Referenzverbindung RF vergleichbares Absorptionsverhalten mit
etwas kurzwelligen Maxima auf (Tabelle 1). Dartber hinaus wurde fiir 1-Daza-RF ein Extinktionskoeffi-
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zient von ca. 6800 M cm™ bestimmt, wahrend die drei anderen Derivate einen RF-vergleichbaren Ex-
tinktionskoeffizient (12500 M’ cm") aufwiesen.

Tabelle 1: Extinktionskoeffizienten, Absorptionsmaxima und mid-point Potential modifizierter Flavine
(nach Mansurova et al., 2008)

Sample E., (mV) Amax Emaxs
(vs. Ag/AgCl) nm M'cm’

1-deazariboflavin -265153 537 6800
5-deazariboflavin -247124 400 12500
7,8-didemethylriboflavin -203+32 436 12500
8-isopropylriboflavin -168+20 448 12500
riboflavin -208+12 450 12500

Die steady-state und zeitaufgeldsten spektroskopischen Charakterisierungen wurden in meiner Arbeits-
gruppe, aber in Kooperation mit der AG Marian durchgefiihrt, die theoretische Rechnungen an diesen
Verbindungen durchflhrte (ref); (fir eine detailliertere Beschreibung der theoretischen Arbeiten s. Salz-
mann et al.).(11;12) Auch hier zeigte sich der Effekt der elektronischen Veranderung, insbesondere am 1-
Deaza-RF. Diese Verbindungen zeigte weder unter Standardbedingungen eine messbare Fluoreszenz
noch die Ausbildung eines Triplettzustands. Eine geringe Fluoreszenz konnte nur mittels ps-
Zeitaufldsung nachgewiesen werden (Koop. AG Holzwarth).(14) Das Fehlen eines bevdlkerten Triplett-
Zustands steht in Einklang mit quantenchemischen Rechnungen, in denen kein Schnittpunkt der Hyper-
flachen des angeregten Singulett- und des Triplettzustands gefunden wurde. Im Gegensatz dazu zeigt 5-
Deaza-RF eine erhéhte Fluoreszenz- und Triplettausbeute. Der Triplettzustand von 5-Deaza-RF zerfiel
mit 14 us deutlich schneller als die beiden Alkylderivate und RF selbst, die alle Zerfallszeiten im Bereich
von 20 — 25 us aufwiesen.(12)

Die beiden alkyl-modifizierten Derivate verhielten sich bei diesen Messungen in wassriger Lésung wie die
Vergleichsverbindung RF, allerdings zeigte die di-Demethylverbindung eine geringere Triplettquante-
nausbeute (P, = 0.23 gegeniber ca. O, = 0.6 fir RF).

Neben den photophysikalischen und photochemischen Eigenschaften wurden auch die Redox-
Mittenpotentiale mittels potentiometrischer Titration bestimmt. Im Vergleich zum Literaturwert fur RF (-208
mV), das als Referenzsubstanz eingesetzt wurde, bestimmten wir folgende Potentiale: Di-demethyl-RF: -
203 mV, 8-ipr-RF: -168 mV, 1-deaza-RF: -265 mV, 5-deaza-RF: -247 mV. Auch hier wirkt sich der Aus-
tausch des Stickstoffs gegen eine Methingruppe fiir beide Positionen stark auf das Redox-Potential
aus.(9)

Untersuchung der spektroskopischen Eigenschaften nach Einbau in die LOV-Domdne: Flavine fungieren
in verschiedenen BL-sensitiven Rezeptoren als chromophore Gruppen, wobei FMN (in LOV Doménen)
und FAD in Cryptochromen und BLUF Domé&nen gefunden wird. Zur Untersuchung der Eigenschaften
modifizierter Flavine in der LOV Doméne von YtvA aus B. subtilis musste die chemisch erzeugte RF-
Form phosphoryliert, d.h., in die FMN-Form umgewandelt werden. Dies geschieht nach Literaturangaben
mit relativ moderaten Ausbeuten durch Einwirkung von o-Phosphorséure. Wir haben alternativ eine en-
zymatische Methode angewandt, die mit einer speziellen Kinase aus B. subtilis RF zu FMN umsetzt, oh-
ne dass in gréBeren Mengen FAD entsteht (Koop. mit M. Mack, FH Mannheim).

Rekombinante Flavin-enthaltende Proteine werden bei Expression auf Grund der ubiquitdren Prasenz
von Flavinen in lebenden Zellen i.a. gemeinsam mit dem eingebundenen Kofaktor erhalten. Zur Untersu-
chung der Chromophor-Protein Wechselwirkungen mit Hilfe modifizierter Flavine musste entsprechend
ein Protokoll etabliert werden, das einen Chromophoraustausch ermdglichte (Mansurova et al., 2010,
unpublished; erste Ergebnisse zu diesen Arbeiten wurden bereits wahrend des Férderzeitraums erhal-
ten). Die Einwirkung von Harnstoff (8 M) erlaubt die schonende Auffaltung des Proteins und ein Heraus-
waschen des Flavinchromophors. Dies wird dokumentiert durch Entnahme von Aliquots, an denen die
Fluoreszenz gemessen wird (LOV Doménen fluoreszieren nur im ,parent state”, entsprechend 1&Bt sich
bei Durchfihrung der Experimente unter Lichtausschluss mittels Fluoreszenzmessung die Menge an
noch vorhandenem Chromophor bestimmen). Der Einbau modifizierter Chromophore in das so erzeugte
Apoprotein gelingt durch graduelles Verdiinnen der Harnstoffkonzentration in Anwesenheit des einzula-
gernden Chromophors. Zur Kontrolle wurden diese Arbeiten auch mit dem genuinen Chromophor FMN
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durchgefiihrt. Die so erhaltenen Proteine zeigen unter diesen Bedingungen ein dem Wildtypprotein ver-
gleichbares Verhalten.

Es gelang, séamtliche oben genannten modifizierten Flavine in funktioneller Form in das Protein YtvA ein-
zugelagern, so dass ihr Verhalten mit dem in wéssrigen Lésungen verglichen werden konnte (Mansurova
et al., 2010, unveréffentlicht). Darlber hinaus wurden selektiv auch RF, FMN, und FAD eingebaut, um die
Beduetung dieser natiirlich vorkommenden Flavinderivate auf die photochemischen Eigenschaften sepa-
rat zu bestimmen. Hintergrund der Verwendung dieser Flavine ist die Beobachtung, dass unter Bedin-
gungen der heterologen Expression haufig ein Gemisch an RF und FMN gefunden wird, da offensichtlich
durch die induzierte Expression der Flavin-pool der Wirtszelle stark reduziert wird. Der Einbau von FAD
diente der Untersuchung, ob diese Verbindung als Chromophor in LOV Doméanen fungieren kann. In der
Tat fhrt der Einbau von FAD zu LOV Doménen mit veranderten photochemischen Eigenschaften.

Die bereits fur die freien Verbindungen gefundenen verdnderten Eigenschaften (im Vergleich zu RF) zei-
gen sich auch nach Einbau in das Protein: 1-Deaza-FMN zeigt die starke bathochrome Verschiebung der
Absorption wie die freie Verbindung, aber dariiber hinaus eine deutliche Feinstruktur der Absorptions-
bande. Ausserdem findet sich eine stérkere Fluoreszenz mit einer langeren Abklingzeit im ns-Zeitbereich
(unverdéfffentlicht). Wie aus den theoretischen Rechnungen abgeleitet und durch zeitaufgeléste Messun-
gen nachgewiesen, zeigt diese Verbindung auch im Protein keine Triplettform und damit auch keine Aus-
bildung der LOV-typischen Ausbildung der kovalenten Bindung zum Cystein.

Far das sterisch anspruchsvollere 8-jpr-FMN (Fig. 2) findet sich eine deutlich beschleunigte thermische
Ruckkehrkinetik (48 gegeniber 120 Minuten fur das Wildtyp- (WT-) protein), wéhrend dieser Prozess flr
das Demethyl-derivat dem WT vergleichbar bleibt. 8-ipr-FMN zeigt auch eine hdhere Fluoreszenz-
Quantenausbeute (0.40 gg. ca. 0.25 fir den WT). Beide veranderten Parameter weisen auf eine starkere
sterische Interaktion zwischen Chromophor und Protein hin. Messungen der Triplett-Lebenszeit dagegen
zeigen den starksten Effekt fiir den Didemethyl-Chromophor: Hier findet sich ein Wert von ca. 13 us,
wahrend das WT-Protein eine Lebenszeit von ca. 2 pus aufweist (Mansurova et al., submitted).

Eine Sonderstellung nimmt 5-Deaza-

Fig. 2: Photoproduct formation in iprFMN-LOV —dark FMN ein: Diese Verbindung zeigt nach
—30s ; ; i i ;

06 " Einbau in das Apoprotein ein Absorpti-
305 _mss onsmaximum von 400 nm und bildet bei
\2‘3‘ — oa0s Belichtung das Photoaddukt aus (Amax =
302 360 s 350 nm). Allerdings bleibt dies kovalent
2 g; e 600's gebundene Form im Dunkeln stabil. Erst
e 200 350 400 450 500 eine Belichtung flhrt dazu, dass aus der
Wavelength /nm Photoadduktform der Ausgangszustand

zurlickgebildet wird. Dieses Verhalten
wurde bereits friiher in der Literatur berichtet, allerdings wurde die Photochemie von 5-Deaza-LOV dort
nicht im Detail untersucht.(ref) Untersuchung der ,Rick-Photochemie” zeigt, dass auch hier die Triplett-
form gebildet wird, die dann unter Bruch der kovalenten Bindung zwischen Chromophor und Protein die
Ausgangsform regeneriert. Diese fiir LOV-Doménen bisher einzige in beide Richtungen schaltbare Pho-
tochemie lasst sich mehrfach ohne Verénderung der photochemischen Parameter wiederholen (unveréf-
fentlicht).

Kooperationen mit anderen Arbeiten im Sonderforschungsbereich

Die Arbeiten an modifizierten Flavinen zur Untersuchung ihrer Funktion als Chromophore in BL-
sensitiven Photorezeptoren wurden in enger Anlehnung an die theoretischen Arbeiten der Arbeitsgruppen
Thiel und Marian durchgefiihrt, die die photochemische Prozesse der Flavine in freier Form und in der
LOV-Domane behandelten. Messungen an Flavinen mit einer sehr kurzlebigen und geringen Fluoreszenz
(1-Deaza-RF) wurden in Kooperation mit der AG Holzwarth durchgefihrt, da nur mit dem dort vorhande-
nen instrumentellen Aufbau derartige Messungen mdéglich sind.

Vergleiche mit Arbeiten auBerhalb des Sonderforschungsbereichs

Arbeiten zum Einbau modifizierter Flavine in LOV-Domanen werden in dieser Weise nur bei sehr weni-
gen Arbeitsgruppen ausgefihrt.(5) Einen anderen, biologisch ausgerichteten Zugang zum Einbau modifi-
zierter und Isotopen-markierter Flavine wéahlt die AG Hegemann (Dr. T. Mathes, HU Berlin) wahlt, indem
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in den zur Expression der Proteine gewdahlten Wirtsorganismus (E. coli) das Gen fir einen Flavin-
Transporter eingebracht und die zelleigene Biosynthese von Flavinen unterbunden wird.

Untersuchungen zur Interaktion von Chromophor und Proteine der LOV-Doméanen durch Beeinflussung
der Proteinsequenz (gerichtete Mutagenese) werden ebenfalls in meiner Arbeitsgruppe durchgeflhrt. Die
Ergebnisse erganzen die hier mittel Chromophorderivaten erzielten Resultate und geben so Aufschluss
Uber den Mechanismus der Umwandlung eines externen Stimulus in ein biologisches Signal.(4;10;15)
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Aus dem Teilprojekt entstandene Publikationen

1. Slavov, C., Mansurova, M., Holzwarth, A.R., and Gartner, W. (2010) Excited State Processes in 1-
Deazariboflavin studied by ultrafast fluorescence kinetics. Photochem. Photobiol. 86 31-38.
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and Gartner, W. (2009) Photophysical properties of structurally and electronically modified
flavin derivatives, determined by spectroscopy and theoretical calculations. J. Phys. Chem. A.
113 9365-9375.

6.3 Ruckblick auf die Forderung

Das Teilprojekt wird seit Juli 2005 im Sonderforschungsbereich geférdert. Es wurde zum Dezember 2009
(beinhaltend eine sechsmonatige Auslauffinanzierung) beendet. Eine Férderung der proteinchemischen
Arbeiten an Phototropin-ahnlichen Photorezeptoren erfolgte im Rahmen der FOR526 von Mai 2004 bis
April 2010.

6.3.1 Personal im Teilprojekt wahrend der zu Ende gehenden Férderperiode

lau- Name, engere Institut der Hoch- Mitarbeit | Entgelt-
fen- akademischer Fachzuge- schule oder der im Projekt | gruppe
de Grad, hoérigkeit auBeruniversitaren |in Wochen-
Num | Dienststellung Einrichtung stunden
mer
Grundausstattun
Wissenschaftle-
rinnen und Wis- |1 Prof. Dr. W. Gért- | BioAnorg- MPI-BAC 8
senschaftler ner Chemie
nichtwissen- 2 Steffen, Helene MPI-BAC 10
schaftliche Mit- |3 Koc, Gill MPI-BAC 10

arbeiterinnen

und Mitarbeiter
Ergénzungsausstattung

Wissenschaftle- |1 v. Dornick, Sven | Chemie MPI-BAC 40 Y2 lla

rinnen und Wis- BAT

senschaftler 2 Mansurova, Ma- | Chemie MPI-BAC 40 lla BAT
dina, Dr.

nichtwissen-

schaftliche Mit-

arbeiterinnen

und Mitarbeiter

Dr. Koji Nakayama, Univ. Osaka, Japan, ist gegenwértig Humboldt-Stipendiat in meiner Gruppe (gefor-
dert seit 10/2008). Er wurde vor seiner Férderung fir einen Zeitraum von vier Monaten, in dem er synthe-
tische Arbeiten durchflihrte, durch den SFB663 finanziert.

Dr. Aba Losi, Physik-Dept. Der Univ. Parma, ltalien, flihrt seit mehreren Jahren gemeinsam mit uns Ar-
beiten an BL-sensitiven Photorezeptoren durch. lhr wurde durch den SFB ein ein-monatiger Aufenthalt in
Mulheim/Disseldorf ermdglicht. Wéhrend ihres Aufenthalts hielt sie ein Seminar im Rahmen der SFB-
Vortragsreihe.
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Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Grundausstattung):

1., 2. Frau Helene Steffen und Frau Giil Koc sind beide in meiner Arbeitsgruppe am MPI-BAC tatig
(Frau Steffen schied zu 30.6.2010 aus Altersgrinden aus). Beide Mitarbeiterinnen sind in der Aufberei-
tung von Proben und routinemé&Bigen spektroskopischen Messungen beschaftigt.

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Erganzungsausstattung):

1. Dipl. Chem. Sven van Dornick war im Zeitraum Juli 2005 bis Dezember 2006 im SFB663-Projekt in
meiner Arbeitsgruppe beschaftigt. Er etablierte die Flavinsynthesen in der Gruppe. Allerdings ergaben
sich durch Anfangsschwierigkeiten Verzégerungen, so dass er Uber Testreaktionen nicht hinaus kam.

2. Dr. Madina Mansurova ist seit Januar 2007 im SFB663-Projekt in meiner Arbeitsgruppe beschéftigt.
Sie flhrt seit ihrem Eintritt bei uns chemische Synthesen von Flavinderivaten durch und ist auch fur die
analytische Charakterisierung und die steady-state und zeitaufgeldste Spektroskopie verantwortlich. Im
Rahmen dieser Arbeiten betreut sie Studenten héherer Fachsemester, die Fachpraktika absolvieren und
dariiber hinaus Auszubildende des MPI (Ausb. zum Chemielaboranten).
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6.1 Allgemeine Angaben zum Teilprojekt B5

6.1.1 Titel: Inmobilisierung von chromophoren Gruppen an funktionalisierten
Co-polyimiden

6.1.2 Projektleitung

Prof. Dr. Claudia Staudt (*13.06.1964)
Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

Organische Chemie und Makromolekulare Chemie
Abteilung Funktionsmaterialien, Geb. 26.33
Universitatsstr. 1, 40225 Diisseldorf

Telefon: 0211-81-15362, Fax: 0211-81-10696
Email: staudt@uni-duesseldorf.de

6.2 Entwicklung des Teilprojekts

6.2.1 Bericht

Funktionale Polymere sind wissenschaftlich besonders interessant, weil an den reaktiven Gruppen des
Polymergrundgeristes Modifizierungen durchgefiihrt werden kénnen, die zu Werkstoffen mit véllig neuen
Eigenschaften flihren. Funktionale Polymere sollten innerhalb dieses Projekts in polymeranalogen Reak-
tionen mit photovernetzbaren Gruppen umgesetzt werden. Das Ziel war es méglichst neue, homogen
vernetzte, photostabile und temperaturbestédndige Membranwerkstoffe fiir die Stofftrennung zu erzeugen,
die sich im Vergleich zu anderen vernetzten Materialien einfach und kostengtinstig verarbeiten lassen.
Dabei sollte die Entwicklung von Vernetzungsstrategien ohne Photoinitiatoren durch direkte photoindu-
zierte Reaktion im Zentrum stehen. Zunachst wurden verschiedene Maleimid-derivate synthetisiert, die
kovalent an das Polymergrundgerist angebunden werden kdénnen. Diese Derivate fungieren dabei als
Triplett-Sensibilisatoren bzw. Photoinitiatoren, so dass bei der Membranherstellung keine weiteren Zusat-
ze mehr notwendig sind. Im mechanistischen Teil des Projektes sollten die Primarprozesse der Photoan-
regung und Folgeschritte der Vernetzung durch optisch spektroskopische Methoden zeitaufgelést unter-
sucht werden.

Ferner sollten an der Oberflache filmbildender funktionaler Polymere durch geeignete Reaktionen spekt-
roskopisch interessante Molekiile, wie beispielsweise Carotinoide, Xanthophylle oder Flavonoide immobi-
lisiert werden. Die Anbindung erfolgte zum einen kovalent, aber auch lber eine Wirt-Gast-Beziehung an
der Polymeroberflache. Dabei sollten polymere Tragermaterialien entwickelt werden, die es erlauben
Singulett- und Triplett-Ubergange an Chromophoren ohne Aggregation in der Flissigphase zu untersu-
chen. Hierzu wurden die Fluoreszenz-, Raman- und Absorptionsspektroskopie eingesetzt.

Innerhalb dieses Projektes wurden als funktionale Polymere das Polyethylenmethacrylsdurecopolymer
und das Copolyimid 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 eingesetzt, wobei das Polyethylenmethacrylsaurecopo-
lymer (Luwax ~) von der Firma BASF bezogen wurde. Das Copolyimid 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 wur-
de in verschiedenen Chargen synthetisiert. Beide Polymere enthalten, obwohl sie véllig unterschiedliche
Eigenschaften haben, als funktionelle Gruppen Carbonsauren im Polymergerist. Abbildung 1 zeigt die
Struktur des Polyethylenmethacrylsdurecopolymers und die Struktur des 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1
Copolyimids.
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Abbildung 1: oben: Copolyimid 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 und unten: Polyethylenmeth-
acrylsaurecopolymer

Um die unterschiedlichen Eigenschaften der beiden Copolymere zu diskutieren, sind in der nachfolgen-
den Tabelle die physikalisch-chemischen Eigenschaften des Polyethylenmethacrylsdurecopolymers und
des Copolyimids 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 aufgefihrt.

Tabelle 1: Physikalisch-chemische Eigenschaften des Polyethylenmethacrylséurecopolymers“] und des
Copolyimids 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1.

Copolymer M,, [g/mol] T4[°C] SZ [mmol/g]
Polyethylenmethacrylsédurecopolymer - 40 3,16
6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 25033%/24014** | 299,6 0,35

* bestimmt mittels UV Detektor
** bestimmt mittels Rl Detektor

Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, dass die Glasubergangstemperatur T4 des Polyethylenmethacrylsdurecopo-
lymer bei 40 °C deutlich unter dem T4, des 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 von 299,6 °C liegt. Da z.B. orga-
nophile Pervaporationen (= Auftrennung flissiger Stoffgemische mit Hilfe von Membranen meist oberhalb
von 60 °C durchgefiihrt werden, ergeben sich hier deutliche Unterschiede in den Trenneigenschaften der
beiden Copolymere. Das Polyethylenmethacrylsdurecopolymer liegt bereits oberhalb von 40 °C in einem
gummiartigen Zustand vor, wahrend das Copolyimid 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 bis 299,6 °C in einem
glasartigen Zustand vorliegt. Wahrend einer Pervaporationsmessung bei 60 °C wiirde dann das Polyethy-
lenmethacrylsdurecopolymer in einem gummiartigen Zustand vorliegen, das Copolyimid befande sich
dagegen noch in einem glasartigen Zustand. Polyethylenmethacrylsdurecopolymere und deren Derivate
kénnen beispielsweise hervorragend flr die Auftrennung von Phenol/Wasser Mischungen eingesetzt
werden " wahrend Copolyimide hingegen in Wasser quellungsresistent sind, jedoch fiir die Aroma-
ten/Aliphatentrennung™™! die Abtrennung schwefelhaltiger Aromaten®! etc. sehr gut geeignet sind.
Vergleicht man die Saurezahl SZ der beiden Copolymere, ergeben sich deutliche Unterschiede. In einem
Gramm Polyethylenmethacrylsdurecopolymer sind 3,16 mmol S&uregruppen vorhanden, wahrend das
Copolyimid sehr viel weniger, ndmlich nur 0,35 mmol Sauregruppen pro Gramm beinhaltet. Jedoch ist im
Polyethylenmethacrylsédurecopolymer jede 10. Wiederholungseinheit von einer Carboxylgruppe besetzt,
wahrend im 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 nur in jeder 5. Wiederholungseinheit eine Carboxylgruppe vor-
handen ist. Das Polyethylenmethacrylsdurecopolymer besteht zu 72,8 Gewichtsprozenten aus Polyethy-
len und zu 27,2 Gewichtsprozenten aus Polymethacrylséure[”. Auf molekularer Ebende bedeutet dies,
dass im Abstand von 45 A im Polyethylenmethacrylsdurecopolymer eine Carboxylgruppe zu finden ist,
wahrend im Copolyimid nur etwa nach 160 A eine Carboxylgruppe erwartet wird.

Um Copolyimide mit einer definierten Anzahl funktioneller Gruppen herzustellen, wird entsprechend
Abbildung 2 das Dianhydrid (6FDA) mit der Diaminobenzoesaure (DABA) und einem weiteren Diamin
(ODA) umgesetzt. Das DABA beinhaltet die fir die Vernetzung notwendige funktionelle Gruppe. In einer
zweistufigen Polykondensationsreaktion wird das Copolyimid hergestellt, wobei die Carboxylgruppe der
Diaminobenzoesaure als funktionelle Gruppe wahrend der Polymerisationsreaktion erhalten bleibt, da
ihre Reaktivitat im Vergleich zum Dianhydrid am 6FDA-Monomeren gering ist.
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Abbildung 2: Polykondensationsreaktion zur Herstellung funktionalisierter Copolyimide

Der Vorteil bei dieser Herstellungsvariante fir vernetzbare Membranpolymere ist, dass die Anzahl der
vernetzbaren Gruppen durch das Verhéltnis der Diamine in der Polykondensationsreaktion gesteuert
wird. Beispielsweise wird bei einem Verhaltnis von 4:1 der Diamine ODA zu DABA, wie in der Abbildung
2 gezeigt, ein Copolyimid erhalten, das statistisch verteilt in jeder 5. Polymereinheit eine Carboxylgruppe
aufweist.

Die beiden Copolymere Polyethylenmethacrylsdure und 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 wurden in dieser
Arbeit verwendet, weil sie gut filmbildend sind und sich fir Trennexperimente, die in unserem Arbeitskreis
durchgefiihrt werden, besonders gut eignen.

Ergebnisse: Photovernetzbare Membranmaterialien

Photovernetzbare Membranpolymere (Benzophenongruppen enthaltende Polycarbonate und Polyimide)
wurden von Paul et al. hergestellt und untersucht® . Jedoch tritt dabei eine unerwiinschte Reduktion der
Permeabilitdt auf und der Vernetzungsgrad muss durch die Dauer der Bestrahlung eingestellt werden,
was zu einer unzureichenden Reproduzierbarkeit fihrt.

Deshalb wurde im Projekt B5 eine Funktionalisierung untersucht, bei der zunachst die Anzahl der ver-
netzbaren Gruppen durch die Stéchiometrie der Polymerisationsreaktion kontrolliert werden kann. In ei-
ner nachfolgenden polymeranalogen Reaktion wurden photovernetzbare Seitengruppen an den funktio-
nalen Gruppen des Polymergrundgerlsts erzeugt. Die so erhaltenen Polymere kdnnen ohne Initiatorzu-
satzstoffe zu Membranen hergestellt werden und sind von besonderem Interesse, da kein Herausldsen
der Vernetzer und damit unerwiinschte Effekte im Trennprozess zu erwarten sind. Zunachst wurde der
Photovernetzer 3-Hydroxypropyldimethylmaleimid synthetisiert und danach in einer polymeranalogen
Reaktion mit den Carboxylgruppen tragenden Polymeren umgesetzt. In Abbildung 3 wird die Synthese
von 3-Hydroxypropyldimethylmaleimid schematisch dargestellt.

0
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Abbildung 3: Synthese des 3-Hydroxypropyldimethylmaleimids
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Im zweiten Schritt erfolgt die polymeranaloge Umsetzung des aktivierten Polymers mit dem Photovernet-
zer (siehe Abbildung 4).

Cl 0 N o
CHs CH3

—_— +CO+HCHCO —————— P O

0 1 -Hel
COOH cocl N

\

(0]

Abbildung 4: Polymeranaloge Reaktion des Polyethylenmethacrylsaurecopolymers mit
3-Hydroxypropyldimethylmaleimid

Des Weiteren wurden die beiden Photovernetzer 4-Hydroxyphenyldimethylmaleimid und 4-Hydroxy-
phenylethyldimethylmaleimid synthetisiert (siehe Abbildung 5).

[u} o
OH
8} Q
Abbildung 5: links: 4-Hydroxypphenyldimethylmaleimid und rechts: 4-Hydroxyphenylethyl-
dimethylmaleimid

Das 4-Hydroxyphenyldimethylmaleimid wurde in verschiedenen Graden (0-100%) an Polyethylenmethac-
r1ylsé'1urecopolymer verestert und anschlieBend der Veresterungsgrad IR-ATR spektroskopisch untersucht
[ Mit der Synthese von 4-Hydroxyphenyldimethylmaleimid gelang die Synthese eines im Vergleich zu

3-Hydroxypropyldimethylmaleimid bathochromer absorbierenden Photovernetzers!'"! (siehe Abbildung 6).

4 -

Intensitat
w

200 250 300 350 400 450 500 550 600
Wellenlange [nm]

4Hydronyphenyldimethylmaleimid —3-Hydroxypropyldimethylmateimid]

Abbildung 6: Vergleich der Absorptionsbanden von 4-Hydrox?/phenyldimethylmaleimid und
3-Hydroxypropyldimethylmaleimid "l

Da 3-Hydroxypropyldimethylmaleimid 6 % ig verestert an Polyethylenmethacrylsdurecopolymer zum ei-
nen gut Iéslich in THF ist und zum anderen in vorhergehenden Arbeiten mittels transienter Absorptions-
spektroskopie in flissiger Phase untersucht wurde, wurde dieses System als Modellverbindung fir tran-
siente Absorptionsspektroskopie an fester Phase verwendet.
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Zu mechanistischen Untersuchungen im Bereich photosensitiver Copolyimide, die filmbildend sind, sowie
zu Photostabilitdten unter Bedingungen wie sie in Membrantrennverfahren vorliegen, gibt es nur einige
wenige Publikationen, die wiederum keine Informationen tber die mégliche Verwendung als Membran-
material beinhalten 21",

Die in diesem Projekt eingesetzten funktionalen Polymere mit photovernetzbaren Maleimidseitengruppen
weisen den Vorteil auf, dass die Maleimide gleichzeitig
Triplettsensibilisatoren und Elektronen-Transfer
Photoinitiatoren!'® sind. Deshalb sind sie fur die
Herstellung von photovernetzbaren Membranen ohne
externen Zusatz von Photoinitiatoren besonders
geeignet"®'". Eine direkte Photovernetzung erdffnet
die Mdglichkeit, die Primarprozesse der
Photovernetzung in idealer Weise an Modell-
verbindungen und in situ mit laserbasierten
spektroskopischen Methoden in  mikroskopischem
Detail zu verfolgen.

Mit Hilfe der Transienten-Absorptions-Spektroskopie
konnte der Mechanismus der Vernetzung des
3-Hydroxypropyldimethylmaleimids, welches 6 % ig
verestert an  Polyethylenmethacrylsdurecopolymer
gebunden wurde (siehe Abbildung 3 und 4), zundchst
qualitativ interpretiert werden. Erstmalig konnten in
Kooperation mit dem Arbeitskreis von
Prof. Dr. K. Kleinermanns  transiente  Absorptions-
messungen auch in fester Phase, d.h. an einem
Polymerfilm durchgefihrt werden. Bisher war es nur
maoglich transiente Absorptionsmessungen in flissiger
Phase durchzufiihren. Um einen Polymerfilm, so wie er
auch zur Auftrennung von Stoffgemischen eingesetzt wird, zu untersuchen, wurde in der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Kleinermanns (Teilprojekt A4) ein rotierender Fensterhalter (siehe Abbildung 7) entwickelt,
mit welchem die photochemische Vernetzungsreaktion in einer festen Phase untersucht werden konnte.
Durch die Transientenmessungen konnte gezeigt werden, dass der Vernetzungsmechanismus tber ein
Radikalanion verlauft, dessen Bande um 250 nm lokalisiert werden konnte. Eine Verdéffentlichung von J.
v. Sonntag und W. Knolle zeigt ebenfalls, dass es sich bei der Absorption bei 250 nm von substituierten
Maleimiden um das Radikalanion handelt "\, In Abbildung 8 wird der postulierte Reaktionsmechanismus

gezeigt "9,

Detektor

Rotierendes
Fenster

Abbildung 7: Rotierender Fensterhalter

nach Engler“ol 181 (19]
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Abbildung 8: Mechanismus der Photovernetzung von 3-Hydroxypropyldimethylmaleimid (6 % ig
verestert mit Polyethylenmethacryls&urecopolymer)

In weiteren Messungen wurde untersucht, ob die photochemische Vernetzung firr ein verestertes Poly-
ethylenmethacrylsédurecopolymer ebenso anhand eines veresterten Polyimids aufgeklart werden kann.
Als Modellsystem wurde das Copolyimid 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 100 % ig verestert mit
3-Hydroxypropyldimethylmaleimid verwendet. Die Messungen wurden fir die 100 % veresterten Copoly-
imide durchgefiihrt, da hier die groBeren Effekte erwartet wurden, als flir die 6 % ig vernetzten Copolyme-
re. FOr die Untersuchungen wurden das veresterte Polymer, das Polymer nativ und der
Photovernetzer 3-Hydroxypropxyldimethylmaleimid jeweils in THF gelést und die Lésung auf ein Quarz-
glasfenster aufgetragen. Nachdem sich ein Polymerfilm gebildet hatte, wurden die Absorptionsspektren
des veresterten Copolyimids (3-Hydroxypropyldimethylmaleimid 100 % ig verestert mit 6FDA-ODA/6FDA-
DABA 4:1), die Lage der Absorptionsbande des reinen 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 Copolyimids und die

Lage der Absorptionsbande des Photovernetzers 3-Hydroxypropyl-dimethylmaleimid aufgenommen
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Stationares Absorptionsspektrum von 3-Hydroxypropyldimethylmaleimid 100 % ig
verestert mit BFDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 (=) reines Copolyimid (-) sowie

3-Hydroxypropyldimethylmaleimid ()

Abbildung 9 zeigt fur alle drei Komponenten &hnliche Absorptionsmaxima bei 220 nm. Eine Photovernet-
zungsreaktion kann demnach nicht verfolgt werden, weil der Photovernetzer bei nahezu identischer Wel-
lenlange wie das hier untersuchte Copolyimid 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 absorbiert. Abbildung 10 zeigt
das stationdre Absorptionsspektrum von 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 100 % ig verestert mit 3-
Hydroxypropyldimethylmaleimid nach verschiedenen Bestrahlungszeiten mit einer Quecksilber
dampflampe.
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Abbildung 10: Stationares Absorptionsspektrum von 3-Hydroxypropyldimethylmaleimid 100% ig
verestert mit 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 nach unterschiedlichen UV-Bestrahlungszeiten
Die Probe wurde unvernetzt nach 30 Sekunden, einer Minute und 6 Stunden UV-Bestrahlung untersucht.
Aufféllig ist hierbei, dass die Absorptionsbanden bereits nach einer Bestrahlung von 30 Sekunden ab-

nehmen, aber sichtbare Absorptionsbanden nach 6 Stunden Bestrahlungsdauer noch vorhanden sind.
Des Weiteren ist es nicht mdglich die Absorptionsbande des Photovernetzers aus dem gemessenen
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Spektrum zu identifizieren, da die Bande wahrscheinlich von den Absorptionsbanden des Copolyimids
Uberlagert wird. Auch gibt es offene Fragen Uber die Stabilitdt des Copolyimids gegeniiber UV-Strahlung.
Aus der Literatur bekannte Arbeiten zeigen, dass bereits nach 10 Minuten Belichtungszeit eine deutliche
Abweichung der Absorptionsbanden im UV-Spektirum bzw. neue Banden auftreten. Aus der Verénderung
der UV-Spektren wird daher auf einen Zerfall der Copolyimidstruktur in Oligomere geschlossen®?.

Im Vergleich zu Abbildung 10 wird in Abbildung 11 ein stationdres Absorptionsspektrum von Polyethy-
lenmethacrylsadurecopolymer 6 % ig verestert mit 3-Hydroxypropyldimethylmaleimid gezeigt.
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Abbildung 11: Stationares Absorptionsspektrum von Polyethylenmethacrylsdurecopolymers (6% ig

verestert mit 3-Hydroxypropyldimethylmaleimid)

Aus Abbildung 11 geht eine insgesamt deutlich stédrkere Abnahme der Absorptionsbande bei 220 nm
hervor. Bereits nach 15 Minuten Bestrahlungszeit ist keine nennenswerte Absorption des Photoaddukts
mehr erkennbar, so dass davon ausgegangen werden kann, dass bereits hier alle Photovernetzermoleki-
le miteinander reagiert haben.

Parallel zu den Untersuchungen die in Kooperation mit der Physikalischen Chemie | Arbeitskreis Prof. Dr.
K. Kleinermanns (Teilprojekt A4) durchgefihrt wurden, wurde der Copolymerfiim (6FDA-ODA/6FDA-
DABA 4:1 100 % ig verestert mit 3-Hydroxypropyldimethylmaleimid) auf Léslichkeit vor und nach Bestrah-
lung in Tetrahydrofuran (THF) untersucht. Hierzu wurde der Copolymerfilm in einem eigens gebauten UV-
Schrank zu verschiedenen Zeiten bestrahlt und auf mechanische Stabilitat, Loslichkeit in THF vor und
nach der Bestrahlung untersucht. Bei der verwendeten Lampe im UV-Schrank handelte es sich um einen
Quecksilber-Hochdruckstrahler. Dieser zeigt bis auf schmale Emmisionsbanden ein verhéltnismaBig in-
tensives Kontinuum, das den Bereich im Ultravioletten ab 200 nm bis zum Infraroten Bereich abdeckt®®”.
Auch bei relativ langen Bestrahlungszeiten (mehrere Minuten) war das veresterte Copolyimid I6slich in
THF.

Die Untersuchungen mit den vernetzten Polyethlyenmethacrylsdurecopolymerfiimen (6 % ig verestert mit
3-Hydroxypropyldimethylmaleimid) zeigten ebenfalls keine mechanische Stabilitat gegenlber Tetrahydro-
furan. In Toluol dagegen lieferten die vernetzten Filme einen hohen Quellungsgrad von bis zu 91 %, wo-
bei die vernetzten Filme mechanisch stabil blieben. Es ist daher ein weiteres Forschungsvorhaben die
photochemisch vernetzten Polyethylenmethacrylsdurecopolymerfilme in Trennungsexperimenten, wie
z.B. der Pervaporation qualitativ zu untersuchen.

Immobilisierung von Cyclodextrinen an funktionalen Polymeren
In diesem Projekt war es das Ziel herauszufinden, ob die Carboxylgruppen im 6FDA-ODA/6FDA-DABA

4:1 und im Polyethylenmethacrylsaurecopolymer, die beide statistische Copolymere darstellen, homogen
verteilt sind oder eine Agglomeration z.B. aufgrund von Wechselwirkungen mit dem Ldsungsmittel, wel-
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ches zum AusgieBen verwendet wird, auftritt. Diese Information ist besonders flir die Herstellung photo-
chemisch aber auch kovalent vernetzter Membranen notwendig, da die Vernetzung naturlich nur dann
besonders effizient ist, wenn die Vernetzungsstellen gleichmaBig Uber die Polymermatrix verteilt sind. Um
dies herauszufinden, war es zunachst das Ziel Cyclodextrine auf einer funktionalisierten Polymeroberfla-
che (z.B. an dem Polyethylenmethacrylsaurecopolymer und dem 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1) zu fixieren
und mittels Fluoreszenzmikroskopie zu detektieren.

Um Cyclodextrine an Polymeroberflachen zu immobilisieren, musste zunachst eine vorherige Aktivierung
der Carboxylgruppen im Polymergerist zum Saurechlorid erfolgen. Parallel zu diesem Schritt erfolgte die
Markierung der Cyclodextrine mit Fluorescein. Der Mechanismus fiir die Markierung der Cyclodextrine mit
Fluorescein ist in Abbildung 12 dargestellt "% 1",

OH OH
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Abbildung 12: Syntheseschema fiir die Markierung von B-Cyclodextrin mit Fluorescein % ']

Um die Immoblisierung abzuschlieBen, erfolgte nun die polymeranaloge Umsetzung des Saurechlorids
mit dem Fluorescein gelabelten Cyclodextrin (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Immobilisierung von B-Cyclodextrin mit Fluorescein an ein Copolymer

Um qualitativ zu beweisen, dass eine Immobilisierung der Cyclodextrine stattgefunden hat, wurde in ei-
nem ersten Schritt ein lod-Test durchgefihrt. Dieser Test war einfach, da Cyclodextrine unter anderem
mit lod oder lodiden eine Wirt-Gast-Beziehung ausbilden kdnnen®'’. Zur Durchfiihrung des Tests wurde
im ersten Schritt eine geringe Menge an lod in einen Exikator Uberfihrt und mit der B-Cyclodextrin ober-
flachenmodifizierten Membran kontaktiert. Im zweiten Schritt wurde eine Blindprobe mit einer unmodifi-
zierten Membran durchgefihrt. Um eine Verfarbung auszuschlieBen, wurde die Blindprobe zuvor in eine
Lésung aus B-Cyclodextrin in n-Hexan/Toluol eingelegt, gespilt und getrocknet. Nach zwei bis drei Stun-
den Wartezeit zeigte die mit B-Cyclodextrin oberflachenmodifizierte Membran eine braune Verfarbung,
wahrend die Blindprobe eine nur geringe Verfarbung aufwies.

Mit Hilfe der Fluoreszenzspekiroskopie konnte gezeigt werden, dass sich fir die Immobilisierung von
Cyclodextrinen auf Polymeroberflachen mit einer mdglichst homogenen Verteilung das Polyethylen-
methacrylsdurepolymer weniger gut eignet. Da es bedingt durch die Hochdrucksynthese, die zur Darstel-
lung des Copolymers eingesetzt wird, zur Ausbildung von Blockcopolymeren kommt, agglomerieren die
funktionellen Gruppen des Copolymers. Deshalb wurden weitere Untersuchungen mit dem 6FDA-
ODA/6FDA-DABA 4:1 Copolyimid durchgefiihrt. Bedingt durch das aromatische Grundgerist weist das
Copolyimid eine wesentlich geringere Dichte der Carboxylgruppen auf, so dass hier eine Agglomeration
mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit erwartet wird.

Mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie konnte bewiesen werden, dass bei dem 6FDA-ODA/6FDA-DABA
4:1 sowohl Agglomerationen der Cyclodextrine als auch einzelne Fluoreszenzspots vorliegen, welche
einzelnen Cyclodextrinen zugeordnet werden konnten. Das Ergebnis fir die Markierung von 6FDA-
ODA/6FDA-DABA 4:1 mit Fluorescein markierten Cyclodextrinen ist in Abbildung 14 dargestellt.

Abbildung 14: links: Ausschnitt eines mit Fluorescein markierten B-Cyclodextrins auf einer 6FDA-
ODA/6FDA-DABA 4:1 Copolyimidoberflache, rechts: Blindprobe "%

Abbildung 14 rechts zeigt im Vergleich zu Abbildung 14 links eine Aufnahme von einem nativen, d.h. nicht
zum Saurechlorid aktivierten 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 Copolyimid. Dieses wurde ebenfalls mit einer
Fluorescein markierten B-Cyclodextrinlésungen exponiert und diente als Blindprobe. Hier sind nur sehr
wenige Fluoreszenzspots erkennbar.

Der Vergleich der beiden Aufnahmen in Abbildung 14 zeigt, dass kovalente Bindungen vom Copolyimid
zum B-Cyclodextrin notwendig sind, um Fluoreszenzsignale zu erhalten. Durch einfache zwischenmole-
kulare Wechselwirkungen wie Physisorption, ist die Anlagerung von B-Cyclodextrinen an der Polymer-
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oberflache nicht mdglich. Zur Auswertung der Fluoreszenzspekiren wurde eine spezielle Auswertesoft-
ware aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. Seidel (Teilprojekt A8) verwendet.

Zusatzlich konnten an einem Polymerfilm zwei Phasengrenzflachen, einmal zwischen Deckglas und Po-
lymer, und einmal zwischen Polymer und Luft aufgenommen werden. Dazu wurde der Copolymerfilm, der
mit Fluorescein gelabelte Cyclodextrine enthélt, auf das Objektiv gelegt und der Fokus durch die Ande-
rung des Objektivs auf die jeweiligen Grenzschichten eingestellt. Abbildung 15 zeigt die verschiedenen
Fluoreszenzaufnahmen.

Abbildung 15: von links nach rechts: Phasengrenzflache zwischen Glas und Polymer, Phasengrenzflache
zwischen Polymer und Luft und innerhalb des Polymers

Die erwarteten kleinen Fluoreszenzspots, die den markierten Cyclodextrinen zugeordnet werden kénnen,
befinden sich an der Grenzflache zwischen Glas und Polymer (Abbildung 15 links) und sind weitgehend
Uber die gesamte Oberflache verteilt. Die Oberflaiche des Polymers, die in Kontakt mit der Luft ist, weist
im Vergleich zu der Phasengrenzflache Glas-Polymer nur vereinzelte Fluoreszenzspots auf (Abbildung
15 Mitte). In Abbildung 15 rechts erscheint der Bildhintergrund zwar sehr hell (griin), dies ist aber nicht
auf unendlich viele mit Fluorescein markierte B-Cyclodextrine zurlickzufiihren, sondern resultiert aus der
Belichtungszeit der Probe. In der Abbildung 15 Mitte und rechts wurden langere Belichtungszeiten ge-
wahlt, weil bei der reguldren Belichtungszeit von zwei Sekunden keine registrierbare Fluoreszenz auftrat.
Die Ergebnisse aus Abbildung 15 zeigen, dass sich die meisten B-Cyclodextrine zwischen Glas und Po-
lymer befinden. Da Cyclodextrine Wasserstoffbriickenbindungen zu den regelmaBig angeordneten
Hydroxygruppen des Glases ausbilden kénnen, ist dieser Effekt nachvollziehbar. Auch die im Gegensatz
dazu geringe Fluoreszenzintensitat auf der Oberflaiche des Polymers ist versténdlich, denn die Cyclo-
dextrine kénnen auf der Oberflaiche des Polymers keine Wasserstoffbriickenbindungen oder andere
Wechselwirkungen ausbilden. Die nicht vorhandene Fluoreszenz im Polymerbulk zeigt auch, dass die
Cyclodextrine sich nicht in die Polymerstruktur assoziativ eingelagert haben. Da Rhodamine eine héhere
Strahlungsintensitat und daraus resultierend eine langere Photostabilitdt gegeniber Fluorescein aufwei-
sen, wurde fiir weitere Messungen Rhodamin markiertes Cyclodextrin synthetisiert. Die Synthese erfolgte
entsprechend dem Syntheseschema in Abbildung 12. Anders als bei den Messungen zuvor, wurden Total
Internal Reflection Fluoreszenzmicroscopy (TIRF)-Untersuchungen durchgefihrt (Kooperation mit dem
Arbeitskreis von Prof. Dr. Seidel Teilprojekt B8). Die TIRF-Untersuchungen eignen sich hierbei besonders
gut fir spektroskopische Aufnahmen von einzelnen Molekillen und sollten demnach eine genauere Aufl®-
sung der B-Cyclodextrine liefern. Abbildung 16 zeigt eine TIRF Messung von Rhodamin-Cyclodextrin,
welches kovalent an das 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 Copolyimid Gber das Saurechlorid gebunden wur-
de.

Abbildung 16: TIRF Aufnahmen von Rhodamin gelabelten B-Cyclodextrinen mit Polyimid

Man sieht wie gewlnscht eine gleichmaBige Verteilung einzelner Fluoreszenzspots auf der Oberflache
des Copolyimids. Die unterschiedliche Helligkeit der einzelnen Fluorezenzspots kénnte auch ein Hinweis
auf eine ungleichmaBige Oberflache des Copolyimids sein, die durch das Abdampfen des L&sungsmittels
entstanden ist.
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Zusammenfassend lasst sich aus den Ergebnissen der Fluoreszenzmessungen schlieBen, dass mit dem
Copolyimid 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 ein Polymer gefunden wurde, das eine weitgehend homogene
Verteilung der markierten Cyclodextrine aufweist, wahrend bei dem verwendeten Polyethylenmethacryl-
saurecopolymer Agglomerationen auftreten. Die strukturellen Unterschiede zwischen dem Polyethylen-
methacrylsdurecopolymer und dem Copolyimid 6FDA-ODA/6FDA-DABA 4:1 zeichnen sich auch in der
Fluoreszenzmikroskopie ab. Das Polyethylenmethacrylsdurecopolymer liegt als Blockcopolymeres vor so
dass daraus eine Agglomeration der Cyclodextrine resultiert. Daher ware es fir folgende Messreihen
interessant ein Copolyimid 6FDA-ODA/6FDA-DABA 100:1 zu synthetisieren, um die Abstande der Fluo-
reszenzspots im Vergleich zu dem in diesem Projekt vermessenen Copolyimid zu untersuchen.
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6.2 Entwicklung des Teilprojekts

6.2.1 Bericht

l. Einleitung

Caged Compounds sind biologisch aktive Substanzen, die eine photolabile Schutzgruppe tragen. Durch
diese Schutzgruppe verlieren die biologisch aktiven Substanzen ihre Aktivitat. Durch Photolyse wird die
Substanz freigesetzt und deren Aktivitét wird so wieder hergestellt. Caged Compounds werden seit vielen
Jahren als Werkzeuge in der Biochemie und Biophysik eingesetzt, da sie die Freisetzung der aktiven
Substanz mit hoher raumlicher und zeitlicher Auflésung erméglichen.

Caged Compounds missen eine Reihe von Anforderungen erfiillen, um flr diese Anwendungen geeignet
zu sein. Die Verbindungen missen hinreichend wasserldslich sein, da sie in biologischen Systemen ein-
gesetzt werden sollen. Darlber hinaus muassen sie im Neutralen hydrolysestabil sein. Eine hohe Hydro-
philie ist wiinschenswert, um eine nicht gewlinschte Wechselwirkung der Caged Compound mit hydro-
phoben Bestandteilen von biologischen Systemen zu minimieren. Neben diesen physikochemischen
Anforderungen sind auch die biologischen Eigenschaften von Bedeutung. Durch die Einfihrung der
Schutzgruppe soll die aktive Substanz ihre Aktivitat vollstdndig verlieren. Gleichzeitig darf die Caged
Compound aber auch den durch die biologisch aktive Substanz ausgelésten Prozess nicht inhibieren.
Weiterhin soll die Caged Compound auch keinen Einfluss auf andere Prozesse im biologischen System
nehmen. Dies wird haufig in der Forderung zusammengefasst, dass die Caged Compound keine Wech-
selwirkung mit dem zu untersuchenden biologischen Material zeigen soll. Diese Anforderung gilt nicht nur
fr die Caged Compound, sondern auch fir alle Produkte der Photoreaktion, ausgenommen der aktiven
Substanz. Einen Beitrag zur Verhinderung unerwiinschter Wechselwirkungen mit biologischen Materia-
lien kann dabei die schon oben erwdhnte Steigerung der Hydrophilie der Schutzgruppe leisten. Zusatzlich
zu den erwlnschten biologischen und physikochemischen Eigenschaften gibt es photophysikalische Ei-
genschaften, die fir Caged Compounds angestrebt werden. Hier sind vor allem eine niedrige Anre-
gungsenergie, eine hohe Quantenausbeute und eine schnelle Freisetzung der aktiven Verbindung zu
nennen. Weiterhin ist es wiinschenswert, dass die photolabile Schutzgruppe leicht zuganglich ist und sich
in einem einfachen Schritt mit verschiedenen biologisch aktiven Verbindungen koppeln lasst.
Verschiedene photolabile Schutzgruppen werden heute verwendet. Dabei haben die o-Nitrobenzylschutz-
gruppe 1 und ihre Derivate die weiteste Anwendung gefunden. Es besteht aber noch erhebliches Poten-

tial zur Entwicklung verbesserter Derivate.
NO,
L

1

Il. Stand der Forschung
Im Rahmen unserer synthetischen Arbeiten haben wir uns mehreren Fragestellungen gewidmet.
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1.1 Hydrophile Caged Compounds

Wie in der Einleitung schon erldutert, haben wir uns flir Caged Compounds mit hoher Hydrophilie interes-
siert. Bereits in unserem letzten Bericht haben wir Uber die Synthese von neuen hydrophilen o-
Nitrobenzyl-Derivaten berichtet. Neben anderen Verbindungen erscheinen uns insbesondere Verbindun-
gen vom Typ 2 interessant. Im letzten Jahr der Férderung haben wir die Synthese dieser Systeme weiter
optimiert und die photophysikalische Charakterisierung dieser Derivate vervollstédndigt (siehe Lit 5).

NO,

HOOC X

COOH
2

1.2 Bathochrom absorbierende Caged Compounds

Wenn Caged Compounds in biologischen Experimenten eingesetzt werden sollen, so ist es von groBer
Bedeutung, dass die Caged Compounds eine méglichst bathochrome Absorption besitzen. Fir eine effi-
ziente Photolyse ist es wichtig, dass der Chromophor eine hohe Absorbanz bei der Anregungswellenlan-
ge hat. Eine hypsochrome Bestrahlung ergibt hinreichend hohe Absorbanzen, hat aber den Nachteil,
dass es auch zu einer photochemischen, bzw. photobiologischen Zellschadigung kommt.

Eine Reihe von bathochrom absorbierenden Caged Compounds von anderem Strukturtyp als die o-
Nitrobenzylsyteme ist beschrieben. Allerdings besitzen die vergleichsweise hypsochrom absorbierenden
Caged Compounds vom o-Nitrobenzyl-Typ eine Reihe von Vorteilen, die auch dazu beigetragen haben,
dass sie bei weitem am héaufigsten verwendet werden. Daher haben wir uns fir die Entwicklung und Un-
tersuchung von bathochrom absorbierenden Caged Compounds vom o-Nitrobenzyl-Typ interessiert.

Eine bathochrome Absorption kann durch die Einfiihrung von Donoren in den aromatischen Ring erreicht
werden. Daher wurden die Deivate 3 — 5 und 7 synthetisiert (siehe Lit. 1), die verglichen mit 1 bathoch-
rom absorbieren. Im letzten Jahr wurde diese Reihe von Verbindungen noch um das Derivat 8 ergénzt.

NO,
< X
N
@E/X (0] X \O X
1 3 4 5
NO, NO, _0O NO,
X < X ~o0 X
COOH COOH COOH
6 7 8

Es hat sich gezeigt, dass Verbindung 5 keine Photoreaktion eingeht. Bei den bereits literaturbekannten
Derivate 3 und 4 gab es eine kontroverse Debatte Uber die Quantenausbeute. So wurde berichtet, dass
diese Systeme fast keine Quantenausbeute besitzen, andererseits wurden diese Systeme immer wieder
erfolgreich eingesetzt. Wir konnten zeigen, dass die Quantenausbeute je nach Polaritdt der Umgebung
von gut bis nahezu Null variiert.

In Kooperation mit der theoretischen Chemie (Timo Fleig, C3) konnten wir dieses Verhalten erklaren. Fir
Verbindungen vom Typ 2 kann die Photochemie aus S; und T ablaufen. Fir Verbindungen vom Typ 3 —
6 findet die Photoreaktivitat ausschlieBlich aus dem Singulett-Zustand statt. Schema 1 gibt eine Ubersicht
tiber den Verlauf der Photoreaktion. Ausgehend von 1" und 1? ist eine Wasserstoffverschiebung zu den
aci-Formen aci® und aci®™ immer dann mdglich wenn es sich bei den angeregten Zustanden um lokal
angeregte n-n*-Zustande der Nitrogruppe handelt. In diesen Zustédnden hat der Sauerstoff der Nitrogrup-
pe einen stark radikalischen Charakter und ist so zur H-Abstraktion befahigt.

Fir Verbindungen vom Typ 1 sind S;- und T4-Zustand lokal angeregte n-n*-Zustédnde der Nitrogruppe.
Far Verbindungen vom Typ 3, 4, 7 und 8 ist die Lage komplizierter. Der T,;-Zustand hat Charge Transfer
(CT) Charakter und ist daher nicht reaktiv. Der S;-Zustand ist in unpolarer Umgebung der lokal angeregte
n-n*-Zustand, in polarer Umgebung hat der S;-Zustand dagegen CT-Charakter (siehe Lit. 4)
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In Verbindungen vom Typ 5 besitzen sowohl S;- als auch T,-Zustand CT-Charakter und sind daher nicht
reaktiv.

NG o N, N,
NO, E N\O® N ~0 ~0
X z X )
1 H H X H X
aciZE H Oxanti Acylal Mono
@
h ® @ -
: +H | -H J H
o@ o@ r O@ 1 #
1 | ® @ | N o
NO, N\OH “H N\OG) N, CHOO
— o S
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1 L s H | !
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imer
ISC
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3 e @ e v
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@ @
-H +H T— H
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Schema 1: Mechanismus der Photoreaktion von o-Nitrobenzylverbindungen.

Es ist seit langem bekannt, dass Verbindungen vom Typ 6 eine ca. doppelt so hohe Quantenausbeute
zeigen, wie Verbindungen vom Typ 1. Bei der Synthese der Verbindungen vom Typ 7 und 8 haben wir
das Ziel verfolgt, diesen Effekt auf die Verbindungen vom Typ 3 und 4 zu Ubertragen, sowie gleichzeitig
die gesteigerte Hydrophilie zu nutzen. Tatsachlich hat sich gezeigt, dass diese Verdopplung der Quan-
tenausbeute auch hier beobachtet wird.

Des Weiteren konnten wir in diesem Zusammenhang zeigen, dass die Einfilhrung von Donoren nicht
wirklich zu einer bathochromeren Absorption flhrt. Zumindest in unpolaren Lésungsmitteln verschiebt
sich die bathochromste Absorption, die lokale n-n*-Anregung der Nitrogruppe kaum. Allerdings gewinnt
dieser sehr schwache, verbotene Ubergang drastisch an Intensitat, wenn einige wenige Prozent des CT-
Ubergangs einmischen, so dass der Eindruck einer stérker bathochromen Absorption entsteht.

Diese Erkenntnisse flhren zu dem Problem, dass man durch die Einflhrung von Donoren zwar eine
pseudo-bathochrome Absorption erreichen kann, aber die Lage des lokal angeregten n-n*-Zustandes der
Nitrogruppe kaum beeinflusst. Sobald man zu deutlich bathochromer absorbierenden Systemen kommt,
verliert man die Photoreaktivitat.

Im letzten Jahr haben wir uns daher mit der Frage beschéftigt, ob es méglich ist, die Lage des lokal ange-
regten n-n*-Zustandes der Nitrogruppe zu beeinflussen.

O oL muop 0. ™
(0]

NO,
9 10 1 12
In diesem Zusammenhang haben wir Verbindungen vom Typ 9 synthetisiert. Bei dieser eher trival anmu-
tenden Verbindung traten erhebliche Probleme bei der Synthese auf. Die doppelte Nitrierung von 10 lie-
fert nicht den gewiinschten Syntesebaustein. Vielmehr beobachtet man bei gleichzeitiger doppelter Nitrie-
rung den Verlust der Seitenkette. In einem zweiten Versuch haben wir versucht geschitzte Benzoesau-
ren als Modelverbindung fir die photophysikalische Charakterisierung durch Nitrierung von 11 zu gewin-
nen. Hier ist eine doppelte Nitrierung zwar mdglich, allerdings ergibt sich ein kompliziertes Produkige-
misch. Neben doppelt und einfach nitrierter photolabilier Schutzgruppe und wenig Zersetzungsprodukt
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beobachtet man nitrierte Benzoesauren. Erst die Verwendung von 12 erlaubte die Synthese dieser neu-
artigen Schutzgruppe. Analoge Essigsdureester sind leichter zuganglich. Der photochemische Abbau
dieser Verbindung bei 360 nm und 405 nm ist deutlich effizienter als die der anderen Derivate. Fir diese
Messungen wurde die Bestrahlungsapparatur LUMOS 43 verwendet, die im SFB beschafft wurde.

1.3 Sensibilisierte Bestrahlung von Caged Compounds

In Kapitel 1.2 wurde die Synthese bathochrom absorbierender Caged Compounds ausfuhrlich diskutiert.
Alternativ dazu bietet sich eine sensibilisierte Bestrahlung der Caged Compounds an. Dieser Fragestel-
lung haben wir uns im letzten Jahr gewidmet. In Abbildung 1 sind die Ergebnisse der sensibilisierten Be-
strahlung zusammengefasst. Die Proben wurden bei 350 nm (durchgezogene Linie), bzw. bei 410 nm
(gestrichelte Linie) in einer LUMOS 43 bestrahlt. Der Abbau der Caged Compound wurde mittels HPLC
verfolgt (schwarze Linie). In Gegenwart von 13 wird die Photoreaktion langsamer, in Gegenwart von
Xanthon 14 beobachtet man deutliche Sensibilisierung und in Gegenwart von Thioxanthon 15 beobachtet
man eine mehr als 80fache Beschleunigung der Photoreaktion. Auch bei einer Bestrahlung bei 410 nm in
Gegenwart von Thioxanthon ist noch eine sehr schnelle Photoreaktion zu beobachten.

13 14 15

rel. Int.

T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
time/min

Abbildung 1: Sensibilisierte Bestrahlung von 1 (X = Benzoat).

I1.4 Bichromophore

Der Vorteil des Einsatzes von Sensibilisatoren wurde in Kapitel 11.3 diskutiert. Setzt man Sensibilisatoren
bei Experimenten in der biologischen Matrix ein, so besteht das Risiko, dass es auch zur effektiven Sen-
sibilisierung von Photoprozessen in der biologischen Matrix kommt. Um dies zu verhindern muss gewahr-
leistet sein, dass die Energielibertragung auf die Caged Compound extrem effizient ist. Um dies zu errei-
chen, muss man extrem hohe Konzentrationen der Caged Compound verwenden, was nicht praktikabel
ist, oder man muss Bichromophore bestehend aus Caged Compound und Triplettsensibilisator darstellen.
Dieser Fragestellung haben wir uns im letzten Jahr gewidmet. Leider sind praktisch keine Derivate des
Thioxanthons kommerziell erhaltlich.
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Das nitrierte Thioxanthon-Derivat 19 ist in zwei Stufen ausgehend von Thiosalicylsdure 16 und 17 zu-
ganglich. Ausgehend von diesem Derivat konnte das entsprechende Amino-Derivat 20 erhalten werden.
Schon friiher haben wir monocarboxylierte Caged Compounds vom Typ 6 und 23 synthetisiert. Diese
kénnen direkt oder Uber einen Linker (Glycin, y-Aminobutersaure, ...) mit 20 gekoppelt werden. In diesen
Bichromophoren ist das Thioxanthon Amid-substituiert. Alle Referenzverbindung wurde 22 synthetisiert.
Dieses absorbiert noch einmal 20 nm bathochromer als Thioxanthon 15. Untersuchungen zur Eignung
von 22 als Sensibilisator werden gerade durchgefihrt.

NO,

HOOC N02 Br N02
X
s Tl
COOH
6 23 24

Alternativ wurde das Aminothioxanthon 20 auch in das lodid 21 Uberfihrt. Dies soll in einer metallorgani-
schen Kopplung mit 24 verkniipft werden.

1.5 Anwendung

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von L. Schmitt (B8) interessieren wir uns auch fir photoaktivierbare
Proteine. In diesem Zusammenhang haben wir uns mit der Synthese eines caged Serins 25 beschaftigt.
In der Literatur sind verschiedene Synthesen beschrieben. Die Beschreibungen sind aber fehlerhaft und
unvollstandig und liefern schlechte Ausbeuten.

(@] O\\\“‘ k NT'|3
25

Daher haben wir begonnen eine effiziente Synthese zu entwickeln. Erste Versuche zum Einbau des ca-
ged Serins in Proteine laufen bereits.

1.6 Mechanismus

Fir die gezielte Entwicklung von Caged Compounds mit verbesserten Eigenschaften ist ein detailliertes
Versténdnis des Reaktionsmechanismuses unerlasslich. In friheren Arbeiten haben wir dabei der tran-
sienten Absorptionsspektroskopie mit ns-Zeitaufldésung bedient. Mit dieser Methode ist eine Auflésung
der schnellen Schritte zur Anfang der Photoreaktion nicht méglich.
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In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Gilch (A11) haben wir deshalb die Photochemie von 1Ac mit
Hilfe der fs-Spektroskopie untersucht. Nach der Anregung, die Uberwiegend nach S, erfolgt, relaxiert der
So-Zustand innerhalb von 0.05 ps. Der S;-Zustand hat eine Lebensdauer von 1 ps und desaktiviert auf
drei verschiedenen Pfaden, unter strahlungsloser Desaktivierung, unter ISC zum heifen T;-Zustand und
unter Reaktion zum heiBen aci-Nitro-Intermediat. Die beiden heiBen Zustande leben flr ca. 8 ps und
geben ihre Energie durch Schwingungskiihlen ab. Der T;-Zustand reagiert Uber ein unbekanntes Inter-
mediat in zwei Schritten mit Lebensdauern von 560 ps und 1940 ps ebenfalls zur aci-Nitro-Verbindung.
Die Natur dieses unbekannten Intermediates ist nicht klar, es kbnnte sich um den T,-Zustand der aci-
Nitro-Form handeln.

S2 T T0.05 ps
E—T =
Ti— =
560ps 1940 psA——T
acl
S —
(0]

Abbildung 2: Gemessene Geschwindigkeitskonstanten fiir die Photolyse von 1Ac.

6.2.2 Aus dem Teilprojekt entstandene Publikationen

a) Arbeiten, die in Publikationsorganen mit einer wissenschaftlichen Qualitatssicherung zum Zeitpunkt
der Antragstellung erschienen oder endgultig angenommen sind, und Buchveréffentlichungen:

1 Schaper, K., Etinski, M. & Fleig, T. Theoretical Investigations of the Excited States of 2-Nitrobenzyl
and 4,5-Methylendioxy-2-nitrobenzyl Caging Groups, Photochem. Photobiol, 85, 1075-1081(2009).

2 Schaper, K., Madani Mobarekeh, S. A., Doro, P. & Maydt, D., The a,5-Dicarboxy-2-nitrobenzyl Caging
Group, a Tool for Biophysical Applications with Improved Hydrophilicity: Synthesis, Photochemical
Properties and Biological Characterization, Photochem. Photobiol., angenommen am 14.8.2010
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Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Grundausstattung):

1. PD. Dr. Klaus Schaper:
Er hat seine Erfahrungen auf dem Bereich der Synthese und Untersuchung von Caged Compounds
eingebracht. Zentrale Aufgabe war die Koordination der Kooperationen, so dass die physikochemi-
schen und theoretischen Untersuchungen gezielt die Fragestellungen von Interesse ansprechen

konnten und die Ergebnisse der verschiedenen Kooperationen gebindelt werden konnten.

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Ergdnzungsausstattung):

1. Dipl. Chem. Thorsten Lechner:

Er hat die synthetischen Arbeiten fortgefiihrt. Dies beinhaltete die Bereitstellung von Modellsubstan-
zen zur Messung bei unseren Kooperationspartnern, sowie die Ausarbeitung neuer Synthesestrate-

gien.
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6.1 Allgemeine Angaben zum Teilprojekt C1

6.1.1 Titel: Quantenchemische Bestimmung von spinmagnetischen Wechsel-
wirkungen und Singulett-Triplett-Kopplungen mit Multireferenz-
Konfigurationswechselwirkungs-Methoden

6.1.2 Projektleitung

Marian, Christel, Prof. Dr., *04.06.1954, deutsch

Institut fir Theoretische Chemie und Computerchemie, Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf,
UniversitatsstraBe 1, 40225 Disseldorf

Telefon: (0211) 81-13209/-13210

E-Mail: Christel.Marian@uni-duesseldorf.de

6.2 Entwicklung des Teilprojekts

6.2.1 Bericht

Allgemeines Ziel des Teilprojekts C1 war die Aufklarung von Relaxations- und Reaktionsmechanismen,
die der elektronischen Anregung verschiedener SFB-relevanter Chromophore folgen. Dabei nahmen die
theoretische Beschreibung von Singulett-Triplett-Interkombinationen sowie die quantenchemische Cha-
rakterisierung intermediar auftretender Triplettzustande auf der Basis ihrer spinmagnetischen Eigenschaf-
ten eine zentrale Rolle ein.

In Einzelnen wollten wir unsere Methoden zur Berechnung von Intersystem Crossing (ISC)-Raten opti-
mieren und zur Untersuchung des Mechanismus von Singulett-Triplett-Ubergangen in photochemischen
Reaktionen einsetzen. In Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen des SFB sollte die Rolle von interme-
didren Triplettzustdnden in isolierten DNA-Basen und bei der Bildung von DNA-Photoschaden, bei der
Signalgebung in Blaulichtrezeptoren sowie bei der Photolyse von photolabilen Schutzgruppen untersucht
werden. Interessante mechanistische Fragestellungen betrafen Systeme mit ultraschneller Inter-
kombination wie z. B. Xanthone, die als Triplettsensibilisatoren dienen kénnen, oder Azobenzole und
a,w-Diphenylpolyene, die als Triplettiéscher flr Fluoreszenzfarbstoffe fungieren kénnen. Die in der vorhe-
rigen Forderperiode entwickelten und bisher nur an kleinen Systemen getesteten Methoden zur Berech-
nung von Nullfeldaufspaltungsparametern und g-Tensoren transienter Triplettzustdnde wollten wir auf
Carotinoide und Chlorophylle anwenden. SchlieBlich hatten wir uns die Charakterisierung elektronisch
angeregter Singulett- und Triplettzustande von Carotinoiden, insbesondere Carbonylcarotinoiden, und
Chlorophyllen zum Ziel gesetzt.

Da die Projektférderung bereits nach einem Viertel des beantragten Zeitraums eingestellt wurde, konnten
die Projektziele nur partiell erreicht werden. Aus diesem Teilprojekt sind seit dem letzten Bericht im Janu-
ar 2009 13 referierte Arbeiten hervorgegangen, und es konnten zwei Promotionen sowie zwei Diplomar-
beiten abgeschlossen werden. Da es sich um ein sehr umfangreiches Teilprojekt handelte, wurde auf
eine Auswahl verzichtet und in Abschnitt 3.2.2 alle Publikationen aufgefiihrt. Im Folgenden werden die
Resultate kurz referiert und inhaltlich diskutiert.

Methodenentwicklung

Nullfeldaufspaltungen. Die Schnittstelle zwischen dem in der AG Neese (ehemaliges TP C2) entwickelten
Programm zur Berechnung von Rl-genaherten dipolaren Spin-Spin-Wechselwirkungsintegralen und dem
von uns in der letzten Férderperiode entwickelten SPOCK.SISTR-Programm konnte fertig gestellt werden,
so dass technisch jetzt auch gréBere organische Molekile mit rAumlich nicht entarteten Triplettzustanden
der Berechnung von Nullfeldaufspaltungen zugénglich sind. [8*] Benchmarkrechnungen zeigen, dass die
Fehler, die man bei der RI-N&herung mit Standard-Hilfsbasen macht, verschwindend gering sind. Ver-
gleiche mit experimentell bekannten Daten zeigen jedoch auch, dass zur Berechnung der Nullfeldaufspal-
tung durch elektronische Spin-Spin-Wechselwirkung groBe und flexible Valenzorbitalbasen, mdglichst
von Quadrupel-Zeta-Qualitat, bendtigt werden.

Zeitabhdngige Verfahren zur Berechnung von ISC-Raten. Es wurden zeitabhangige Methoden zur Be-
rechnung von ISC-Raten in Condon-N&herung entwickelt, die in der Dissertationsschrift von M. Etinski
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[15*] ausfihrlich beschrieben sind. Eine Verdffentlichung in einer wissenschaftlichen Zeitschrift ist in Vor-
bereitung. Der Formalismus lehnt sich eng an die Ansatze von Lin, Islampour und Mitarbeitern [1,2] far
interne Konversion an, die auf der ,generating function’-Methode von Kubo und Mitarbeitern [3,4] basie-
ren. Er setzt voraus, dass es sich bei der Wechselwirkung um eine kleine, nur langsam mit den Kernko-
ordinaten variierende Stérung handelt, die Potentialflachen der koppelnden Singulett- und Triplettzustén-
de harmonisch genahert und die jeweiligen Normalkoordinaten mit Hilfe einer affinen Abbildung, der Du-
schinsky-Transformation, in einander Uberfihrt werden kdnnen. Insgesamt wurden drei verschiedene
Formeln abgeleitet und in das VIBES-Programm implementiert, das jetzt neben dem wohl erprobten zeitu-
nabhangigen Formalismus zur Berechnung von ISC-Raten flr direkte und vibronische Spin-Bahn-
Kopplung [5] einen neuen Zweig zur Berechnung von ISC-Raten flr direkte Spin-Bahn-Kopplung im zeit-
abhangigen Formalismus enthalt: (i) eine im Rahmen der genannten Naherungen exakte Formel fir die
Korrelationsfunktion, (ii) eine Cumulanten-Entwicklung der Korrelationsfunktion bis zur zweiten Ordnung
sowie (iii) eine Kurzzeitapproximation zur Cumulanten-Entwicklung. Wahrend die Integration der Ausdri-
cke (i) und (ii) Uber das gewdhlte Zeitintervall numerisch erfolgen muss, ist die Integration von (iii) analy-
tisch mdglich. Die Anwendbarkeit der drei Formeln wurde an ausgewahlten Beispielen Uberprift, fir die
in der letzten Foérderperiode bereits Ergebnisse mit der zeitunabhangigen Methode erhalten worden wa-
ren: Thymin, ein Beispiel fir schnelle ISC bei groBer Energielicke und erheblichen Duschinsky-
Rotationen, Flavon, ein Molekil mit ultraschneller ISC bei niedriger Symmetrie und einer mittelgroBen
Anzahl von Schwingungsmoden, Phenalenon, ein planares Molekil mit verhéltnismaBig kleiner Energie-
licke und hoher Triplettquantenausbeute, sowie Porphyrin, ein Bespiel fur langsame ISC in Condon-
Naherung bei hoher Symmetrie der Normalmoden. Als Komplikation ergaben sich im Fall der Molekile
mit geringer Verschiebung einiger Normalkoordinaten (Phenalenon, Porphyrin und partiell auch Flavon)
lang anhaltende Oszillationen der Korrelationsfunktion, die eine numerische Integration des Zeitintervalls
unmdglich machten. In realen Molekilen mit anharmonischem Kraftfeld werden diese Oszillationen ge-
dampft, da die Korrelationsfunktion durch Wechselwirkung mit einem Medium oder durch Kopplung der
internen Schwingungsmoden dephasiert. Zur Behebung des Problems wurde eine gauBférmige Damp-
fungsfunktion eingefihrt, deren Breite durch den Anwender im Energiebereich festgelegt wird und die
dann in die Zeitdomane transformiert wird. Dadurch soll erreicht werden, dass die Wahl des Parameters
in &hnlicher Weise geschehen kann wie die Wahl des Energieintervalls im zeitunabhangigen Formalis-
mus. Die Testresultate zeigen, dass das zeitliche Integrationsintervall und die Anzahl der Stiitzstellen an
die energetische Breite der Dampfung angepasst werden muissen. Die Cumulanten-Entwicklung ist ge-
genlber der Wahl des Dampfungsparameters deutlich stabiler als die exakte Korrelationsfunktion. Den-
noch zeigt bei gentigend groB gewahltem Integrationsintervall die exakte Korrelationsfunktion die beste
Ubereinstimmung mit den Vergleichswerten der zeitunabhangigen Rechnung, wenn auch die Cumulan-
ten-Entwicklung nur wenig schlechter abschneidet. Die in der Kurzzeitndherung ermittelten Raten sind in
den vier Testbeispielen etwa eine Zehnerpotenz gréBer. In Anbetracht des geringen Aufwands fiir die
Ratenberechnung im Rahmen dieses Ansatzes kann das Ergebnis dennoch als zufrieden stellend bewer-
tet werden. AuBerordentlich erfreulich ist der geringe Rechenzeitbedarf der neu entwickelten Methoden,
der im schlimmsten Fall in der GrdBenordnung von einigen Minuten lag, wéhrend die diskrete Summation
von Franck-Condon-Faktoren im zeitunabhangigen Zweig von VIBES in asymmetrischen Molekilen mitun-
ter viele Wochen dauern kann, wenn der adiabatische Energieunterschied der wechselwirkenden Zu-
stande grofB ist. Vibronische Spin-Bahn-Kopplung kann derzeit noch nicht im zeitabhangigen Formalis-
mus behandelt werden. Eine Effizienzsteigerung der Verfahren zur Berechnung dieser Kopplung ist fur
Chromophore in komplexen protischen Umgebungen unabdingbar. Ein entsprechender Antrag auf Férde-
rung im Normalverfahren wurde jetzt gestellt.

Anwendungen

DNA-Basen. Es kann als gesichert gelten, dass DNA-Basen nach UV-Anregung mehrheitlich durch ultra-
schnelle Relaxation in den elektronischen Grundzustand zuriickfallen. Dieser experimentelle Befund wird
durch Ergebnisse theoretischer Untersuchungen gestitzt (s. auch Bericht TP C4), die die Existenz koni-
scher Durchschneidungen zwischen den niedrigsten elektronisch angeregten Singulettzustdnden und
dem Grundzustand bestatigen. In der Literatur fanden sich widerspriichliche Interpretationen zur Identitat
eines optisch dunklen, langlebigen transienten Zustands, der in verschiedenen Uracilderivaten und ihren
mikrohydratisierten Komplexen im Diisenstrahl beobachtet wurde. Vorgeschlagen worden waren S; (n1*)
oder T4 (1rr*). GemaRB der von uns erhaltenen theoretischen Resultate zerfallt der S; (nm*)-Zustand des
Uracils, Thymins und 1-Methylthymins im Subnanosekundenbereich durch ISC in den T; (mm®)-
Zustand.[3"] Es ist deshalb wenig wahrscheinlich, dass der in TP A4 beobachtete transiente Zustand mit
einer Lebensdauer von mehreren Hundert Nanosekunden der S; (n1*)-Zustand ist. Fir diese Interpreta-
tion spricht auch die hohe Triplettquantenausbeute von Uracilderivaten in aprotischen Losungsmitteln
sowie die gute Ubereinstimmung des berechneten S, - T4-Differenzinfrarotspektrums mit experimentellen
Befunden. Die Triplettquantenausbeute kann noch gesteigert werden kann, wenn das Cg-Atom im Ring
durch ein Stickstoffatom ersetzt wird. Dabei &ndert sich allerdings, nach den Ergebnissen unserer Stu-

-126 -



C1
Marian

dien urteilend, die Rate fiir den strahlungslosen Ubergang von S; (n*) nach T, (1rm*) kaum.[13*] Viel-
mehr deutet eine konische Durchschneidung zwischen dem primér angeregten S, (Tr*)-Zustand des 6-
Azauracils und zwei niedrig liegenden '(nTr*)-Zustanden auf eine nahezu quantitative strahlungslose Re-
laxation der S, (111m*)-Population in den S, (n1*)-Zustand hin, der als Durchgangszustand fir die Triplett-
bildung dient. Unsere Arbeiten zur Abhangigkeit der Lage der elektronisch angeregten Zustidnde vom
Methylierungs- und Hydratisierungsgrad des Uracilgriists sind in [10*] dokumentiert. Hier konnten eindeu-
tige Trends festgestellt und quantifiziert werden, die von der jeweiligen Elektronenstruktur des angereg-
ten Zustands und der Position der Methylgruppe(n) abh&ngen und sich anschaulich tber die Ladungsver-
teilung in den Grenzorbitalen erklaren lassen. Weiter zeigt sich, dass durch die Mikrohydratisierung die
Reihenfolge der niedrigsten '(1rmr*)- und ' (n1r*)-Zusténde im Vertikalspektrum umgedreht wird, dass adia-
batisch dennoch der 1(m‘r*)-Zustand dem S;-Zustand entspricht. Erst die elektrostatische Wechselwirkung
mit weiteren Wassermolekdilen, die in diesem Fall durch ein Kontinuumsmodell simuliert wird, schiebt die
(n1*)-Zustande energetisch soweit nach oben, dass sie nicht mehr bzw. nur noch mit geringer Wahr-
scheinlichkeit als Zwischenzustande der ISC fungieren kénnen. Ein avancierter Zugang zu Lésungsmit-
teleffekten auf elektronische Anregungen wurde fiir Guanin in Kooperation mit TP C4 gewahlt. Die Be-
schreibung des in Wasser geldsten Molekils mit Hilfe eines mit Molekulardynamik (MD)-Simulationen
kombinierten quantenmechanischen und moleklilmechanischen (QM/MM)-Ansatzes zeigte, dass dynami-
sche und elektrostatische Effekte auf das Absorptionsspektrum nahezu gleich gro und additiv sind.[6]

Alle Arbeiten im Teilprojekt zu Flavinen und verwandten Verbindungen sind Bestandteil der Dissertation
von S. Salzmann.[14*] Uber die Photophysik von modifizierten Isoalloxazinen in wéssriger Ldsung, die
wir gemeinsam mit TP B1 und B2 untersucht haben, wurde im Berichtsband zur vergangenen Férderpe-
riode bereits ausflhrlich berichtet. Hierzu ist mittlerweile eine gemeinsame Publikation erschienen. [2¥]
Alloxazin, das sich von Isoalloxazin durch die Protonierung der N;- statt der Nqo-Position unterscheidet
und im elektronischen Grundzustand erheblich stabiler als Isoalloxazin ist, weist signifikant héhere elekt-
ronische Anregungsenergien als Isoalloxazin auf - mit Konsequenzen fir die Photophysik.[5*] Im Be-
richtszeitraum wurden die theoretischen Arbeiten zum Einfluss der Proteinumgebung in der LOV-Doméne
von Blaulichtrezeptoren auf den Triplettbildungsmechanismus von Flavinmononukleotid abgeschlos-
sen.[4*] Gemeinsam mit TP C4 wurden Anregungsenergien und Spin-Bahn-Wechselwirkungen mit Hilfe
eines QM/MM-Ansatzes berechnet, wobei die quantenmechanisch beschriebene Region zusatzlich zum
Chromophor auch Teile der Proteinumgebung umfasste und die Einbettung der weiteren Umgebung
elektrostatisch erfolgte. Die Kombination von DFT/MRCI und Spock (QM) und dem CHARMM-Kraftfeld
(MM) hat sich dabei bewéhrt. Die theoretischen Untersuchungen ergeben ein differenziertes Bild zur
bathochromen Verschiebung der (n1*)-Zusténde in der LOV-Doméne: Wahrend Anregungen aus den
nicht bindenden Sauerstofforbitalen gegenliber der Gasphase &hnlich starke Blauverschiebungen erfah-
ren wie in wassriger Lésung, werden Anregungen aus nicht bindenden Orbitalen, die primér an den
Stickstoffatomen des Isoalloxazingeriists lokalisiert sind, von der Proteinumgebung kaum beeinflusst. Es
ist deshalb damit zu rechnen, dass vibronische Spin-Bahn-Kopplung die nach El Sayed verbotene ISC
zwischen dem S; (mmm)- und dem Ty (mm*)-Zustand starker beschleunigt als in wéssriger Umgebung.
Quantitative Aussagen zu ISC-Raten kénnen erst dann getroffen werden, wenn effizientere Methoden zur
Berechnung der vibronischen Spin-Bahn-Wechselwirkung entwickelt worden sind.

Aromatische Carbonylverbindungen. Interessante mechanistische Fragestellungen betrafen Systeme mit
ultraschneller Interkombination wie z. B. Xanthone. Begonnen haben wir die Reihe der Untersuchungen
an dieser Verbindungsklasse mit Thioxanthon, das im Arbeitskreis Gilch (geplantes TP A11, bewilligt als
Normalverfahren GZ Gl 349/5-1) untersucht wird. Uber dieses Molekiil war eine theoretische Arbeit er-
schienen, in der postuliert wurde, dass es zwei Konformere mit véllig unterschiedlichen Absorptionsspekit-
ren gibt, ein planares sowie ein V-férmiges. [6] Wir konnten zeigen, dass Thioxanthon im elektronischen
Grundzustand planar ist und die Potentialflache bei Abwinkelung entlang der so genannten butterfly-
Mode sehr langsam ansteigt. Die von Rubio-Pons und Mitarbeitern gefundene sprunghafte Anderung der
Anregungsenergien bei Erniedrigung der Molekllsymmetrie konnten wir auf Artefakte bei der Wahl des
aktiven Raums ihrer CASSCF/CASPT2-Rechnungen zurlckfihren. Weiterhin konnten wir zeigen, dass
die ausgepragte Schulter auf der kurzwelligen Seite des gemessenen statischen Absorptionsspektrums
nicht von einem separaten elektronischen Ubergang sondern von Schwingungsprogressionen in total-
symmetrischen Moden stammt. DFT/MRCI-Rechnungen zur Ldsungsmittelabhangigkeit der Spekiren
wurden begonnen, konnten aber im Berichtszeitraum nicht mehr zu Ende gefiihrt werden.

Triplettiéscher. Quantenchemische Untersuchungen zur energetischen Lage elektronisch angeregter
Singulett- und Triplettzustédnde in Rhodamin123 belegen die Anwendbarkeit unserer Methoden auf katio-
nische Fluoreszenzfarbstoffe.[7*] Z/E-lsomerisierungspfade von elektronisch angeregtem Stilben, Azo-
benzol und 3,3’-Diphenylhexatrien (DPH) wurden im Rahmen zweier Diplomarbeiten berechnet. [16*,177]
Azobenzol und DPH sind Triplettléscher, die in TP A8 zur Erhéhung der Photostabilitat von Fluoreszenz-
farbstoffen erprobt wurden. ESA-Spektren zu ihrer Charakterisierung in Lésung wurden in TP A4 aufge-
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nommen, TP A1 hat die energetische Lage der Triplettzustédnde in der Gasphase durch Anionenphotode-
tachmentspektroskopie im Uberschallstrahl bestimmt. Wahrend die beiden Phenylringe im T4-Zustand der
kurzkettigen Verbindungen Stilben und Azobenzol um etwa 90° verdrillt sind, finden wir fiir trans-DPH
eine coplanare Anordnung: Der Energieunterschied zur 90° verdrillten Stellung ist allerdings nicht beson-
ders groB3, so dass diese Anordnung leicht erreichbar sein sollte. Allen drei Verbindungen gemeinsam ist,
dass sich bei der verdrillten Kernanordnung S, und T4 energetisch sehr nahe kommen und die Relaxation
der Triplettpopulation in den Grundzustand beglnstigt. Anders als in der Literatur beschrieben, wird fir
Stilben an dieser Geometrie keine konische Durchschneidung zwischen Sy und S; oder S, gefunden.
Dass unsere Rechnungen die Verhaltnisse dennoch richtig widerspiegeln, zeigt die nahezu quantitative
Ubereinstimmung berechneter ESA-Spekiren mit femtosekundenaufgeldsten transienten Spektren, die
von Kovalenko und Mitarbeitern [7] gemessen wurden. Eine Veréffentlichung hierzu ist in Vorbereitung.

Carotinoide. Auf die Uberschneidung der Potentialflichen des optisch hellen 1B," und dunklen 1B, ™-
Zustands von Lutein und B-Carotin entlang des interpolierten Relaxationspfades vom Franck-Condon-
Punkt zum Minimum des 1B,"-Zustands und die daraus resultierende vibronische Kopplung der Zusténde
wurde bereits ausfihrlich im letzten Berichts- und Antragsband eingangen. Mittlerweile gelang auch ge-
meinsam mit den Kollegen des TP B2 die Verdffentlichung in Phys. Rev. Letters.[1*] Die Relaxationsdy-
namik nach elektronischer Anregung stand auch im Mittelpunkt weiterer Untersuchungen an Iso-
renieratin-3,3’-dione (DHIRQ), einem chinoiden Retrocarotenoid mit einer effektiven Konjugationslange
von n=16.[11*] Uber die spektakularen Eigenschaften dieser Verbindung (hohe photoprotektive Wirkung,
blaue Farbe) wurde bereits in TP B1 berichtet. Die endstandigen C=0-Gruppen bewirken die Existenz
von niedrig liegenden internen Ladungstransfer (ICT)-Zustédnden, die die Relaxationsdynamik nach opti-
scher Anregung im sichtbaren und nahen Infrarot-Bereich erheblich komplizieren. Aus der Kombination
der experimentellen und theoretischen Beobachtungen ergeben sich zwei mégliche Relaxationsschema-
ta, die im Wesentlichen durch die energetische Reihenfolge der ICT-Zustande und des 2A, -Zustands
differieren. Um eines der beiden Modelle zu verifizieren, bedarf es weiterer Untersuchungen. In neueren
theoretischen Studien an einer Reihe von E/Z-Isomeren des B-Carotins konnten wir zeigen, dass sowohl
das B3-LYP Dichtefunktional als auch die DFT/MRCI-Methode die relative Stabilitat der Isomere richtig
beschreiben.[9*] Wahrend die Bandenmaxima des S,—S, Ubergangs sowie der cis-Bande der monocis-
und dicis-Isomere nur geringfligig variieren, konnten wir eine eindeutige Korrelation zwischen der Oszilla-
torstarke der niederenergetischen Ubergénge und dem Abstand der Endatome der Polymerkette feststel-
len, die den Effekt der Molekilkonfiguration auf die Form der UV-Vis-Spektren erklaren.

Porphyrine und Chlorophylle. Bereits in der vorangegangenen Foérderperiode wurde damit begonnen,
Spektren ausgehend von den S;- und T,-Zustdnden des Tetraphenylporphyrins (TPP) zu berechnen. Da
die sich die in der AG Kleinermanns (TP A4) und von Kovalenko (HU Berlin) gemessenen transienten
Spektren bis weit in den UV-Bereich erstreckten, mussten sehr viele elektronisch angeregte Singulett-
und Triplett-Zustdnde und ihre Dipolibergangswahrscheinlichkeiten zum S;- bzw. T-Zustand berechnet
werden. Dies gelang unter Ausnutzen der D,,-Symmetrie mit Hilfe des kirzlich von uns parallelisierten
DFT/MRCI-Programms. Allerdings stellte sich heraus, dass eine Zuordnung der gemessenen Spektren
auf der Basis der berechneten Daten nicht mdglich war. Ob dies an Unzulédnglichkeiten der theoretischen
Ansatze oder der experimentellen Durchfihrung lag, konnte letztendlich nicht geklart werden. Ein aufféllig
starkes Signal im nanosekundenaufgeldsten transienten Spektirum, das dem TPP-Kation zugeordnet
werden konnte, wirft die Frage nach dem Einfluss von Ladungstransferprozessen auf. Von theoretischer
Seite stellt sich die Frage nach dem Einfluss der Stellung der Phenylgruppen auf die elektronischen Ei-
genschaften des TPP und der Verlasslichkeit der DFT/MRCI-Methode fiir solch groBe Chromophore.
Unsere bisherigen Untersuchungen ergeben keinen Hinweis darauf, dass die in langkettigen Polymeren
und Carotinoiden beobachtete systematische Unterschatzung der elektronischen Anregungsenergien in
Porphyrinen und Chlorophyllen (Chl) auftritt. Die Untersuchungen an Chl konzentrierten sich auf die Fra-
ge, welchen Einfluss ein zusatzlicher Wasserligand am Magnesiumzentrum auf die elektronischen Eigen-
schaften des Chl hat. Dazu wurden die Gleichgewichtsgeometrien verschiedener Konformere von Chl a—
Wasser—Komplexen im elektronischen Grundzustand optimiert und Absorptionsspektren berechnet. Ob-
wohl das Magnesiumzentrum in allen Komplexen erheblich aus der Ebene des m-Systems herausteht,
unterscheiden sich die Absorptionsspektren des Komplexes kaum von dem des isolierten Chl a. Untersu-
chungen zum Einfluss des Wasserliganden auf die spinmagnetischen Eigenschaften, der experimentell in
TP A7 festgestellt worden war, wurden aus Zeitgriinden nicht mehr durchgefihrt.

Literaturangaben zu Arbeiten, die nicht im Teilprojekt bzw. nicht im Berichtszeitraum entstanden
sind

[1] M. Hayashi, A. M. Mebel, K. K. Liang and S. H. Lin, J. Chem. Phys. 1998, 108, 2044-2055.
[2] R.Islampour and M. Miralinaghi, J. Chem. Phys. 2007. 111. 9454-9462.
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6.2.2 Aus dem Teilprojekt entstandene Publikationen

An dieser Stelle sind alle Arbeiten angegeben, die seit dem letzten Bericht im Januar 2009 veréffentlicht
wurden und die in direktem inhaltlichen Zusammenhang mit dem Teilprojekt stehen.

a) Arbeiten, die in Publikationsorganen mit einer wissenschaftlichen Qualitatssicherung zum Berichts-
zeitpunkt der Antragstellung erschienen oder endgultig angenommen sind

[1*] Ostroumov, E., Miller, M. G., Marian, C. M., Kleinschmidt, M., Holzwarth, A. R., Electronic
coherence provides a direct proof for excited state level crossing in carotenoids. Phys. Rev. Lett.
2009, 703, 108302-108306.

[2*] Salzmann, S., Martinez-Junza, V., Braslavsky, S. E., Mansurova, M., Marian, C. M., Gartner, W.,
Photophysical properties of structurally and electronically modified flavin derivatives determined by
spectroscopy and theoretical calculations. J. Phys. Chem. A 2009, 113, 9365-9375.

[8*] Etinski, M., Fleig, T., Marian, C. M., Intersystem crossing and characterization of dark states in the
pyrimidine nucleobases uracil, thymine, and 1-methylthymine. J. Phys. Chem. A 2009, 113, 11809-
11816.

[4*] Salzmann, S., Silva-dunior, M. R., Thiel, W., Marian, C. M., Influence of the LOV domain on low-
lying excited states of flavin: A combined quantum-mechanics / molecular-mechanics investigation.
J. Phys. Chem. B2009, 113, 15610-15618.

[5*] Salzmann, S., Marian, C. M., The photophysics of alloxazine: A quantum chemical investigation in
vacuum and solution. Photochem. Photobiol. Sci. 2009, 8, 1655-1666.

[6*] Parac, M., Doerr, M., Marian, C. M., Thiel, W., QM/MM calculation of solvent effects on absorption
spectra of guanine. J. Comp. Chem. 2010, 31, 90-106.

[7*] Pififfi, D., Bier, B., Marian, C. M., Schaper, K., Seidel, C. A. M., Diphenylhexatrienes as photo-
protective agents for ultra-sensitive fluorescence detection. J. Phys. Chem. A 2010, 114, 4099—
4108.

[8] Ganyushin, D., Gilka, N., Taylor, P. R., Marian, C. M., Neese, F., The resolution of the identity
approximation for calculations of spin-spin contribution to zero-field splitting parameters. J. Chem.
Phys. 2010, 132, 144111-1-144111-11.

[9] Cerdn-Carrasco, J. P., Requena, A., Marian, C. M., Theoretical study of the low-lying excited states
of B-carotene isomers by a multireference configuration interaction method. Chem. Phys. 2010,
373, 98-103.

[10*] Etinski, M., Marian, C. M., Ab initio investigation of the methylation and hydration effects on the
electronic spectrum of uracil and thymine. Phys. Chem. Chem. Phys. 2010, 12, 4915-4923.

[11*] Ostroumov, E.E., Mdller, M. G., Hundsdérfer, C., Stahl, W., Marian, C. M., Holzwarth, A.R.,
Excited state relaxation dynamics and electronic properties of a quinoid carotenoid. Chem. Phys.
2010, 373, 137-144.

[12*] Rai-Constapel, V., Kleinschmidt, M., Salzmann, S., Serrano-Andrés, L., Marian, C. M.,
Thioxanthone: On the shape of the first absorption band. Phys. Chem. Chem. Phys. 2010, 12,
9320—9327.

[13*] Etinski, M., Marian, C. M., Overruling the energy gap law: Fast triplet formation in 6-azauracil.
Phys. Chem. Chem. Phys., published online DOI 10.1039/COCP00106F
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b) Andere Veréffentlichungen

[14*] Salzmann, S. Relaxation processes in electronically excited states: Blue-light receptors and related
compounds, Dissertation, Heinrich-Heine-Universitit Disseldorf 2010.

[15"] Etinski, M. Comparison between time-dependent and time-independent methods for the calculation
of inter-system crossing rates: Application to uracil and its derivatives. Dissertation, Heinrich-Heine-
Universitét Diisseldorf 2010.

[16*] Kupper, B. Quantenchemische Untersuchungen zur trans/cis-Isomerisierung von a,w-Diphenyl-
hexatrienen. Diplomarbeit, Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf 2010.

[17*] Gollnisch, K. Quantenchemische Untersuchungen zur Z/E-lsomerisierung von Stilben und Azo-
benzol. Diplomarbeit, Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf 2010.

6.3 Ruckblick auf die Forderung

Das Teilprojekt wird seit Juli 2005 im Sonderforschungsbereich geférdert. Es wurde im Juni 2010 been-
det.
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Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Grundausstattung):

1. Marian, Christel

Projektleitung, Untersuchung der Photophysik von Polyenen und Carotinoiden
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2. Kleinschmidt, Martin

Programmierunterstiitzung des Projekts, Einarbeitung von Mitarbeiter(inne)n, Berechnung der Absorpti-
ons- und ESA-Spektren von Porphyrinen und Chlorophyllen

3.Kipper, Balduin

Untersuchung der Photoisomerisierung von 3,3’-Diphenylhexatrien
4. Schuck, Karin

Unterstltzung bei der Projektadministration

5. Eifert, Klaus

Systemadministration, Datensicherung und Pflege der Webseiten

Aufgaben der Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter (Ergadnzungsausstattung):
6, Salzmann, Susanne

Untersuchung von photoinduzierten Prozessen in Flavinderivaten und Blaulichtrezeptoren, Einarbeitung
von Mitarbeiter(inne)n

7, Etinski, Mihajlo

Entwicklung von zeitabhangigen Methoden zur Berechnung von ISC-Raten,

Untersuchung zur Lage von elektronischen Zustanden und Berechnung von ISC-Raten in Pyrimidinbasen
8, Rai-Constapel, Vidisha

Untersuchungen zur Photophysik von Thioxanthonen

9.Gollnisch, Kathleen

Untersuchung der Photoisomerisierung von Stilben und Azobenzol
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6.1 Allgemeine Angaben zum Teilprojekt C4
6.1.1 Titel: Elektronisch angeregte Zustande in groBen Molekiilen

6.1.2 Projektleitung

Thiel, Walter, Prof. Dr., *07.03.1949, deutsch

Max-Planck-Institut fir Kohlenforschung, Kaiser-Wilhelm-Platz 1, 45470 Mulheim
Telefon: 0208-306-2150

E-Mail: thiel@mpi-muelheim.mpg.de

6.2 Entwicklung des Teilprojekts
6.2.1 Bericht

Der Antrag vom Januar 2009 enthielt einen Bericht Gber die in der ersten Fdrderperiode erzielten Resul-
tate, die in 11 Publikationen aus den Jahren 2006-2008 dokumentiert sind. Im folgenden werden die seit-
her erhaltenen Ergebnisse kurz zusammengefasst, genauere Angaben finden sich in den zugehdrigen
Publikationen [1-14] (siehe Abschnitt 3.2.2).

Das Teilprojekt C4 verfolgte drei allgemeine Ziele: (a) Entwicklung von kombinierten QM/MM Verfahren
zur Untersuchung von elektronischen Spekiren und photochemischen Reaktionen in groBen Biomolek(-
len unter Einbeziehung der Umgebung; (b) Entwicklung eines semiempirischen QM Verfahrens zur Be-
handlung von elektronisch angeregten Zustédnden in groBen Biomolekillen; (¢) Anwendung der entwickel-
ten Verfahren auf konkrete Fragestellungen.

Die Arbeiten zu (a) umfassten die Entwicklung von QM/MM Modulen zur Lokalisierung von konischen
Durchschneidungen und zur Surface-Hopping-Dynamik sowie die Anpassung von QM/MM Techniken zur
Geometrieoptimierung und zur Berechnung freier Energien. Sie waren im wesentlichen bis Ende 2008
abgeschlossen (siehe Bericht vom Januar 2009). Im jetzigen Berichtszeitraum wurden drei Arbeiten zu
dieser Thematik publiziert. Am Beispiel von Guanin wurden unsere Protokolle zur Berechnung von Ab-
sorptionsspektren in der Gasphase (QM) und in Lésung (QM/MM) in allen Einzelheiten vorgestellt und
validiert, verbunden mit einer detaillierten Diskussion der Solvenseffekte [9]. Am Beispiel einer protonier-
ten Schiffschen Base (PSB3) wurden technische Probleme bei Surface-Hopping-Dynamikrechnungen
unter Verwendung von MRCI-Wellenfunktionen erdrtert und verschiedene Lésungsmaoglichkeiten aufge-
zeigt, dartber hinaus erfolgte ein genauer Vergleich zwischen semiempirischen OM2/MRCI und ab initio
(CASSCF, CASPT2) Ergebnissen zur Validierung des OM2 Ansatzes [4]. Ferner wurde die Entwicklung
semiempirischer Surface-Hopping-Methoden in einem eingeladenen Ubersichtsartikel dargestellt [14].

Die Arbeiten zu (b) erfordern die Auswahl geeigneter Referenzdaten fir die nétigen semiempirischen
Parametrisierungen. Die entsprechenden Benchmark-Aktivitdten wurden fortgesetzt. Im Berichtszeitraum
publiziert wurden Coupled-Cluster-Benchmark-Rechnungen von vertikalen Anregungsenergien und Oszil-
latorenstérken, zum einen ein Vergleich von nicht-iterativen und iterativen Triples-Korrekturen [3],
CCSDR(3) vs. CC3, und zum anderen eine Studie zur Basissatz-Konvergenz [11], TZVP vs. aug-cc-
pVTZ. Dartber hinaus wurden die wichtigsten, derzeit verfligbaren semiempirischen Methoden bezliglich
der jetzt neu erstellten ab initio Referenzdaten fir elektronisch angeregte Zustédnde systematisch evalu-
iert, dabei erwiesen sich die OMx-Methoden bereits in ihrer Grundzustands-Parametrisierung als deutlich
Uberlegen gegeniiber den etablierten Standardmethoden wie MNDO, AM1, PM3 oder INDO/S [13]. Es ist
zu erwarten, dass die Genauigkeit und Zuverlassigkeit der OMx-Methoden fir elektronisch angeregte
Zustande weiter gesteigert werden kann, wenn entsprechende Referenzdaten in die Parametrisierung
einbezogen werden. Derartige Parametrisierungen sind derzeit im Gange.

Die Arbeiten zu (c) umfassten Dynamik-Rechnungen mit dem neu entwickelten Surface-Hopping-
Programm, QM/MM Berechnungen zu den Spektren von Proteinen und kooperative Projekte gemeinsam
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mit anderen SFB-Partnern. Surface-Hopping-Rechnungen auf OM2/MRCI-Niveau wurden an den Pyrimi-
din-Nucleobasen Uracil, Thymin und Cytosin [2] sowie an 9H-Guanin [5] durchgefihrt, um die nichtadia-
batische Dynamik und die Relaxationsmechanismen dieser Molekile in der Gasphase zu verstehen,
wobei die berechneten Lebensdauern generell gut mit den publizierten experimentellen Daten Uberein-
stimmten [2,5]. Daneben wurden auch Surface-Hopping-Studien unter Verwendung von ab initio QM
Verfahren (CASSCF) und von QM/MM-Methoden in Angriff genommen (Methaniminium-Kation; Adenin in
Wasser) [14]. Die QM/MM Rechnungen zu den Absorptionsspektren in kondensierter Phase betrafen
zum einen die im fernen roten Bereich fluoreszierenden Proteine DsRed.M1 [8,12] and HcRed [10], hier
konnte der Einfluss der Proteinumgebung auf Struktur und Spektrum des Chromophors im Detail aufge-
klart werden. Auch bei der QM/MM Studie zum Blaulicht-Photosensor YVtA von Bacillis subtilis stand die
Frage im Vordergrund, inwieweit das Spektrum des Flavin-Chromophors durch die LOV-Doméne des
Proteins beeinflusst wird, im Vergleich zur Gasphase und zur wassrigen Lésung; dabei wurden zustands-
spezifische Effekte gefunden, auch hinsichtlich Spin-Bahn-Kopplung und Intersystem-Crossing (ISC) [7].
Diese Untersuchungen wurden gemeinsam mit Teilprojekt C1 (Marian) durchgefiihrt, ebenso wie die
DFT/MRCI Rechnungen zur Photophysik des Phenalenons, mit denen die experimentell beobachteten
hohen ISC-Raten in diesem Molekiil erklart werden konnten [1]. Die Kooperation mit Teilprojekt B4 (Rit-
ter, Seidel, Kihnemuth) galt Fluorophoren, welche als optische Kraftsensoren dienen kénnen, speziell
Oligoparaphenylenvinylen-Derivaten (OPV5), die in eine Polymerfolie eingebettet und unter Anwendung
einer externen Zugspannung bestrahlt wurden [6]. Die berechneten (AM1/MRCI) Lebensdauern nehmen
mit zunehmender externer Kraft deutlich ab, in qualitativer Ubereinstimmung mit dem Experiment, haupt-
sachlich wegen des Anstiegs in den Emissionsenergien, der im Wesentlichen geometriebedingt ist (Stre-
ckung des Molekiils) [6].

Neben den 14 Publikationen liegen aus dem Berichtszeitraum 2009-2010 eine Reihe unverdéffentlicher
Ergebnisse vor, z.B. Untersuchungen zur Dynamik von DNA-Basenpaaren und von Helicenen (molekula-
re Motoren), zu Absorptionsspektren in kondensierter Phase (weitere Proteine, Solvenseffekte bei ande-
ren kleinen Molekilen), zu Reaktionen im angeregten Zustand (LOV-Flavine) und zur OMx-
Parametrisierung. Diese Ergebnisse werden hier nicht geschildert, weil die vorliegenden 14 Publikationen
bereits ein addquates Bild von unseren Forschungsaktivitadten im Berichtszeitraum 2009-2010 vermitteln
sollten.

6.2.2 Aus dem Teilprojekt entstandene Publikationen

(a) Arbeiten, die in Publikationsorganen mit einer wissenschaftlichen Qualitdtssicherung zum Zeitpunkt

der Antragstellung erschienen oder endgliltig angenommen sind

[1] M. C. Daza, M. Doerr, S. Salzmann, C. M. Marian und W. Thiel, Phys. Chem. Chem. Phys. 11,
1688-1696 (2009). Photophysics of Phenalenone: Quantum-mechanical Investigation of Singlet-
Triplet Intersystem Crossing.

[2] Z. Lan, E. Fabiano und W. Thiel, J. Phys. Chem. B 113, 3548-3555 (2009). Photoinduced
Nonadiabatic Dynamics of Pyrimidine Nucleobases: On-the-fly Surface-Hopping Study with
Semiempirical Methods.

[8] S. P. A. Sauer, M. Schreiber, M. R. Silva-dunior und W. Thiel, J. Chem. Theory Comput. 5, 555-
564 (2009). Benchmarks for Electronically Excited States: A Comparison of Noniterative and
Iterative Triples Corrections — CCSDR(3) versus CC3.

[4] T. W. Keal, M. Wanko und W. Thiel, Theor. Chem. Acc. 123, 145-156 (2009). Assessment of
Semiempirical Methods for the Photoisomerisation of a Protonated Schiff Base.
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Kihnemuth, ChemPhysChem 10, 2041-2048 (2009). Fluorophores as Optical Sensors for Local
Forces.
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6.3
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